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FARIA, Raimundo Nonato. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etanolico
da folha de Phanera Flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz (CAESALPINIOIDEAE) e da
inibicdo dos fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus resistentes a antibioticos.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Multidisciplinar em Saude, Universidade Federal da Bahia,
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RESUMO

O Staphylococcus aureus ¢ um patogeno envolvido em infec¢bes noscomiais e comunitarias.
O objetivo deste estudo foi analisar in vitro a atividade antimicrobiana do extrato etandlico da
folha de Phanera flexuosa (Moric) L.P.Queiroz (EFPF), conhecida como escada de macaco,
coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincord (BA), sobre o crescimento bacteriano e
sobre alguns fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos
(MRSA), isolados de ambientes hospitalares de Vitoria da Conquista (BA). O EFPF foi
testado nas concentracdes entre 4000 a 125 pg/mL na determinacdo de concentragdo inibitdria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Foram estudados Staphylococcus
aureus ATCC 43300 e 31 isolados resistentes a oxacilina em antibiograma e que
apresentaram o gene mecA em reacgdo de PCR. Na CIM, as placas foram incubadas a 37°C,
24h, sendo interpretadas de acordo com o crescimento bacteriano e confirmado com o corante
ressazurina. Como controle dos experimentos, foi utilizado o veiculo, etanol (10%, v/v).
Verificou-se a inibicdo de formacao do biofilme de MRSA em 3, 5, 7 e 24 h, apds a exposicdo
ao EFPF, avaliou-se a formacdo de biomassa total com cristal de violeta, viabilidade celular
com MTT e morfologia do biofilme usando microscopia confocal ap6s 24 h (isolados clinicos
16A e 92). Foi realizada curva de crescimento de MRSA avaliando a absorbancia e
viabilidade da cultura bacteriana suplementada com 1% glicose, e tratada com o veiculo ou
EFPF em concentracdo subinibitoria (CIMsp). Nos tempos de 5 e 24 h de exposicéo ao EFPF,
da curva foi analisada a expressdo génica de a-hla, PVL, sea, seb, spa, icaA, icaB, icaC,
icaD, icaR dos isolados 16A e 112. Foram realizadas 03 triplicatas para cada experimento e
andlise estatistica. Todos os isolados testados e a cepa ATCC apresentaram CIM ente 125 e
4000 pg/mL, sendo resultados relevantes de CIM (125 pg/mL) foram obtidos para a cepa
ATCC 43300 e para os isolados 27A, 27B, 28, 29, 33A, 43.1, 47.1, 52, 76, 85.1, 85.2, 92 e
113. Quanto ao CBM, ocorreu para os isolados 47.1 e 92 (4000 pg/mL), isolado 12D (1000
pg/mL), e isolado 29 (500 pg/mL). Na inibicdo de formacéo de biofilme, os resultados em
reducdo de células vidveis e formacgdo da biomassa total ocorreram nos tempos de 7 e 24h,
sendo que na concentragdo 5000 pg/mL foi efetiva no biofilme de 24 h. Quanto a curva de
crescimento, a atividade antimicrobiana de EFPF ocorreu na fase final exponencial e
estacionaria inicial avaliada pela reducdo de absorbancia, e também a reducdo da viabilidade
celular do EFPF em relagdo ao veiculo nas cepas testadas. Houve diminuigdo da expressdo de
PVL do isolado 16A tratado com EFPF (p<0,05), aumento da expressdo de icaC, icaR e spa
do isolado 16A em relacdo ao veiculo (p<0,05). O EFPF apresenta atividade antimicrobiana
contra S. aureus e influencia a expressao de fatores de viruléncia das cepas MRSA testadas,
sendo um potencial antimicrobiano e promissora fonte para o isolamento de substancias
bioativas contra microrganismos multirresistentes. PIBIC/CNPqg, CNPqg Universal 14/2008,
14/2010, 13389/2010-0, Decit/SCTIE/MS (CNPg/FAPESB/SESAB), PERMANECER
/UFBA, MEC-PET/SESU/SECAD.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Phanera Flexuosa (Moric.). Farmacoresisténcia
bacteriana. Sthaphylococcus aureus. MRSA.



FARIA, Raimundo Nonato. Evaluation of the antimicrobial activity of ethanolic leaf
extract of Phanera flexuosa (Moric.) L.P. Queiroz (CAESALPINIOIDEAE) and
inhibition of the virulence factors of Staphylococcus aureus resistant to antibiotics Thesis
(MsC) - Multidisciplinary Health Institute, Federal University of Bahia, Vitdria da Conquista,
2012,

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a pathogen involved in nosocomial and community infections. The
aim of this study was to analyze in vitro antimicrobial activity of ethanol extract of leaf
Phanera flexuosa (Moric) L.P. Queiroz (EFPF), known as monkey ladder, collected in the
National Forest Contendas Sincora (BA) on bacterial growth and on some virulence factors of
antibiotic-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), isolated from hospital environments of
Vitoria da Conquista (BA). The EFPF was tested at concentrations between 4000 to 125
ug/mL in the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC). We studied Staphylococcus aureus ATCC 43300 and 31
isolates resistant to oxacillin in sensitivity and that had the mecA gene in PCR. In the MIC,
the plates were incubated at 37°C, 24 are interpreted according to the bacterial growth and
confirmed with the dye ressazurin. As control experiments, we used the vehicle, ethanol (10%
v/v). There was inhibition of biofilm formation of MRSA 3, 5, 7 and 24 h after exposure to
EFPF evaluated to complete the formation of biomass with crystal violet, with MTT cell
viability and morphology of the biofilm using microscopy confocal after 24 h (16A and 92
clinical isolates). Growth curve was performed by evaluating the absorbance of MRSA and
viability of bacterial cultures supplemented with 1% glucose, and treated with vehicle or in
EFPF subinihibtory concentration (MICsp). In times of 5 and 24 h of exposure to EFPF, the
curve was analyzed the gene expression of hla-«, PVL, sea, seb, spa, icaA, icaB, icaC, icaD
icaR in isolates 16A and 112. 03 triplicates were performed for each experiment and statistical
analysis. All isolates and ATCC strains showed MIC being 125 and 4000 pg/mL, with
relevant results from CIM (125 pg/mL) were obtained for strain ATCC 43300 and isolates
27A, 27B, 28, 29, 33A, 43.1 , 47.1, 52, 76, 85.1, 85.2, 92 and 113. As to the CBM was
isolated for the 47.1 and 92 (4000 ug/ml) isolated 12D (1000 ug/mL), 29 and isolated (500
ug/mL). Inhibition of biofilm formation, results in reduced formation of viable cells and total
biomass of the 7 and 24 times, and the concentration 5000 ng/mL was effective in the biofilm
24 h. The growth curve, the antimicrobial activity of EFPF occurred at the end of exponential
and stationary initial absorbance measured by the reduction, and also the reduction of cell
viability versus vehicle EFPF the strains tested. There was decreased expression of PVL
treated with isolate 16A EFPF (p <0.05), increased expression of icaC, icaR and spa 16A
isolated from the vehicle (p <0.05). The EFPF showed antimicrobial activity against S. aureus
and influences the expression of virulence factors of MRSA strains tested, and an
antimicrobial potential and promising source for the isolation of bioactive compounds against
multidrug-resistant microorganisms. PIBIC / CNPg, CNPqg Universal 14/2008, 14/2010,
13389/2010-0, Decit / SCTIE / MS (CNPq / FAPESB / SESAB), STAY / UFBA, MEC-
PET/SESU/SECAD.

Keywords: Medicinal plants. Phanera flexuosa Moric.; Staphylococcus aureus. MRSA.
Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS), denomina como plantas medicinais todas as
espécies silvestres ou cultivadas, quando utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar,
modificar um processo fisiolégico normal ou patoldgico ou quando estas sdo fontes de
farmacos ou de seus precursores (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2000). Em
1978, a OMS reconheceu os medicamentos de origem vegetal como recurso terapéutico
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001) e recomendou aos paises que executassem
levantamentos regionais e identificacdo botanica de espécies vegetais usadas na medicina
popular tradicional; estimulassem e indicasse o uso das plantas medicinais com eficacia e
seguranca comprovadas e contraindicassem o emprego das praticas medicinais populares
consideradas inuteis ou prejudiciais (CAVALCANTE, 2010).

A busca de alternativas terapéuticas complementares a farmacoterapia tradicional
converteu-se recentemente numa diretriz importante no contexto da salde publica.
Atualmente, a pesquisa de plantas medicinais é eixo fundamental nas politicas de salde
implementadas pelas esferas governamentais como parte da Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares do Sistema Unico de Sadde (BRASIL, 2006).

As plantas medicinais participam de forma fundamental no aumento do mercado de
medicamentos, particularmente no desenvolvimento de fitoterapicos e na identificacdo de
novas moléculas ou prototipos basicos para geracdo de novos medicamentos sintéticos
(YATSUDA, 2004), visto que muitos constituintes de plantas e/ou seus derivados
semissintéticos constituem uma parcela apreciavel dos farmacos de ponta recém-introduzidos
no mercado. Trata-se de um mercado poderoso, por isso, ha a necessidade de buscar novas
moléculas para assegurar a competitividade na producdo de novos medicamentos patenteados.
Além disto, também representam a oportunidade de elaborar os medicamentos denominados
fitoterapicos, que sdo extratos vegetais padronizados e validados do ponto de vista da sua
eficacia, seguranca e qualidade (BHATTARAM; GRAEF; KOHLERT, 2002).

O uso de fitoterapicos no Brasil constitui um mercado de US$ 400 milhdes, e ainda
sdo recomendadas pela Organizacdo das Nacgdes Unidas, que reconheceu o uso de plantas
medicinais por 2/3 da populacdo da Terra (BARATA, 2010). Estima-se que o Brasil possui
aproximadamente 55 mil espécies vegetais catalogadas, das quais apenas 8% foram estudadas
para identificacdo de moléculas bioativas e, quatro mil sdo reconhecidas como plantas
medicinais (BRASIL, 2004).
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A populacdo brasileira utiliza as plantas medicinais como antimicrobianos, uma forma
alternativa para tratamento de diversas infeccdes. As doencas infecciosas sdo a segunda causa
de morte no mundo e terceira causa de morte em paises em desenvolvimento (FAUCI, 2001).
Atualmente, a pressdo de selecdo de microrganismos resistentes pelos antimicrobianos é
consequente ndo s6 do uso indiscriminado dos antimicrobianos na comunidade e no ambiente
hospitalar, ao uso terapéutico ou profilatico destas drogas em medicina e odontologia
humanas, como também de seu emprego em medicina veterinaria, na conservacao de
alimentos, no combate a elementos bioldgicos daninhos aos seres humanos e na engorda de
animais destinados & alimentacdo. Atualmente, os microrganismos multirresistentes sdo uma
preocupacdo global, acarretando prejuizos financeiros e sociais estimados em 25.000 mortes e
gasto com custos hospitalares por volta de 1,5 bilhdo de euros na Europa e 35 bilhdes de
dolares nos Estados Unidos ao ano, gerando um significativo aumento dos custos totais para o
sistema de saude (LEUNG et al., 2011).

Devido ao rdpido aumento mundial da resisténcia microbiana aos antibidticos
disponiveis no mercado, é necessaria a pesquisa por novos antimicrobianos contra essas cepas
resistentes. Paradoxalmente, a busca por novos agentes antimicrobianos tem declinado nos
ultimos anos, sendo que as grandes companhias farmacéuticas tém extinguido ou diminuido
seus programas de pesquisa (SPELLBERG et al., 2004).

Assim, é importante estudar plantas da caatinga como a Phanera flexuosa, conhecida
popularmente como escada de macaco, uma planta ainda pouco estudada apesar do seu uso
pela populagdo do semiérido. Também é importante avaliar a atividade antimicrobiana da
Phanera flexuosa, principalmente frente os microrganismos multirresistentes, no intuito de
descobrir novos antimicrobianos, assim como, avaliar a influéncia desse extrato sobre 0s
fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus, um dos principais patdgenos resistentes
envolvidos nas infec¢Oes hospitalares.

A descoberta de novos produtos de origem natural ou compostos quimicos isolados
com atividade bioldgica é de grande interesse cientifico, ambiental, tecnolégico e econdmico
para o Brasil, principalmente considerando o possivel desenvolvimento de novos fitoterapicos
e fitofarmacos, além da geracdo de patentes. Deste modo, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanolico das folhas de Phanera
flexuosa (Moric.) L.P.Queiroz (Caesalpinioideae) contra Staphylococcus aureus resistentes a
antibidticos, e sua influéncia sobre os fatores de viruléncia desses isolados de ambientes

hospitalares de Vitoria da Conquista — BA.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais tém formado a base dos cuidados em satde em todo o mundo,
desde os primordios da humanidade até os dias atuais, sendo que sdo de grande importancia
no comércio internacional. O reconhecimento de seu valor clinico, farmacéutico e econémico
continua a crescer, embora isso varie muito entre os paises. As plantas sdo importantes fontes
para a investigacdo farmacologica e desenvolvimento de medicamentos, ndo s6 quando
fitocompostos bioativos sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também
como matérias-primas para a sintese de drogas ou como modelos para 0s compostos
farmacologicamente ativos (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

O valor dos produtos naturais & claramente reconhecido na descoberta de novos
compostos bioativos, sendo que, das novas drogas aprovadas pelo FDA desde 1983 até 1994,
28% procedem inteiramente de produtos naturais, 39% sdo derivados de produtos naturais e
33% sdo drogas de origem sintética (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

As espécies vegetais apresentam a capacidade de produzir, transformar e acumular
inimeras substancias que ndo estdo necessariamente relacionadas de forma direta com a
manutencdo da vida da planta, mas garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para a
perpetuacdo da espécie, sendo chamados de metabdlitos secundarios. A sua producdo é
determinada por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas. Assim, 0s
metabolitos secundarios, por serem fatores de interacdo entre organismos, frequentemente
apresentam atividades farmacologicas importantes (SANTOS, 2007).

Os fitofarmacos, moléculas com acOes terapéuticas de origem vegetal representam
uma alternativa tecnologica e econdmica em relagdo ao elevadissimo custo de
desenvolvimento de um novo medicamento realizado atraveés da anélise combinatdria e
sintese de moléculas a partir de moldes biolégicos que apresentam diversos efeitos
indesejaveis, tais como a propria dificuldade de adaptacdo ao receptor biologico (LASTRES
etal., 2001).

Além disso, as preparacOes vegetais tém uma caracteristica muito especial que as
distinguem de drogas quimicas: uma unica planta pode conter um grande ndmero de
fitocompostos bioativos e ainda mais em uma combinacdo de plantas. Essa complexidade é
um dos desafios mais importantes para a tentativa de identificar um Unico composto bioativo

no universo enorme que inclui um dnico extrato bruto (MENDONCA-FILHO, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Newman+DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cragg+GM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Snader+KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Newman+DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cragg+GM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Snader+KM%22%5BAuthor%5D
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A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e seus metabdlitos
secundarios, tais como alcaloides, esterdides, triterpenos, taninos, saponinas, flavonoides,
lignanas (ARRUDA, 2008), tém sido objeto de constante estudo que inclui a investigacao da
atividade farmacoldgica e toxicoldgica de substancias isoladas, fragdes e extratos totais da
droga vegetal (ZANETTI, 2002).

2.1.1 Antibioticoterapia

Desde os primérdios da existéncia humana, o homem vem sendo acometido por
doencgas de origem microbiana (CLEVELAND et al., 2001; RILEY; WERTZ, 2002). Embora
na historia da humanidade, a luta contra infeccGes causadas por microrganismos existe ha
mais de 50.000 anos, sé recentemente foi descoberta a natureza infecciosa de algumas
doencas. No inicio, utilizando-se de conhecimentos empiricos, buscava-se na natureza a cura
para todos os tipos de doencgas, onde inclusive, se usava extratos vegetais e venenos de
animais (WHITE, 2002; PAGES, 2004).

Em 1910, Paul Ehrlich, um médico alemdo, ap0s testar centenas de substancias
encontrou um agente quimioterapico efetivo no combate da sifilis, chamado salvarsan, um
derivado de arsénico (MCDERMOTT et al., 2003). Em 1929, o primeiro antibidtico, a
penicilina G, foi descoberta por Fleming, seguido pelo surgimento de derivados
sulfonamidicos na década de 30 e novas classes de antibidticos nos anos seguintes (CHOPRA
etal., 2002; BUYNAK et al., 2004).

A penicilina liga-se as proteinas de ligagdo de penicilina (PBP — penicilin binding
protein) e possui 04 isoformas (PBP1, 2, 3 e 4), distintamente expressas pelo microrganismo.
Ao ser internalizado pelo microrganismo, o farmaco atua ao inibir a atividade de
transpeptidase realizada por estas PBP’s, responsavel pela ligacdo cruzada entre a N-acetil-
glucosamina e o acido N-acetil-muramico, que formam o arcabouco da rede do
peptideoglicano, principal constituinte da parede celular bacteriana. O evento final é a
inativacdo do agente inibidor de enzimas autoliticas da parede celular bacteriana, levando a
célula a lise (TIPPER, 1985; RANG et al., 2007)

A introducdo da benzilpenicilina teve um efeito marcante nas taxas de mortalidade
provocada por S. aureus. Desde entdo, inumeros pacientes foram curados de infecgdes
potencialmente fatais usando-se um ou mais esquemas terapéuticos com antibiéticos. Porém,
0 uso indiscriminado de tais drogas resultou no aparecimento de patdgenos resistentes, o que

tornou necessario o0 emprego cada vez maior de novos farmacos (FALCAO et al., 2002).
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A evolucdo das cepas de bactérias resistentes e multirresistentes através da historia
tem sido rapida e preocupante. Em 1944, foram descritas as primeiras cepas produtoras de
penicilinase em ambiente hospitalar, até entdo raramente encontradas (ERSON, 2005;
ROLAIN; RAULT, 2005). O aumento da prevaléncia de S. aureus resistentes a
benzilpenicilina foi inicialmente superado pela introducdo das penicilinas semissintéticas, e
décadas mais tarde, pelas penicilinas sintéticas (CHAMBERS, 2001).

Em 1959, a meticilina foi introduzida para o tratamento das infeccdes causadas por S.
aureus resistentes a penicilinas. No entanto, em 1961, no Reino Unido, ocorreram 0s
primeiros relatos de cepas isoladas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA — methicilin
resistant S. aureus), que rapidamente apareceram em outros paises europeus, com surtos
hospitalares provocados por estes organismos. Rapidamente, houve relatos de MRSA isolados
no Japdo, Australia, Estados Unidos e na América Latina (POWERS, 2004). A resisténcia a
meticilina e a oxacilina se deve a alteracdo na expressdo das proteinas de ligacdo a penicilina
(PBP’s), onde uma variante mutante, a PBP2a tem menor afinidade pelos antibidticos -
lactdmicos, mantendo suas fungdes na fisiolégica do microrganismo, garantindo sua
multiplicacdo (MALOUIN; BRYAN, 1986).

Uma vez que a grande maioria dos clones de MRSA, internacionalmente disseminados
nos hospitais, apresentava frequentemente multirresisténcia a drogas, a vancomicina tornou-se
0 antibiotico de escolha para o tratamento das infeccdes causadas por esses microrganismos.
A vancomicina é um glicopeptidio conhecido desde 1956, mas ndo foi utilizado anteriormente
devido o sucesso da meticilina, da oxacilina e de outras isoxazolilpenicilinas (MAINARDI et
al.,1995). Os glicopeptideos, como vancomicina e teicoplanina, ainda constituem a
terapéutica de escolha nas infec¢des por MRSA. Contudo, ha relatos de cepas de S. aureus
apresentando susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos, isolados com resisténcia
intermediaria a vancomicina (VISA) e os resistentes a vancomicina (VRSA) no Japdo e nos
Estados Unidos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL PREVENTION, 2002;
HIRAMATSU et al., 1997).

A resisténcia a drogas de patdgenos humanos e animais € um dos casos mais bem
documentados de evolucdo bioldgica e um sério problema, tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. Baquero e Blazquez (1997) relataram o perigo do retorno a uma
era pre-antibiotico, particularmente considerando que nenhuma nova classe de antibiético foi
descoberta nos Gltimos anos, apesar das intensas pesquisas das inddstrias farmacéuticas. Em

vista do presente cenario, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de fontes
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naturais, como as plantas, tem ganhado importancia nas companhias farmacéuticas
(DUARTE, 2006).

Entre os anos 1980-2000, as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibidticos foram a gendmica e as triagens de colecBes de compostos, em detrimento as
triagens de produtos naturais microbianos. Porém, houve uma reducdo dramética na
identificacdo de novos prototipos antibioticos, a0 mesmo tempo em gue ocorreu um aumento
na incidéncia de resisténcia bacteriana (GUIMARAES et al., 2010). Dentre as razdes que
justificam a necessidade urgente do surgimento de novos agentes antibidticos podemos
destacar: as doengas infecciosas que séo a segunda maior causa de mortalidade do mundo; as
altas taxas de resisténcia microbiana em ambientes hospitalares; o decréscimo constante
observado no numero total de novos agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA; e a
necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acdo diferentes aos atuais farmacos em
uso, com maior seletividade e menor toxicidade (GUIMARAES et al., 2010).

As plantas podem contribuir na descoberta de novos antibioticos na medida em que é
possivel que metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana sejam biossintetizados
para prevenir e/ou combater o ataque de microrganismos patogénicos as plantas. Gibbons
(2004) cita varios exemplos de metabdlitos isolados de plantas frente a Staphylococcus sp. As
plantas sdo possuidoras de varias vias metabdlicas que ddo origem a compostos, tais como,
fenois, terpenos, alcaldides, lecitinas, polipeptidios e poliacetilenos. Além dessas classes,
outras substancias de origem vegetal mostram certa atividade antimicrobiana, como:
poliaminas, isotiocianatos, tiossulfinatos e glicosideos (NOGUEIRA, 2000). Os vegetais ricos
em taninos, flavondides, 6leos essenciais e poli fendis estdo entre os extratos mais avaliados
para esta atividade (COUTINHO et al., 2008). Deste modo, a diversidade de moléculas
encontradas nas plantas faz das mesmas promissoras fontes de novos agentes antimicrobianos
(COUTINHO et al., 2008).

Os trabalhos relacionados a atividade atimicrobiana de plantas tiveram inicio na
década de 1940. Em 1943, Osborn pesquisando a atividade de 2300 plantas superiores contra
S. aureus e Escherichia coli, verificou que as plantas pertencentes a 63 géneros continham
substancias que inibiam o crescimento de um ou de ambos os microrganimos (PEDERSON;
FISHER, 1984). No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem vegetal
iniciaram-se com Cardoso e Santos (1948) que avaliaram extratos de 100 diferentes plantas
indicadas em terapéutica popular como anti-inflamatérios ou cicatrizantes/antimicrobianos.
Destas plantas, cinco extratos apresentaram atividade contra S. aureus, Escherichia coli e
Proteus X-19 (SANDERS; WEATHERWAX; MCCLUNG, 1945).
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O estudo cientifico de plantas medicinais usados na medicina tradicional é essencial
para diminuir os riscos de efeitos adversos para a populacdo, comprovar a atividade biologica
das plantas e perpetuar o conhecimento tradicional sobre essas plantas medicinais. Também &
importante que sejam realizados estudos para garantir que estes farmacos naturais sejam
seguros, estaveis, padronizados e mais seletivos quanto a sua atividade bioldgica.

Os produtos naturais sdo responsaveis diretamente ou indiretamente por cerca de 40%
de todos os farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos 0s usados como
antibidticos e antitumorais, esta porcentagem pode chegar a aproximadamente 70%
(PHILLIPSON, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001). Os compostos isolados de plantas séo
substancias com estruturas quimicas bem diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir
de bactérias, leveduras e fungos. Tais produtos podem atuar no metabolismo intermediario
ativando enzimas no nivel nuclear ou ribossomal, provocando altera¢cdes nas membranas ou
interferindo no metabolismo (ESTEVAM, 2006).

No Brasil, a investigacao sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana contra
MRSA também aumentou significativamente nos Gltimos anos. Machado et al. (2003)
estudando 14 extratos de plantas usadas tradicionalmente no Brasil para tratamento de
doencas infecciosas, verificaram que Punica granatum (roma) inibiu linhagens de S. aureus
sensiveis e resistentes (MRSA) a meticilina, concluindo que esta substdncia apresenta
potencial como agente no tratamento de infec¢cdes causadas por MRSA. Silva et al. (2007)
avaliaram a ac&o antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da casca do caule de Anacardium
occidentale (cajueiro) sobre MRSA e obtiveram Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
6,25 mg/mL do extrato, para 4 amostras MRSA. A atividade antimicrobiana positiva do
extrato do cajueiro frente a amostras de S. aureus, pode ser devido a presenca de compostos
como taninos (compostos polifendlicos) e alcaloides previamente encontrados na planta, uma
vez que estes compostos tém comprovada acdo antimicrobiana, e que compostos fenolicos
possuem uma acao inespecifica sobre o microrganismo, rompendo a parede celular bacteriana
e inibindo os sistemas enzimaticos para a formacdo da mesma (HASLAM, 1996; JORGE et
al., 1996; AKINPELU, 2001).

Agente modificador de resisténcia ou da atividade antibidtica & um termo usado para
substancias que modulam ou mesmo revertem a resisténcia bacteriana a certos antibidticos, ou
seja, potencializam a atividade de um antibio6tico contra uma cepa resistente (DE MARCO;
CUSHING; FREMPONG-MANSO, 2007; GIBBONS, 2004). Dentre esses modificadores,
destacamos varios produtos naturais de origem vegetal (extratos e fitoconstituintes) que

alteram a susceptibilidade microbiana aos antibidticos por inibicdo de bombas de efluxo
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(GIBBONS, 2004). A reserpina € um composto isolado da planta Rawolfia serpentina
conhecida como inibidora de bomba de efluxo (EPI - efllux pump inhibitors), em varios
microrganismos multirresistentes, incluindo S. aureus (GIBBONS; OLUWATUYI; KAATZ,
2003; STAVRI et al.,, 2007; OLUWATUYI; KAATZ; GIBBONS, 2004). Entretanto, a
toxicidade da reserpina e seus efeitos adversos em seres humanos, mesmo em baixas
concentragdes (MASHOUR; LIN; FRISHMAN, 1998), limitou o seu uso, justificando-se
assim a busca de EPIs alternativas. Mohtar et al. (2009) avaliou o potencial de 13 alcaldides
como inibidores e/ou agentes modificadores da resisténcia através da inibi¢cdo da bomba de
efluxo contra S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e em cinco outros MRSA isolados,
apresentando diferentes niveis de susceptibilidade a vancomicina. A notavel atividade
inibitdria de efluxo foi detectada pelo quinino, piperina e harmalina, usando a reserpina como
controle positivo. Os resultados deste estudo sustentam a opinido de que um grande ndmero

de fitocompostos possui potencial farmacolégico e ainda ndo foram descobertas.

2.2 RESISTENCIA MICROBIANA E INFECCOES HOSPITALARES

2.2.1 Resisténcia microbiana

O uso indiscriminado dos antimicrobianos na comunidade e também no ambiente
hospitalar € um fator de risco importante para aparecimento e disseminacdo da resisténcia
microbiana (ANVISA, 2005). A pressdao de selecdo de microrganismos resistentes pelos
antimicrobianos é consequente ndo s6 ao uso terapéutico ou profilatico destas drogas em
medicina e odontologia humanas, como também de seu emprego em medicina veterinaria, na
conservacdo de alimentos, no combate a elementos bioldgicos daninhos aos seres humanos e
na engorda de animais destinados a alimentacdo. Em geral, bactérias tém a habilidade
genética de transmitir e adquirir resisténcia a drogas usadas como agentes terapéuticos
(NASCIMENTO et al., 2000), pois sdo frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias
que eram reconhecidamente sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se tornam
resistentes a todos, ou a quase todos, farmacos disponiveis no mercado (SAKAGAMI,
KAJAMURA, 2002).
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As bactérias podem desenvolver resisténcia aos antibioticos por meio de alguns
mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura (JACOBY, 2005; HOOPER, 2005;
BOMONO; SZABO, 2006; MIN et al., 2007). Esses mecanismos incluem:

a) modificacdo quimica do antibiético, através de enzimas especificas;

b) alteracdo do sitio de ligacdo do antibiotico;

c) substituicdo do sitio de ligacdo da droga;

d) diminuicdo da permeabilidade ao antibiotico;

e) aumento da sintese de substrato com o qual a droga compete;

f) efluxo do antibiotico, por intermédio de transporte ativo (ROUVEIX, 2007)

g) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.

Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacteriana que, ainda pode
desenvolver resisténcia cruzada contra distintos antibidticos (NEU, 1992; GOLD;
MOELLERING, 1996; RUSSEL, 2002; CHOPRA et al., 2002). A resisténcia pode ser
consequéncia da acdo de outros fatores, como o sitio de infeccdo onde se encontra a cepa
bacteriana e a concentracdo do antibidtico.

A colonizagéo por S. aureus, especialmente envolvendo amostras multirresistentes, em
pacientes hospitalizados e profissionais de salde, representa um sério problema para a satde
publica (SCOTT; BLOOMFIELD, 1990). O Ministério da Saude (MS), na portaria n° 2.616
de 12/05/1998, define infeccdo hospitalar (IH) como a infeccdo adquirida ap6s a admisséo do
paciente na unidade hospitalar e que se manifesta durante a internacéo ou apds a alta, quando
puder ser relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares. Sdo também infeccoes
hospitalares aquelas manifestadas ap6s 72 horas da internacdo, quando associadas a
procedimentos diagndsticos e/ou terapéuticos, realizados durante este periodo (BRASIL,
1998).

2.2.2 Infecgdes hospitalares (IH)

As infecgOes hospitalares constituem atualmente um problema de saide publica.
Inferéncias epidemiologicas as colocam como uma das principais causas de
morbimortalidade, além de constituirem significativa carga social, emocional e econémica
para os pacientes e para todo o sistema de saude. No Brasil, mesmo com a legislacdo vigente
no pais, os indices de IH permanecem altos, em torno de 15,5%, o0 que corresponde a 1,18
episddios de infeccdo por paciente internado nos hospitais brasileiros. Além disso, considera-

se mais um agravante, o fato das instituicdes publicas de salude possuirem a maior taxa de
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prevaléncia de IH no pais, com 18,4% (PRADE, 1995). Uma infeccdo hospitalar acresce, em
média, 5 a 10 dias ao periodo de internacdo. Além disso, os gastos relacionados a
procedimentos diagndsticos e terapéuticos da infeccdo hospitalar fazem com que o custo do
tratamento dos clientes com IH seja trés vezes maior que o custo dos clientes sem infeccao.

Dados da literatura internacional demonstram, por exemplo, que as unidades de terapia
intensiva sdo propicias ao aparecimento e disseminacdo da resisténcia microbiana. Os
pacientes mais vulneraveis para adquirirem bactérias multirresistentes sdo os internados em
setores criticos do Hospital, como Unidades de Terapia Intensiva, Bercario de neonatos, Setor
de Didlise e Transplantados, ou que necessitem de observacdo mais rigorosa e utilizagdo de
procedimentos terapéuticos invasivos (RICHARDS et al., 1999; 2000). Os pacientes desses
ambientes estdo em estado mais grave e sdo submetidos aos varios procedimentos invasivos
que regionalmente utilizam antibiéticos de amplo espectro de ac¢do. Alguns locais e materiais
reutilizados nos hospitais séo descritos na literatura como fatores de risco para a aquisicdo de
microrganismos antibidtico-resistentes, para o surgimento de infeccbes nosocomiais e a
disseminacéo destes como algumas cepas de estafilococos e bacilos Gram-negativos.

Outra caracteristica, que contribui para a sua persisténcia em hospitais, € a capacidade
dessas cepas de sobreviver por longos periodos de tempo fora do corpo humano (KRAMER,;
SCHWEBKE; KAMPF, 2006). Estudos sobre as caracteristicas do biofilme formado pelos S.
aureus revelaram que essas cepas sao capazes de persistir por até 7 meses sobre superficies
inanimadas secas (SCOTT; BLOOMFIELD, 1990; WAGENVOORT; PENDERS, 1997;
NEELY; MALEY, 2000), principalmente se essas superficies forem plasticas (KRAMER;
SCHWEBKE; KAMPF, 2006). As superficies inanimadas e 0s equipamentos sdo possiveis
fontes de bactérias, principalmente as resistentes (DREES et al., 2008; KAYABAS et al.,
2008). N&o raramente ¢é apontada a contaminacdo de equipamentos, superficies e solucdes de
limpeza por microrganismos de importancia epidemiologica. Estes dados se tornam
extremamente relevantes em hospitais, onde as superficies estdo frequentemente
contaminadas com patdgenos nosocomiais € em contato com as maos, representam
importantes vetores de transmisséo cruzada.

Alguns locais e materiais reutilizados nos hospitais sédo descritos na literatura como
fatores de risco para a aquisicdo de microrganismos antibidtico-resistentes, para o surgimento
de infecgOes nosocomiais e a disseminagdo destes como algumas cepas de estafilococos e
bacilos Gram-negativos. Amrutkar et al. (2006) citam que existem varios outros fatores de
risco que podem colocar os pacientes em risco de candidemia e bacteremia, como o0 uso de

materiais termossensiveis que sdo desinfetados e reutilizaveis, incluindo-se cateteres
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intravenosos, instrumentos para nutricdo parenteral, ventilagdo mecanica, entre outros
materiais como mascara de nebulizadores (CATHERINE et al., 2007; KIKUCHI et al., 2007).

Os profissionais da saude também tém sido apontados, por meio de suas maos, como
importantes fatores de disseminagdo do MRSA no ambiente hospitalar. Estes profissionais
adquirem transitoriamente o microrganismo através do contato com o paciente infectado, ou
mesmo, colonizado, ou ainda pelo contato indireto, através do ambiente, via reservatorios
inanimados (BOYCE; POTTER-BYNOE; CHENEVERT, 1997).

No Brasil, a frequéncia de isolamento de S. aureus MRSA e sua relagdo com infecgdes
hospitalares atingem valores elevados. Em muitos hospitais brasileiros, a prevaléncia de
isolamento de cepas de MRSA varia de 40 a 80% (OLIVEIRA et al., 2001; TRINDADE et
al., 2005). Um estudo realizado no Hospital Espanhol em Salvador (BA) demonstrou que em
9 anos a prevaléncia dessas bactérias resistentes a meticilina/oxacilina foi de 28%, sendo que
os lugares com maior deteccdo dessas bactérias foram a UTI (59%), a unidade de hemodialise
(43%), unidade de doencas infectocontagiosas (34%), unidade neonatal (18,5%) quando
comparados com o0s outros locais do hospital (BRITES et al., 2006). Foram relatados por
Souza e Figueiredo (2008), 68 casos de infec¢Oes atribuidas ao S. aureus resistente a oxacilina
entre fevereiro de 2003 a janeiro de 2006 no Hospital Universitario Regional de Maringa. A
avaliacdo de diferentes materiais clinicos detectou maior prevaléncia de isolamento em pontas
de catéter (39,2%) e em secrecdes orotraqueais (34,2%).

Cepas de S. aureus resistentes a meticilina, enterococos resistentes a vancomicina e
bastonetes Gram negativos multirresistentes estdo tornando prevalentes também em hospitais
infantis (BIZARRO; GALLAGHER, 2007). A vancomicina era o unico antibiotico efetivo
contra os MRSA, mas, em 1997, foram descritos S. aureus com resisténcia & vancomicina e a
teicoplanina. Estafilococos com resisténcia aos glicopeptideos foram recentemente
encontrados no Brasil. Registrou-se o isolamento de S. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina no Rio de Janeiro, em Sdo Paulo e Porto Alegre e de estafilococos coagulase
negativos resistentes & vancomicina e a teicoplanina em S&o Paulo (OTILIA; 1999;
MAMIZUKA; OLIVEIRA, 2000).

Assim, a aquisicdo de MRSA pode levar a consequéncias adversas graves para 0S
pacientes, além de ampliar o tempo de hospitalizacdo e aumentar os custos relacionados com
a assisténcia médico-hospitalar (HUANG; PLATT, 2003). Deste modo, nos altimos anos, as
industrias farmacéuticas tém sido motivadas para o desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas, especialmente em funcdo da ocorréncia de resisténcia microbiana a tais

medicamentos.
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2.3. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

2.3.1 Staphylococcus aureus

Os microrganismos do género Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceae e
apresentam forma de coco, tendendo a formar agrupamentos semelhantes a cachos de uva.
Sdo gram positivos, possuindo diametro variando entre 0,5 ¢ 1,5 um, iméveis e ndo formam
esporos. Possuem metabolismo fermentativo e respiratorio, neste Gltimo, vindo a produzir
catalase (VARNAN; EVANS, 1991; KLOOS; BANNERMAN, 1999). Crescem em meios
comuns, pH 7, & temperatura de 37°C. O 4gar manitol-sal € um meio seletivo para essa
espécie, devido a capacidade desse microrganismo fermentar o manitol com producdo de
acido latico. As coldnias formadas, apds 18-24 horas de incubacdo, sdo arredondadas, lisas e
brilhantes. A cor da col6nia varia do acinzentado ao amarelo-ouro. Na cultura em &gar sangue
é caracteristica a formacdo de um halo de beta hemdlise ao redor das colonias (KONEMAN et
al., 2001).

Staphylococcus spp. possui uma distribuicdo ubiquitaria, sendo seu reservatorio
primario a pele e membranas mucosas, especialmente a regido nasofaringea de mamiferos e
aves (ATANASSOVA; MEINDL; RING, 2001). Atualmente, o género é composto por 38
espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2005), sendo que algumas sdo frequentemente
associadas a uma ampla variedade de infeccbes de carater oportunista, tanto em seres
humanos como em animais (TRABULSI; TEIXEIRA; BUERIS, 2004). Dentre estas espécies,
destaca-se S. aureus como a mais envolvida em doengas em seres humanos (KONEMAN et
al., 2001).

Os S. aureus sdo normalmente encontrados colonizando a pele e membranas mucosas
de humanos. Elevadas concentragfes desse microrganismo podem estar colonizando as axilas,
porcdo anterior das narinas e o perineo. Porém, essas bactérias também podem estar
distribuidas em outros nichos, como orofaringe, boca, vagina, trato intestinal e glandulas
mamarias (WERTHEIM et al., 2005). A capacidade de um patégeno de superar as defesas do
organismo humano, conseguir coloniza-lo e manifestar a sua patogenicidade sdo os fatores
responsaveis pela variacdo no quadro de sinais e sintomas que caracterizam as patologias
(CARDOSO et al., 2007; ROUVEIX, 2007). A patogenicidade das bactérias é determinada
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pelo desenvolvimento de mecanismos que contribuem para 0 aumento de sua capacidade de
infeccdo e que ajudam a burlar o sistema imunolégico do hospedeiro (CHOPRA et al., 2002).

O S. aureus tambeém é o principal patdgeno envolvido em uma grande variedade de
manifestacdes clinicas, tais como infec¢des de feridas, pneumonia, septicemia e endocardite
tanto em paises desenvolvidos como os Estados Unidos, e também aqueles em
desenvolvimento. E um microrganismo (nico quando comparado a outros clinicamente
relevantes, pois apresenta trés caracteristicas fundamentais: apresenta uma série de fatores de
viruléncia, apresenta capacidade crescente de desenvolver resisténcia a antibioticos, e é
responsavel por infec¢cBes nosocomiais e comunitarias (JACOBSSON, 2009). Agentes
antimicrobianos B-lactdmicos, como a penicilina, sdo os farmacos de escolha para o
tratamento das infec¢bes graves por S. aureus. Contudo, a partir da introducdo dos mesmos a
partir da década de 1940, rapidamente surgiram cepas resistentes, por meio da producdo de -
lactamases (penicilinases), enzimas que inativam tais farmacos. A seguir, foram introduzidas
novas drogas resistentes a acdo das PB-lactamases, tais como a meticilina no uso clinico,
surgindo posteriormente o S. aureus resistente a meticilina.

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA) surgiu a partir de 1960, como importante
patégeno hospitalar em todo o mundo (CHAMBERS, 2009; DIEKEMA et al., 2001,
HIRAMATSU et al., 2002). Inicialmente, restritas ao ambiente hospitalar (hospital-acquired
methicillin resistant S. aureus, HA-MRSA), as cepas resistentes tomaram um novo perfil a
partir da década de 1990, com infec¢des comunitarias (community-acquired methicillin
resistant S. aureus, CA-MRSA) relevantes em individuos saudaveis e ndo sujeitos aos fatores
de risco do ambiente hospitalar, tais como cirurgias, imunossupressdo e outros
(KOBAYASHI; DeLEO, 2009). O aumento da prevaléncia de MRSA tornou-se uma grande
ameaca para o setor da saude em todo o mundo, devido principalmente a sua viruléncia,
opcdes terapéuticas limitadas e sua distribuicdo em ambos os ambientes, hospitalar e
comunidade (HULETSKY et al., 2004).

A resisténcia dos S. aureus a meticilina é causada principalmente pela aquisi¢ao
exogena do gene mecA, que codifica uma proteina de ligagdo a penicilina (PBP — penicilin
binding protein) com baixa afinidade de ligagéo ao antibiotico, denominada por PBP2a ou
PBP2’ (HIRAMATSU et al., 2001).

O gene mecA, confere a expressdo da resisténcia a meticilina/oxacilina em S. aureus.
O gene mecA ¢é carreado por um elemento genético mével de 26 a 67 kilobases, denominado

cassete cromossdmico estafilococico (staphylococcal cassette chromosome mec - SCCmec)
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(KURODA et al., 2001), responsaveis por codificar a proteina de ligacdo alterada, resultando
no quadro de multirresisténcia. O sequenciamento de varias linhagens de MRSA tem revelado
oito diferentes al6tipos de SCCmec, tipos I-V, todos carreando dois componentes genéticos
essenciais combinados, conhecidos como complexo génico mec e 0 complexo génico cassete
cromossomico recombinase (ccr). Os isolados de MRSA associados ou adquiridos na
comunidade (CA-MRSA) apresentam caracteristicas fenotipicas e genéticas distintas, quando
comparadas as cepas tipicas isoladas nos hospitais (HA-MRSA). O SCCmec tipo | (34 kb) foi
detectado na cepa NCTC 10442, o primeiro MRSA isolado em 1961, no Reino Unido. O tipo
Il (52 kb) foi identificado em uma cepa de MRSA, isolada no Japdo em 1982, denominada
N315, e o tipo Il (66 kb) foi identificado em uma cepa de MRSA, isolada em 1985 na Nova
Zeléndia e foi denominada 82/2082.

Posteriormente, foi identificado em duas cepas associadas a infec¢cdes comunitarias, o
menor elemento mec, o tipo IV (20 a 24 kb), que confere aos MRSA um perfil de
sensibilidade diferente dos outros trés tipos, sendo sensivel as outras classes de
antimicrobianos, que nédo os B-lactamicos. (DUARTE; LENCASTRE, 2002; OKUMA et al.,
2002). O mec tipo V (28kb) foi descrito a partir do cromossomo de uma cepa de MRSA, de
origem comunitaria, isolada na Australia, denominada WIS (WBG8318). Este elemento foi
estruturalmente similar ao SCCmec tipo IV. (ITO et al., 2004). No final de 2006, outro tipo
SCCmec foi proposto - o tipo V1. Cepas caracteristicas deste tipo possuem o complexo mecB,
0 ccrAB al6tipo 4 e uma regido especifica J1. Quinze cepas de MRSA contendo SCCmec
tipoVI foram inicialmente descritas no hospital Dona Estefania (Lisboa) e outras quatro cepas
foram encontradas em outros trés hospitais, sendo dois também situados em Lisboa e outro em
Coimbra (OLIVEIRA; MILHEIRICO; DE LENCASTRE, 2006).

Em 2008, Higuchi et al.(2008) demonstrou a presenca do SCCmec tipo VI, em cepas
CA-MRSA pertencendo ao tipo de sequéncia multilocus (ST) 59 de Taiwan, tinha 41.347
pares de base em tamanho e flanqueado por 19 pares de bases de sequéncias attL e attR. A
regido central de 21.245 pares de bases contéem o complexo mec (C2b) e outro ccrC gene
(ccrC2), e era altamente homdlogo ao SCCmecV, mas com substituicbes, insercbes e
rearranjos. A por¢do final do lado 3’ apresentou uma sequéncia tnica de 10.191 pares de
bases.

Os SCCmec tipos I, 11 e 11l estdo associados a cepas de origem hospitalar que tém
como caracteristica a resisténcia a multiplos antimicrobianos além dos p-lactdmicos como os

macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, rifampicina, cotrimoxazol e quinolonas
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(HIRAMATSU et al., 1997). Muitos isolados de MRSA que apresentam multipla resisténcia
sdo susceptiveis apenas aos glicopeptideos como a vancomicina. Os SCCmec tipo IV e V néo
possuem nenhum outro determinante de resisténcia a antimicrobianos além do gene mecA, o
que explica uma das principais caracteristicas dos isolados comunitarios de MRSA, a
sensibilidade a diversos antimicrobianos nao p-lactamicos. (DUARTE; LENCASTRE, 2002;
ENRIGHT et al., 2002; OKUMA et al., 2002; ITO et al., 2004).

O complexo gene mec corresponde as regides do gene mecA e dos reguladores para a
expressao do mecA (mecR1 e mecl), e ainda o complexo gene ccr, correspondendo a regido
onde se encontram 0s genes para as recombinases, as quais sao responsaveis pela mobilidade
do SCCmec. O gene mecA é um segmento de DNA exdgeno, ou seja, que ndo € nativo do S.
aureus, de 2,1 Kb, e é controlado pelos genes mecR1 e mecl. O produto do gene mecl reprime
a expressdo do mecA ao se ligar ao operador, sendo esta repressao € revertida pela presenca
de meticilina ou qualquer outro B-lactdmico no meio (mecanismo de inducdo). J& a proteina
mecR1, um produto do gene mecR1, é uma proteina de membrana envolvida em um sistema
de transducdo de sinal, a qual reconhece a presenca de B-lactamicos através de seu dominio
extracelular ligador a penicilina. Seu dominio citoplasmatico apresenta atividade de protease e
degrada o mecl, permitindo assim a transcri¢do do gene mecA. (McKINNEY et al., 2001).

Além desses genes, outros elementos genéticos também podem estar presentes, dentre
eles os elementos de insercdo 1S431 e 1S257, os plasmideos pUB110 e pT181 e o transposon
Tn554, que carreia genes de resisténcia a eritromicina e a espectinomicina. Em adicéo, a
presenca de mais de uma copia do 1S256 parece servir como “hot spot” (regides de elevada
frequéncia de recombinacdes) para a insercdo de outros genes de resisténcia as drogas. Assim,
torna-se claro o porqué dos MRSA apresentarem, frequentemente, multipla resisténcia aos
antimicrobianos associado a presenca do gene mecA (KATAYAMA,; ITO; HIRAMATSU,
2000).

O gene mecA é regulado pelos genes mecl e mecR1, similarmente a regulacéo do blaZ
pelos genes blal e blaR1 frente a exposi¢do a penicilina. Na verdade, mecl e mecR1 séo
homologos ao blal e blaR1. A expressdo dessa resisténcia pode ser homogénea ou
heterogénea. Na expressao homogénea todas as col6nias expressam resisténcia a oxacilina e
na heterogénea é expressa apenas por parte das colbnias apesar da presenca do gene mecA,
dificultando a interpretacéo do teste (ROSSI; ANDREZZI, 2006).

Alguns genes, denominados genes auxiliares ou fatores essenciais, o gene fem (factor
essential for methicilin resistance), auxiliam o gene mecA a expressar um alto nivel de

resisténcia aos beta-lactamicos. Foram identificados muitos desses genes fem, denominados
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femA, femB, femC, femD, femE e femF (VANNUFFEL et al., 1995). O gene femA ¢é essencial
para a expressdo da resisténcia dos MRSA e parece ser uma caracteristica peculiar de S.
aureus, ndo sendo encontrado em outras espécies de estafilococos. QOutro importante
mecanismo de resisténcia é o efluxo em MRSA, sendo este identificado como um dos
principais contribuintes para a resisténcia de Vvarios antibioticos estruturalmente
independentes. As bombas de efluxo sdo proteinas integrantes da membrana plasmatica
bacteriana e que tém sido responsabilizadas por diversos casos de resisténcia a drogas, as

quais séo expelidas para fora da célula (PIDDOCK, 2006).

2.3.2 Fatores de viruléncia de S. aureus

A capacidade de colonizacdo e patogenicidade de S. aureus sdo provenientes de seus
fatores de viruléncia. Tais fatores permitem sua aderéncia as células do hospedeiro ou a
matriz extracelular, invadem as defesas imunol6gicas e proporcionam a invasdo celular,
penetracdo tecidual ou adesdo a superficies de catéteres e proteses. Esses diferentes
mecanismos de sobrevivéncia, que partem dos constituintes de parede celular e da producéo
de enzimas e toxinas oferecem protecdo ao microrganismo e permitem sua disseminacao
(VELAZQUEZ-MEZA, 2005). As lesdes superficiais decorrentes de S. aureus incluem
infeccOes cutaneas como impetigo, foliculite, tercol, furdnculo, carbldnculo e mastite
(LEVINSON; JAWETZ, 2005). Em carater sisttmico pode ocasionar pneumonia, artrite,
endocardite e bacteremia (STAPLETON; TAYLOR, 2002). S. aureus também estdo
relacionados a osteomielites. A expressdo de adesinas que permitem a fixacdo aos
componentes da matriz 0ssea, o fato de sobreviver intracelularmente em osteoblastos e a
capacidade de formar biofilmes na superficie de materiais estranhos ao organismo como as
proteses, armam em conjunto, protecdo contra o sistema imunoldgico do hospedeiro e tornam
essas cepas tolerantes & acdo dos antimicrobianos (DAVIS, 2005).

A formacédo do biofilme bacteriano tem sido descrita desde que Van Leeuwenhoek
descreveu as placas bacterianas de seus proprios dentes no século XVII. Entretanto, demorou
até 1978 para que houvesse 0 entendimento da importancia dessas estruturas nos
ecossistemas, e seu significado médico, por meio dos conhecimentos obtidos para explicar sua
estrutura e relevancia. (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Biofilmes sdo complexas comunidades microbianas fixadas em uma superficie e

embebidas em uma matriz extracelular. Estas comunidades podem se fixar em uma grande
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variedade de superficies com composi¢des quimicas diversas. Esforcos tém sido realizados
para compreender como se da o processo de adesdo, desenvolvimento e maturacdo dos
biofilmes, assim como a sua capacidade de desagregamento e dispersao, disseminando-se para
outras superficies (BOLES; HORSWILL, 2011).

Do ponto de vista médico, a formacdo de biofilmes representa um importante
mecanismo de viruléncia microbiano, pois ao aderir a superficies e produzir uma matriz
polissacaridica, 0 microrganismo garante a continuidade do processo infeccioso, assim como
maior resisténcia aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro e também maior resisténcia
aos antimicrobianos que as células plancténicas do mesmo agente patogénico (RODRIGUEZ-
MARTINEZ; PASCUAL, 2008; BRYERS, 2008).

Ha uma clara percepcdo de que as células bacterianas em crescimento nos biofilmes se
comportam distintamente das células com crescimento planctonico, com alteragdo no padréo e
na taxa de expressao génica de moléculas essenciais para seu metabolismo, assim como de
fatores de viruléncia (MACK et al., 2004). Nestas situacfes, assume papel preponderante um
sistema de intercomunicacdo celular conhecido como quorum sensing, que é constituido por
pequenas moléculas secretadas pelas células bacterianas (AIP- autoinducing peptide)
moduladas pelo complexo génico agr (acessory gene regulator) e também pelos complexos
SarA e RNAIII, dentre outros (YARWOOD et al., 2004). Foi demonstrado que nas populacdes
bacterianas em biofilme existem ‘“variantes” que expressam distintamente fatores de
viruléncia relacionados ao processo de adesdo e crescimento bacteriano dos proprios
biofilmes, como as adesinas, fibronectinas entre outros, e que séo geralmente modulados pelo
complexo agr (YARWOOD et al., 2007).

A formacéo do biofilme é um processo dividido em etapas que depende da aderéncia
do microrganismo a superficie a ser colonizada, seguida da secre¢do das moléculas de adesao
intercelulares, secrecdo da matriz polissacaridica, consolidagdo da estrutura e em seguida o
destacamento de fracGes ou pedagos que facilitam a dispersdo e persisténcia da infeccdo. O
fundamental neste processo é a producdo da adesina polissacaridica intercelular (PIA —
polyssacaridic intercelular adhesin) que é codificada pelo operon ica (intercelular adeshin
locus) (FLUCKIGER et al., 2005) nos S. aureus.

Tal operon contém o0s genes icaA, icaB, icaC, icaD que produzem enzimas
responsaveis pela sintese do principal componente da PIA, o polissacarideo poli-N-succinil-3-
1,6-glicosamina (PNSG), que apresenta resposta imunogénica e tem sido testado como
potencial alvo de vacinas; além do gene icaR um modulador negativo do sistema de expressao

(WILSON et al., 2011). O gene icaA é responsavel pela producédo de proteina transmembrana
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com funcdo de N-acetil-glucosamina transferase, e que para a sua 6tima atividade, requer a
co-expressdo do produto do gene icaD. O polissacarideo produzido alcangca um tamanho
méaximo de cerca de 20 residuos, sendo necessaria a co-expressdo do produto do gene icaC
para obtencdo de estruturas de maior extensdo. O produto do gene icaC também esta
envolvido na translocacdo do produto de sintese polissacaridica para a superficie celular,
enquanto o produto do icaB é responsavel pela desacetilacdo do carboidrato que é relevante
para 0s mecanismos de adesdo intercelular e com as superficies que sdo substrato para a
instalagdo do biofilme (O’GARA, 2007). O papel dos genes icaA e icaD para formacao de
biofilmes, tanto em S. aureus quanto S. epidermidis foi demonstrado a partir do isolamento de
microrganismos de catéteres urinarios de pacientes, apresentando uma importante correlacao
entre os isolados fortemente produtores de biofilme e a presenca de tais genes nas especies
estudadas (GAD et al., 2009).

O produto do gene icaR é membro da familia TetR de proteinas regulatorias, e
localiza-se no mesmo locus, sendo divergentemente transcrito em relacdo ao icaADBC. Ele é
responsavel pela regulacdo negativa, ligando-se ao promotor 5’ do cddon de inicializagdo do
gene icaA. A transcricdo de icaADBC também é regulada positivamente pelo regulador
global SarA e pelo fator SigB em condigdes de stress e por algumas cepas (CUE et al., 2009)

Além disso, estudos recentes tém demonstrado mecanismos independentes do operon
ica e da presenca de PIA para formacdo de biofilmes, pois isolados que ndo possuem esses
genes, isolados defectivos, tém mantido esta propriedade patogénica. O papel dos reguladores
globais agr e SarA tém sido elucidado, atuando de formas divergentes, enquanto o sistema
SarA esta envolvido no ataque e adesédo as superficies, o sistema agr parece estar envolvido
nos mecanismos de dispersdo (LAUDERDALE et al., 2009)

Analise de isolados clinicos de S. aureus das infeccOes de proteses articulares,
bacteremia, ou infeccdes relacionadas a cateteres demonstraram a presenca do locus ica na
maioria dos isolados, mas porcentagens variantes dessas cepas apresentaram falta de producgéo
de PIA in vitro (ARCIOLA; BALDASSARRI; MONTANARO, 2001; CRAMTON, 1999,
2001; FOWLER, 2001; KNOBLOCH et al., 2002; MARTIN-LOPEZ et al., 2002;
PEACOCK, 2002; ROHDE et al., 2001). Recentes publicacbes demonstram que outros
fatores influenciam a producdo de PIA ou de biofilme, como glicose e outros agUcares, alta
osmolaridade e anaerobiose (CRAMTON, 2001; GERKE et al., 1998; KNOBLOCH et al.,
2001, 2002; MACK; SIEMSSEN; LAUFS, 1992; RACHID et al., 2000 ).

As fibronectinas estafilococicas (fnbA e fnbB) tém sido amplamente investigadas pelo

seu papel de adesdo as estruturas de células eucarioticas in vitro e in vivo, sendo que tais
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adesinas exercem participacdo relevante no processo de fixacdo aos tecidos colonizados e
internalizacdo por células fagociticas, e assim, contribuindo para o desenvolvimento do curso
letal da infeccdo (SHINJI et al., 2011). De fato, as fibronectinas estafilocécicas atuam como
MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules), ou
seja, sdao moléculas capazes de reconhecer proteinas presentes no plasma e na matriz
extracelular (fibronectina, fibrinogénio e elastina) e expressam variacdo genotipica e
fenotipica, funcionando como mecanismo de evasdo as a¢des do sistema imune (BURKE et
al., 2010).

Além das fibronectinas, outros fatores de viruléncia apresentam importancia para a
adesdo tecidual e invasao celular, destacando-se a Proteina A (Spa), o clumping factor A e B
(CflIA e CfIB), atuando também como mecanismos de evasao as respostas imunologicas do
hospedeiro, tanto humano quanto animal (STUTZ; STEPHAN; TASARA, 2011). A proteina
A (Spa), presente na maioria das cepas de S. aureus, é capaz de interagir com diversos tipos
de receptores em células eucaridticas, superficies e plaquetas (HENRY-STANLEY et al.,
2011; NGUYEN; GHEBREHIWET; PEERSCHKE, 2000; MERINO et al., 2009) se liga a
porcdo Fc da molécula de IgG, alterando a ligacdo da imunoglobulina com receptores de
macrofagos e outras células fagociticas, além de componentes séricos importantes pra defesa
imune, gerando efeitos anticomplementares, quimiotaticos e antifagocitarios, funcionado
como mecanismo de evasao a resposta do hospedeiro (STUTZ; STEPHAN; TASARA, 2011).

A capacidade de ligacdo da Spa com diversas estruturas contribui para a aderéncia de
S. aureus as variadas superficies levando a sua persisténcia nas infeccdes e a complicacBes
dos quadros como endocardite (NGUYEN; GHEBREHIWET; PEERSCHKE, 2000),
formacdo de biofilmes em cateteres (HENRY-STANLEY et al.,, 2011) até mesmo em
auséncia de PIA (MERINO et al., 2009). Pode ainda desencadear a cascata pro-inflamatoria
nas vias aéreas por ativacdo do receptor 1 de TNF-a (DAVID; DAUM, 2010).

Os clumping factors A e B (CflA e CfIB) sdo componentes da familia das
MSCRAMMs capazes de se ligar ao fibrinogénio no plasma humano e causar coagulacéo
intravascular. Ele também é capaz de se ligar ao fator I, que estimula a clivagem do fragmento
C3b na superficie de células de S. aureus, para sua forma inativa C3bi, que perde sua funcéo
de opsonina, com isso funcionando como um mecanismo de evasdo da resposta imune para o
microrganismo (WILSON et al., 2011). A capacidade de se ligar a estruturas proteicas como
fibrinogénio e outras proteinas da matriz extracelular, além de sua imunogenicidade, tem

levado a realizagdo de estudos que visam definir o papel dos CflA e CfIB em patologias,
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como a septicemia (COLQUE-NAVARRO et al., 2000) e a artrite séptica (JOSEFSSON et
al., 2001).

O S. aureus apresenta em sua parede celular, polissacarideos, proteinas antigénicas e
moléculas como o &cido teicoico, o glicanopeptidio, a proteina A, além de capsula e adesinas
que sdo capazes de induzir resposta imunoldgica no hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2001). O
acido teicoico é capaz de ativar a via alternativa do complemento e estimular a producao de
citocinas. O glicanopeptidio atua como agente quimiotatico e induz a producéo de interleucina
1 (IL-1) e opsoninas, facilitando a fagocitose. A cépsula protege 0 microrganismo da
fagocitose, tornando-o mais virulento e com maior capacidade de invasdo tecidual. A capsula
€ uma estrutura polissacaridica que envolve a parede celular da maioria das cepas de S.
aureus, protegendo a bactéria da fagocitose mediada pelo complemento (C3b) por parte dos
neutrofilos polimorfonucleares, aumentando a viruléncia e a capacidade de invasdo nos
tecidos e na corrente sanguinea. As adesinas pertencem a estrutura gelatinosa do glicocélix e
promovem a aderéncia as células do hospedeiro através da interacdo com receptores quimicos
(VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

Além disso, o S. aureus produz numerosas enzimas que favorecem a invasao e
destruicdo tecidual do hospedeiro, assim como a disseminagao para demais sitios anatdbmicos
(GORDON; LOWY, 2008). A mais conhecida é a coagulase, caracteristica do proprio S.
aureus, que coagula o plasma, ocasionando um emparedamento do sitio infectado, com o
objetivo de retardar a migracdo de neutréfilos e dificultar a fagocitose celular (LEVINSON;
JAWETZ, 2005). Outras enzimas incluem a catalase, desoxirribonuclease (DNase),
hialuronidase, lipases, proteases e estafiloquinase ou fibrinolisina. Esta Gltima estimula a
transformacéo de plasminogénio em plasmina, que possui a capacidade de dissolver coagulos
(TRABULSI et al., 2004). A catalase converte o peroxido de hidrogénio, toxico ao S. aureus,
em oxigénio e agua (VELAZQUEZ-MEZA, 2005).

As enterotoxinas estafilocécicas pertencem ao grupo de exotoxinas conhecidas como
toxinas pirogénicas superantigenos (DINGES et al., 2000), sendo um grupo de proteinas de
cadeia curta, de baixo peso molecular (27 a 34 KDa), produzidas por algumas espécies de S.
aureus (BHATIA; ZAHOOR, 2007). As enterotoxinas causam distarbio alimentar
caracterizado por vémito proeminente e diarréia aquosa sem sangue. Apesar de S. aureus ser
produtor de uma grande variedade de enterotoxinas, a Enterotoxina A é a mais relacionada a
casos e surtos de intoxicagdo alimentar, sendo responsdvel por mais de 75% dos surtos,
seguida, em ordem decrescente de frequéncia, por SED, SEC e SEB (VERNOZY-ROZAND
et al., 2004). Varnan e Evans (1991) e Rasooly e Rasooly (1998) afirmam que ha diferenca na
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“poténcia” das enterotoxinas, sendo a SEA a mais potente, seguida da SED. Os genes (sea,
seb, sec, sed, see, seg, segv, seh, sei, seiv, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep e seq) codificadores
das enterotoxinas estafilocdcicas podem estar presentes em bacteriofagos, plasmideos, no
cromossomo e em ilhas de patogenicidade cromossomal (BAYLES; IANDOLO, 1989;
KURODA et al., 2001; ZHANG et al., 1998).

As cepas MRSA comunitarias (CA-MRSA) podem tornar-se altamente patogénicas
através da producdo de toxinas. Constatou-se a producdo de até 18 toxinas que sdo raramente
encontradas em isolados de MRSA hospitalar, podendo se destacar a PVL (Leucocidina de
Panton-Valentine) (FEY et al., 2003). Essa exotoxina é codificada pelos genes IukS-PV e
lukF-PV (LOPES, 2005) e esta intimamente associada a infeccGes severas de pele e partes
moles, assim como a pneumonia necrotizante (GILLET et al., 2002). A semelhanca da a-hla
(alfa-hemolisina), a PVL pertence a familia das B-PFTs (f-barrel pore-forming toxins),
proteinas de estrutura responsaveis pela formacdo de poros nas membranas de células
eucarioticas. Enquanto a a-hla forma poros normalmente hexaméricos ou hepataméricos,
principalmente em hemacias, a PVL forma poros octaméricos, principalmente em leucécitos,
sendo secretada em mondmeros sollveis que se unem para formar um poro de alta
condutancia, levando ao desequilibrio iénico na célula e consequente lise (MILES et al.,
2002).

Apesar da forte associacdo entre a expressdo de PVL a cepas comunitarias de MRSA,
em especial aquelas portadoras de SCCmec do tipo IV, seu papel na viruléncia e como
marcador de CA-MRSA é ainda inconclusivo (LINDSAY, 2009). Estudos tém demonstrado
que cepas de HA-MRSA portadoras do SCCmec tipo 11l podem expressar PVL, ainda que em
taxas de ocorréncia mais baixas que aquelas encontradas em cepas comunitarias (AKOGLU et
al., 2010; Ll et al., 2011).

2.4 BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

O Brasil tem quase um terco da flora mundial representada em dez biomas com uma
biodiversidade exuberante. Entretanto, apesar da rica biodiversidade brasileira, ainda séo
poucos os estudos de plantas medicinais, incluindo espécies nativas e exoticas, sobre sua
atividade antimicrobiana e sua influéncia sobre fatores de viruléncia dos S. aureus resistentes

a antibidticos. Além disso, muito pouco tem sido feito para transformar este potencial em



38

produtos e patentes, garantindo a reparti¢cdo social dos beneficios, a protecdo e manutencdo
destes ecossistemas (GOTTLIEB et al., 1996). O desenvolvimento local e, no caso, a partir de
cada bioma, representa uma alternativa concreta e viavel para chegarmos a novos produtos e
metodologias baseado na vantagem competitiva dos nossos recursos naturais, promovendo
um grande salto tecnoldgico na produgdo de medicamentos (FEHER; SCHIMIDT, 2003).

Dentro deste contexto, um importante bioma brasileiro a ser estudado é o Semiarido,
um ecossistema complexo, sendo a area de maior abrangéncia territorial (969.589,4 km)
dentre os espacgos naturais da regido Nordeste. A area do Semiarido abrange 1133 municipios
dos Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia e Norte de Minas Gerais, totalizando uma populacdo de 20.858.264 milhdes de pessoas.
A Caatinga é a vegetacdo com predominancia no Semiarido, sendo esta reconhecida em 2001
pela UNESCO como Reserva da Biosfera, ocupa uma éarea de 734.478 km2 (cerca de 7 % do
territorio brasileiro) e € o Unico bioma exclusivamente brasileiro (SILVA et al., 2003). Isto
significa que grande parte do patrimdnio bioldgico dessa regido ndo é encontrada em outro
lugar do mundo, além da nossa regido Semiarida brasileira.

A diversidade bioldgica, principalmente na flora, as varias formas de manifestacfes
culturais e até mesmo os diferentes microclimas fazem do Semiarido Brasileiro uma regido
extremamente rica e com grande potencial para o desenvolvimento sustentavel (SILVA et al.,
2003). Além disso, encontramos um grande numero de espécies vegetais com propriedades
medicinais cujos valores farmacéuticos sdo conhecidos e importantes para as populagdes
locais. No entanto, carecem de pesquisas e estudos de interacdo do conhecimento popular e
cientifico no uso das plantas medicinais, sendo pertinente a preocupagdo com as empresas de
grupos econémicos internacionais, que ao descobrirem as riquezas e o valor medicinal das
plantas da Caatinga, podem patentear compostos bioativos isolados dessas plantas.

Neste contexto, a planta medicinal que foi utilizada neste trabalho foi coletada de
forma sustentavel para garantir a conservacdo da espécie Phanera flexuosa, conhecida
popularmente como escada de macaco na regido de Contendas do Sincora (BA). A planta foi
coletada na Floresta Nacional de Contendas do Sincora (FLONA). A FLONA é uma éarea de
reserva ambiental (11.034,34 hectares), situada no Semiarido da Bahia, com vegetacao
predominante de caatinga, com cobertura florestal de espécies predominantemente nativas,
gue tem como objetivos: i) a gestdo do uso multiplo e sustentdvel dos recursos naturais
renovaveis; ii) a manutengdo e protecdo dos recursos hidricos e da biodiversidade local; iii)
educacdo ambiental e pesquisa cientifica. Nesta regido foram identificadas 2.897 plantas,

destas 71 espécies, 51 géneros e 23 familias botanicas. Entre essas familias, algumas espécies
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ja foram descritas com atividades antimicrobianas na literatura, como Jatropha gossypifolia
(KUMAR et al., 2006), Acacia nilotica (ABD et al., 1992) e Annona glabra ja com principio
ativo antimicrobiano isolado e identificado como o acido caurendico (PADMAJA et al.,
1995).

2.5 Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz.

2.5.1 Caracteristicas botéanicas e de localizacdo da Phanera flexuosa

O género Phanera € de ocorréncia pantropical e possui cerca de 300 espécies,
contemplando arvores, arbustos e cipds com folhas simples inteiras, biloboladas ou bifoliadas,
gue normalmente causam controvérsias taxonémicas (HAO et al., 2003). No Brasil, em
especial, a ocorréncia de tal género é amplamente distribuida em biomas tdo diversos quanto
as florestas tropicais, com alto teor de umidade, assim como, em areas de seca como a
caatinga, e a similaridade nas caracteristicas morfoldgicas tém sido objetivo de exaustivas
tentativas taxondmicas (VAZ, 2010).

A espécie vegetal a ser estudada é a Phanera flexuosa (Moric.) L. P.Queiroz., uma
subespécie do género Phanera lour. (WUNDERLIN; EILERS, 2009), da subfamilia botanica
Caesalpinioideae ou Caesalpiniaceae, pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae). Apesar
dessas controvérsias taxonémicas, a Phanera flexuosa foi primariamente descrita no século
XIX, com cole¢des encontradas no Rio de Janeiro (Pl. Nouv. Amer. 80, t. 53. 1840). Esta
identificada no Taxonomy browser do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
sob 0 numero de identificagdo (ID) 653095, e tem a sinonimia de Bauhinia flexuosa e

Bauhinia flexuosa Moric. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/). Em 2006,

Queiroz propbs a nova nomenclatura Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz.

A P. flexuosa apresenta-se como um arbusto escandente, com caule muito extenso e
flexivel, podendo chegar a até 20 metros de comprimento, com folhas alternas e bilobadas, e
flores pequenas de coloracdo branco-amarelada, sendo hermafroditas (QUEIROZ, 2006).
Devido o formato do seu caule é conhecida popularmente como escada de macaco na regido
da FLONA, sendo indicada para o tratamento da impoténcia sexual pela medicina popular

local.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/
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Distribui-se nas zonas de mata seca sazonal de Minas Gerais e da Bahia, com altitudes
inferiores a 450 m, florescendo e frutificando normalmente no més de abril (WUNDERLIN;
EILERS, 2009).

Figura 1 - Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz.
Folhas e caule em seu habitat na FLONA Contendas do Sincora- BA.

2.5.2 Composi¢ao quimica e usos medicinais

Em extensa revisdo sobre o género Bauhinia feita por Cechinel Filho (2009),
confirma-se o consolidado uso popular destas plantas, destacando-se 0 seu uso no tratamento
do diabetes mellitus do tipo Il, infeccBes, dores e inflamacgdes. A espécie mais bem estudada
até o presente momento é a Bauhinia forficata, conhecida popularmente como “pata de vaca”
ou “casco de vaca”, cujo principal uso é no tratamento do diabetes (MENEZES et al., 2007).
Em modelos experimentais in vitro e in vivo, os resultados obtidos foram contraditorios,
porém sugestivos da necessidade de maior aprofundamento nas abordagens utilizadas até o
presente momento, sendo demonstrado que a possivel atividade deve-se a compostos
fendlicos como os flavonoides, em especial, o kaempferol-3,7-O-(alpha)-dirhamnoside
(kaempferitrin).

Apesar de ndo ser exclusivo do género Bauhinia, ocorrendo em larga variedade de
familias, estudos indicam uma forte associacdo entre o consumo de vegetais ricos em

kaempferol e a melhora na saude, tendo sido relatadas diversas propriedades farmacologicas
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como: antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticancer, ansiolitica, cardioprotetora,
neuroprotetora, analgésica, antidiabética e antialérgica (CALDERON-MONTARNO et al.,
2011).

Existem relativamente poucos estudos de atividade bioldgica realizados com espécies
do género Bauhinia, principalmente do género Phanera. Os estudos devem ser realizados de
forma multidisciplinar (MACIEL et al., 2002), a fim de melhorar as formas de extracdo e
isolamento dos compostos biologicamente ativos (BIANCO; SANTOS, 2003; SILVA;
CECHINEL FILHO, 2002; PEIXOTO SOBRINHO et al., 2010) e melhor investigar as
propriedades farmacolégicas de tais compostos; assim como, garantir a correta identificacdo e
utilizacdo de tais plantas (MELO et al., 2004; CUSHNIE; LAMB, 2005; ENGEL et al.,
2008).

Para o desenvolvimento desta pesquisa, a espécie vegetal estudada foi a Phanera
Flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz, conhecida popularmente como escada de macaco (Fig. 01),
escolhida a partir da indicacdo do uso popular em um estudo etnofarmacoldgico realizado
com a populacdo local de Palmeiras, distrito do municipio de Contendas do Sincora
(DUARTE et al.,, 2008). Segundo os dados obtidos, a escada de macaco é utilizada
popularmente sob a forma de ‘“garrafada” (infusdo em aguardente), para o tratamento de
impoténcia sexual (DUARTE et al., 2008). Além disso, a escolha desta planta baseou-se no
fato da espécie Phanera flexuosa ainda ndo ter sido estudada quanto a sua atividade

antimicrobiana, ao contrario de outras espécies do género Bauhinia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz e sua
influéncia sobre os fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos

isolados de ambiente hospitalar de Vitoria da Conquista — BA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato etandlico da folha de Phanera
flexuosa Moric. contra isolados de Staphylococcus aureus resistentes a antibioticos de
ambiente hospitalar de Vitoria da Conquista — BA,

b) Avaliar a atividade inibitoria do extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa Moric. na
formacao de biofilme bacteriano “in vitro”, assim como na viabilidade celular no biofilme;

c) Avaliar a influéncia do extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa Moric. na expressao
de fatores de viruléncia de S. aureus MRSA por meio da avaliagdo genotipica;

d) Awvaliar a importancia dos espécimes botanicos pré-selecionados na biodiversidade local,
incluindo a sua distribuicdo e ocorréncia, necessidade de preservacao e cultivo, baseado em
estudos descritos na literatura;

e) Realizar estudos taxonémicos e confeccionar as exsicatas das espécies coletadas pré-
selecionadas no estudo etnofarmacoldgico, estabelecendo relacdo entre a nomenclatura
popular e a cientifica;

f) Analisar os resultados e promover a divulgacdo dos mesmos por meio de publicagdes em

periodicos nacionais e internacionais, comunicagdes em congressos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

A espécie vegetal Phanera Flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz, conhecida popularmente
como escada de macaco, foi coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA),
uma area com cobertura florestal de espécies predominantemente nativas, localizada no
semiarido baiano, com predominancia de caatinga. Para a coleta da planta, foi concedido pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), o
Registro para coleta de material botanico, fingico e microbiologico (N 12292-1) e a
Autorizacdo para atividade com finalidade cientifica (N 13258-1). A espécie coletada foi
devidamente localizada, fotografada, catalogada, e depositada no Herbario da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus de Vitdria da Conquista, com 0s nimeros de
vouchers 4927 (12 Coleta), 4961 e 4966 (22 Coleta) e 4981 (32 Coleta), sob coordenacdo do
Prof. MsC. Avaldo de Oliveira S. Filho. As exsicatas foram preparadas seguindo as
orientagdes de MORI e colaboradores, (1989) e a identificacdo taxonomica feita por

comparacao no herbério e através de literatura.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

O extrato etanolico foi preparado a partir das folhas secas e moidas da planta P. flexuosa,
maceradas em etanol 99° GI, com agitacdo esporadica por 03 dias. Apoés a filtracdo, 0s
extratos foram concentrados em evaporador rotativo até a eliminacdo do etanol, e secos a
temperatura ambiente; fornecendo o extrato etandlico das folhas de P. flexuosa para os testes
bioldgicos (YATSUDA et al., 2005; CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2001; VILEGAS;
MARCHI; LANCAS, 1997; DUARTE et al., 2003). O rendimento final médio obtido foi de
15,72% em relagcdo ao peso seco das folhas. O extrato etanolico das folhas de P. flexuosa
(EFPF) foi solubilizado em 10 % de etanol (v/v) para ser testado quanto a atividade

antimicrobiana e influéncia nos fatores de viruléncia.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EFPF
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4.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados na determinacdo da concentracdo inibitria minima e
concentra¢do bactericida minima foram: S. aureus ATCC 29213 INCQS 0001 (sensivel a
oxacilina), S. aureus ATCC 43300 INCQS 00306 (resistente a oxacilina), além de cepas de S.
aureus resistentes a antibidtiocos isoladas de dois hospitais publicos da cidade de Vitdria da
Conquista, Bahia.

Ao longo do ano de 2007 a 2010, foram feitas coletas na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) e UTI neonatal dos hospitais. Estas coletas foram realizadas em ambientes sugestivos
de maior contaminacdo na UT]I pediatrica e adulto. Os agentes isolados foram identificados de
acordo com as caracteristicas morfologicas das coldnias e morfotintoriais e provas
bioquimicas: catalase, coagulase, fermentacdo da maltose e do manitol. A susceptibilidade
dos isolados foi avaliada pelo método de microdiluicdo com 2% de cloreto de sodio (p/v)
usando a técnica de diluicdo em placa para os seguintes antibioticos: oxacilina/meticilina,
azitromicina, clindamicina, vancomicina, ciprofloxacina, gentamicina e tetraciclina, segundo
metodologia preconizada pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009). Foram
obtidas amostras em 117 pontos de coleta, tais como piso, painéis de equipamentos de
monitorizacao cardiaca, bombas de infuséo, respiradores, incubadoras, telefones, macanetas
de portas e gavetas, bancadas, pias, torneiras, leitos, pranchetas de prescri¢do, prontuérios,
etc. sendo isolados 97 microrganismos identificados como S. aureus, dos quais trinta e cinco
demonstraram resisténcia fenotipica a oxacilina no antibiograma. Os isolados resistentes
foram submetidos a caracterizacdo genotipica realizada por meio da deteccdo do gene mecA
pela técnica de PCR (polimerase chain reaction). Dos trinta e cinco isolados, trinta e um
foram positivos (88,6%) apresentando o gene mecA. Posteriormente foi realizado o
sequenciamento do cassete SCCmec, demonstrando-se serem os isolados pertencentes ao

cassete do tipo I11, conhecido como clone epidémico brasileiro (CAMPOS et al., 2012).

4.3.2. Teste de Concentracao inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida

minima (CBM) do extrato etandlico das folhas de P. flexuosa (EFPF) contra S. aureus.

As suspensfes bacterianas das cepas resistentes isoladas foram inoculadas em
proporcéo 1:1000 do meio BHI caldo de modo a obter uma concentragdo bacteriana em torno

de 1-2 x 10° ufc/mL. Ap6s a homogeneizacdo das mesmas, um volume de 190 pL do inéculo
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e 10 uL do EFPF com concentragdes finais variando entre 4000 a 125 pug/mL, em diluigéo
seriada de razéo 2, foram acrescentados nos pogos das placas de poliestireno para realizacdo
do teste de CIM em microtitulacdo. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C
por 24 horas. Apds a incubagdo, foi realizada a leitura visualmente para avaliacdo do
crescimento, por meio da observacéo de turvagdo do meio e/ou presenca de colonias no fundo
dos pocos. Nos pocos em que ndo houve crescimento visual foi adicionado o corante
resazurina um indicador redox, que na presenca de crescimento bacteriano altera a sua
coloracdo azul para réseo-avermelhada. A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-
6xido) a 0,01%, um indicador de Oxido-reducdo, que apresenta a cor azul e é oxidada na
presenca de células viadveis a resofurina, substancia de coloracao réseo-avermelhada. A CIM
foi considerada a menor concentracdo de EFPF em que ndo houve crescimento bacteriano
visivel.

Para a determinagdo da CBM, foram utilizadas placas de Petri contendo meio de
cultura BHI &gar. Uma aliquota de 8 pL das suspensoes utilizadas no teste da CIM (pocos
onde ndo houve crescimento visivel) foi inoculada em placas com BHI agar. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C, sendo feita a seguir a leitura visual das mesmas. A CBM foi
considerada como sendo a menor concentracdo de EFPF que causou 99,9% de morte celular,

ou seja, auséncia de crescimento bacteriano visivel na superficie do agar.

44 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EFPF SOBRE OS FATORES DE
VIRULENCIA DE S. aureus

4.4.1 Inibicdo da formagéo do biofilme por EFPF

Quatro isolados bacterianos (16A, 29, 92 e 112) foram escolhidos apds a determinagéo
da CIM e CBM, baseado nos perfis fenotipicos e genotipicos relevantes para o estudo de
inibicdo de formagdo de biofilme e influéncia do EFPF nos fatores de viruléncia. A cepa de S.
aureus ATCC 43300 INCQS 00306 (MRSA) também foi utilizada para todos os testes a
seguir. As cepas de estafilococos foram cultivadas em meio TSB suplementado de glicose
(1%), por 18 horas a 37°C, em agitacdo a 250 rpm. Ap0s este processo, as amostras foram
diluidas em meio TSB com 1% de glicose até a densidade ¢tica (D.O.) de 0,135 de

absorbancia a 660 nm (0,5 na escala McFarland, equivalente a 1,5x10° UFC/mL), medido em
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espectrofotémetro. O indculo foi diluido (1:1000) em TSB suplementado com 1% de glicose e
distribuido a aliquota de 150 pl nos pogos das microplacas de poliestireno. Uma aliquota de
50 pl de etanol (concentracdo final de 10%, v/v) ou do EFPF (concentracdo variando de
20000 a 78,125 pg/mL) foram adicionados aos pogos, sendo as placas incubadas a 37°C, em
agitacdo a 250 rpm, por periodos de 3, 5, 7 e 24h. Apds a incubacéo, as placas foram lavadas
por trés vezes com salina (NaCl 0,9%) e colocadas a secar a temperatura ambiente por uma
hora. Nas placas secas foram adicionadas 200 pL/poco de Cristal Violeta 0,1%, sendo
incubadas por 15 min. a temperatura ambiente. Apos este procedimento, cada poco foi lavado
com solugéo salina por 02 vezes, e a seguir as placas coradas foram submetidas a leitura sob
filtro de 492 nm em espectrofotdmetro leitor de microplacas (Thermo plate®) (QUAVE et al.,
2008; MARINO et al., 2010). O resultado desse teste foi apresentado em porcentagem de
inibicdo de formacdo do biofilme tratado com EFPF em relacdo ao biofilme tratado com o
veiculo.

As amostras também foram avaliadas quanto a viabilidade celular do biofilme com a
utilizacdo do sal MTT (brometo de dimetil-tiazolio e difenil-tetrazélio)(SCHILLACI et al.,
2008; ZHANG; LIU, 2002). O processo de formacdo do biofilme foi semelhante ao descrito
na inibicdo da formacdo do biofilme revelado por cristal de violeta, diferindo o processo
posterior a incubagdo. Apos a incubacdo nos diferentes tempos (3, 5, 7 e 24 h), a suspensao
foi aspirada, seguido de uma lavagem com tampédo PBS estéril, secagem das microplacas, e
adicdo em cada pogo de 20 uL de MTT e 180 uL de meio TSB com glicose a 1%. Apoés a
incubacdo em estufa a 37°C por uma hora, novamente o meio foi removido por aspiracao € a
seguir foram adicionados 200 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para redissolver os cristais de
formazan de coloragéo azul formados pelos microrganismos vivos. As placas foram incubadas
por 10 minutos a 37°C. Apo6s incubacéo foi realizada leitura a 492 nm em espectrofotdmetro
leitor de microplacas com o filtro. O resultado de viabilidade celular do biofilme foi
apresentado em porcentagem de biofilme formado viavel tratado com EFPF em rela¢do ao

tratado com o veiculo.

4.4.2. Avaliacio da morfologia do biofilme tratado com EFPF

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo da morfologia dos biofilmes tratados com o
EFPF (16A — 5000 e 1250 pg/mL e 92 - 625 pg/mL) ou o veiculo (etanol 10%, v/v) pela
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metodologia de microscopia confocal (COELHO et al., 2008), com adaptagdes. A formacéo
do biofilme foi semelhante a descrita no teste de inibicdo de formacédo de biofilme de 24 h
(item 4.3.3.), com a modificacdo das amostras terem sido cultivadas em placas de poliestireno
de 24 pocos, com uma laminula de vidro no fundo de cada poco. Apds a incubacéo a 37°C por
24 horas, as placas foram lavadas por 2 vezes com PBS estéril e marcadas com SYTO 9
(Invitrogen) e iodeto de propideo por 1 hora ao abrigo da luz; sendo lavadas novamente por
mais 2 vezes com PBS estéril. O corante SYTO 9, que fluoresce verde, penetra em todos 0s
microrganismos viaveis e ndo vidveis. O iodeto de propidio penetra apenas nos
microrganismos que apresentam danos na membrana celular, fazendo com que estas
apresentem fluorescéncia vermelha, diferenciando assim as células viaveis das mortas. As
preparacdes das células foram montadas com Vecta Shield em laminas de microscopia. As
laminas foram entdo deixadas a secar a temperatura ambiente por alguns minutos, e a seguir,
embaladas e congeladas a -20°C até serem avaliadas em Microscépio Confocal (Carl Zeiss
LSM 510, Germany), equipado com laser Argdnio (488 nm de comprimento de onda), e dois
laser hélio/nebnio (543 nm de comprimento de onda) para diferenciar a luminescéncia dos

fluorocromos.

4.4.3 Ensaio de liberagdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-
1B, IL-6 e IL-10) por macrdfagos J774 estimulados com exotoxinas de S. aureus tratados
com EFPF

O ensaio foi realizado conforme a metodologia descrita por Bernardo et al. (2004)
com algumas modificagOes. Foi realizado o crescimento dos isolados (16A, 92 e 112) e a cepa
de S. aureus ATCC 43300 INCQS 00306 (MRSA), em meio TSB caldo suplementado de
glicose 1% (v/v), e foi feito o indculo padréo de 0,135 de absorbéancia a 660 nm (0,5 na escala
McFarland, equivalente a 1,5x10® UFC/mL). A seguir, as cepas foram tratadas com EFPF (S.
aureus ATCC 43300 - 1250 pg/mL, 16A-5000 pg/mL, 92 - 625 pg/mL, 112 - 625 pug/mL) ou
o veiculo (etanol 10 %, v/v) e submetidas a crescimento em meio MEM (meio minimo
essencial) para a producao de endotoxinas (acidos lipoteicoicos), sob agitacdo a 250 rpm, a
37°C por 24 horas. Apds este processo, 0 sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um

e utilizado para o ensaio de producéo de citocinas. Para este ensaio, foi utilizada a linhagem
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de macrofagos J774 crescida em meio MEM adicionada de 5% de soro fetal bovino (SFB). As
células foram repicadas em garrafas de crescimento e ao atingir a densidade de 10° cel/mL, as
células foram lavadas e transferidas para placas de microtitulagdo de 96 pocos, na razao de
200 pL por poco, e em seguida incubadas com 20 pL do sobrenadante obtido das culturas de
S. aureus tratadas e ndo tratadas com extrato, incubadas por 24 horas a 37°C, em estufa com 5
% de CO, Ap6s a incubacdo, foi aspirado o sobrenadante da cultura de células,
acondicionado em microtubos estéreis e congelados até a dosagem das citocinas pela
metodologia de ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay).

As determinacbes das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-o produzidas no
sobrenadante da cultura de células J774 foram realizadas pelo teste imunoenzimatico
(ELISA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do Kit utilizado (eBioscience,
San Diego, CA). A determinagéo das citocinas foi realizada em triplicata.

4.4.4 Avaliacdo da expressdo génica dos fatores de viruléncia de S. aureus

Foi avaliada a influéncia do EFPF sobre a expressdo génica dos genes icaA, icaB,
icaC, icaD e icaR (genes ligados a formacdo de biofilme); genes fnbA e fnbB (fibronectinas
estafilocdcicas), sea, seb e sec (enterotoxinas estafilocdcicas), CfIA (clumping factor), Spa
(proteina A), PVL (Leucocidina de Panton- Valentine) e hla (codificador de a-hemolisina).
Anteriormente foi avaliado a presenca dos respectivos genes nos isolados e na cepa de S.
aureus ATCC 43300 INCQS 00306 (MRSA), pela metodologia de amplificacdo por reagédo
em cadeia da polimerase (PCR), descrita por Milisavljevic et al. (2008).

As cepas de estafilococos foram cultivadas em meio TSB suplementado de glicose
(1%), por 18 horas a 37°C, em agitagdo a 250 rpm. Apds este processo, as amostras foram
diluidas em meio TSB com 1% de glicose até a densidade otica (D.O.) de 0,5 de absorbancia
a 600 nm (equivalente a 1x10° cel/mL), medido em espectrofotometro. Foi acrescida a
suspensdo bacteriana as concentragdes subinibitérias do EFPF, 50 % da CIM respectiva a
cada microrganismo, ou o veiculo (etanol 10%, v/v). Para a cepa ATCC 43300, o EFPF foi
testado na concentragdo de 62,5 pg/mL, para o isolado 16A foi testado a 2000 pug/mL, e para
o isolado 112 a 125 ug/mL. As amostras foram incubadas a 37°C, em agitacdo a 250 rpm, por
24 h. Aliquotas foram removidas nos tempos de 5 e 24 h de incubacdo, sendo registrada a

absorbancia a 600 nm, e realizado a analise da viabilidade das células planctdnicas por meio
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do indicador MTT, com leitura em espectrofotdmetro a 492 nm. Parte da amostra foi

imediatamente congelada a -70°C para andlise por PCR. Posteriormente, as amostras foram

submetidas a processo de extracdo do RNA por fenol/cloroférmio conforme ATSHAN et al.

(2012). A sintese do cDNA seguiu as orientaces do protocolo do fabricante do kit utilizado

(iScript™ cDNA Synthesis kit, Bio Rad). Para a realizagdo da PCR, foram utilizados os

primers especificos da Invitrogen™ Life Technologies (Invitrogen, CA, EUA) para 0s genes

conforme descrito abaixo, com as sequéncias de bases de acordo com Milisavljevic et al.
(2008), Casagrande Proieiti et al. (2010) Kocsis et al. (2009) e Lee et al. (2007).

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo das regides promotoras dos

genes.

Gene Primers Sequéncia (5’23’

fnbA Primer 1 (forward) GCGGAGATCAAAGACAA
Primer 2 (reverse) CCATCTATAGCTGTGTGG

fnbB Primer 1 (forward) GGAGAAGGAATTAAGGCG
Primer 2 (reverse) GCCGTCGCCTTGAGCGT

a-hla Primer 1 (forward) AAAGGTACCATTGCTGGTC
Primer 2 (reverse) CAATTG GTA ATC ATC ACG AAC

PVL Primer 1 (forward) ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA
Primer 2 (reverse) GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

Sea Primer 1 (forward) AAAGTCCCGATCAATTTATGGCTA
Primer 2 (reverse) GTAATTAACCGAAGGTTCTGTAGA

Seb Primer 1 (forward) TCGCATCAAACTGACAAACG
Primer 2 (reverse) GCAGGTACTCTATAAGTGCC

Sec Primer 1 (forward) GACATAAAAGCTAGGAATTT
Primer 2 (reverse) AAATCGGATTAACATTATCC

CflA Primer 1 (forward) GGCTTCAGTGCTTGTAGG
Primer 2 (reverse)  TTTTCAGGGTCAATA TAAGC

Spa Primer 1 (forward) CAAGCACCAAAAGAGGAA

(regido X) Primer 2 (reverse) CACCAGGTTTAACGACAT

16S rRNA Primer 1 (forward) CCGCCTGGGGAGTACG
Primer 2 (reverse) AAGGGTTGCGCTCGTTGC

icaA Primer 1 (forward) TGCACTCAATGAGGGAATCA
Primer 2 (reverse) TGCGCCTAATTTTGGATTCT

icaB Primer 1 (forward) GCGCACTCGCGTTAAACTAT
Primer 2 (reverse) CGTGTGCTTTAAGCCATTGA

icaC Primer 1 (forward) TTGTTTTCTTGGCGATTTCA
Primer 2 (reverse) TTCCAGTTAGGCTGGTATTGG

icaD Primer 1 (forward) AAGCCCAGACAGAGGCAATA
Primer 2 (reverse) CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA

icaR Primer 1 (forward) GATCCTACGCACATCGCTTT
Primer 2 (reverse) CCCGAATTTTTGTGAAAAGG

O cDNA foi amplificado no termociclador BIONEER MyGenie™ 96 Thermal Block

(BIONEEER CORPORATION, Daejeon, Korea) e 0s

reagentes foram fornecidos pela

Invitrogen™ Life Technologies (Invitrogen, CA, EUA). Os reagentes e as condi¢6es da PCR
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estdo descritos nos ANEXOS 1 e 2. A temperatura de anelamento variou conforme o par de
primers utilizado. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%
(Agarose padréo de baixa eletroendosmose - Agargen) elaborado com tampédo TAE (40m M
TRIS-acido acético, 2 MMEDTA, pH 8,0), sendo em seguida corado com brometo de etidio
(10mg/mL). O tamanho dos produtos da PCR foi determinado por comparagdo com o padréo
100 pb (Invitrogen). Os géis de agarose contendo os produtos amplificados foram
digitalizados e analisados pelo sofware Image J, que forneceu valores numéricos que
permitiram uma comparagdo semi-quantitativa entre os genes alvo e o gene do controle

interno (16s rRNA de S. aureus). Foi realizada uma triplicata para cada experimento.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos do ensaio inflamatério da producdo de citocinas e avaliagdo da
expressao génica dos fatores de viruléncia de S. aureus foram analisados estatisticamente. Os
experimentos foram conduzidos em triplicatas. Os dados obtidos foram expressos como
média + erro padrdo da média e para as comparacdes entre os grupos foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA, 1 fator, abordagem paramétrica) seguida pelo teste Bonferroni usando o
software GraphPad Prism® (versdo 5.00). Quando necessario foi utilizado o teste “t”, seguido

de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

51 TESTE DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO EXTRATO ETANOLICO
DAS FOLHAS DE P. flexuosa (EFPF) CONTRA S. aureus.

Para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da folha de Phanera flexuosa (EFPF)
foram realizados os ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM). Os resultados de CIM e CBM do EFPF com as bactérias S.
aureus ATCC 43300, e os isolados identificados previamente como MRSA estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana do extrato etanolico da folha de Phanera flexuosa
(Moric.) L. P. Queiroz - EFPF na determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e na
concentracdo bactericida minima (CBM) de S. aureus resistentes a antibioticos (MRSA).

EFPF

Cepas de S. aureus CIM CBM

(Hg/mL) (Mg/mL)
S. aureus ATCC 43300 125 #
Isolado 16 A 4.000 #
Isolados 41, 59, 61.2, 62, 101 1.000 #
Isolados 17A, 39, 42, 67, 74, 91, 105, 108, 116 500 #
Isolados 12D, 66, 112 250 1.000 (12D)
Isolados 27A, 27B, 28, 29, 33A, 43.1, 47.1, 52, 125 500 (29) e
76, 85.1, 85.2, 92, 113 4.000 (47.1, 92)

# Sem atividade antimicrobiana nas concentragdes testadas.
Concentrag0es testadas de 125 a 4.000 pg/mL.

O EFPF apresentou atividade antimicrobiana frente todas as bactérias MRSA testadas,
sendo o menor valor de CIM (125 pg/mL) obtido foi para a cepa ATCC 43300 e para 0s
isolados 27A, 27B, 28, 29, 33A, 43.1, 47.1, 52, 76, 85.1, 85.2, 92 e 113. O isolado 16A
apresentou os maiores valores de CIM (4000 pg/mL). Quanto a atividade bactericida do
EFPF, houve atividade somente para quatro isolados: 12D (CBM de 1.000 pg/mL), 29 (CBM
de 500 pg/mL), 47.1 e 92 (CBM de 4.000 pug/mL). Ndo houve atividade bactericida, até a
méaxima concentracdo testada de 4.000 pug/mL, para a cepa ATCC 43300, e os isolados 16A,
17A, 39, 41, 42, 59, 61.2, 62, 67, 74, 91, 101, 105, 108, 116. Observa-se que para a maioria
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dos isolados MRSA, os valores de CIM foram maiores do que a cepa ATCC 43300, indicando
uma maior resisténcia desses isolados a atividade antimicrobiana do EFPF. Também foi
necessaria uma concentracdo no minimo quatro vezes maior que a CIM para o EFPF

apresentar atividade bactericida sobre quatro isolados, 12D, 29, 47.1 e 92.

5.2 INIBICAO DA FORMACAO DO BIOFILME POR EFPF

Foi avaliada a capacidade do EFPF em inibir a formacdo do biofilme de S. aureus
MRSA e de alterar a viabilidade dessas células em relacdo ao biofilme tratado pelo veiculo.
Para isto, a evolugdo da formacdo dos biofilmes foi avaliada em termos de formagédo da
biomassa total (polissacarideos e bactérias), usando-se para tal a coloragdo com violeta cristal.
Para avaliar a evolucdo do biofilme em termos de atividade metabdlica de células viaveis,
utilizou-se a revelagcdo com o MTT.

Quanto ao biofilme de S. aureus ATCC 43300 (Figura 2A), observa-se que as
menores concentracdes (156,25 pug/mL) de EFPF conseguiram inibir a formacdo do biofilme
de 3h em aproximadamente 45 % e foram necessarias concentracfes maiores para inibir 0s
biofilmes de 5, 7 e 24h, com concentraces e inibi¢do respectivamente de 2500 pug/mL (25%),
5000 pg/mL (25%), 5000 pg/mL (43%). Quanto a viabilidade do biofilme de S. aureus ATCC
43300 (Figura 2B), observa-se que as melhores concentracdes que reduziram as porcentagens
das células viaveis dos biofilmes foram de 312,5 pg/mL para 7 h e 1250 pg/mL para 24 h,
com menores porcentagens de células viaveis, entre 40 e 50 %. Para os tempos de crescimento
do biofilme de 3 e 5 h observa-se que o EFPF ndo foi tdo efetivo, pois os biofilmes
mantiveram o nimero de células viaveis acima de 80 %. Desta forma, o EFPF precisou de
mais tempo para exercer a atividade antimicrobiana e com aumento de concentracdo para o
tempo de 24 h.
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Isolado S. aureus ATCC 43300
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Figura 2A — Inibicdo da formagdo do biofilme de S. aureus ATCC 43300 resistente a
antibioticos pelo extrato etanolico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. A porcentagem de inibicdo da formag&o do biofilme foi calculada ao comparar a média dos valores de
absorbancia obtidos com o crescimento do biofilme tratado pelo EFPF em relacéo ao veiculo.
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Figura 2B — Viabilidade celular do biofilme de S. aureus ATCC 43300 resistente a
antibioticos — MRSA pelo extrato etanolico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P.

Queiroz — EFPF. 0O resultado de viabilidade celular do biofilme foi apresentado em porcentagem de biofilme
viavel formado comparando as médias de absorbancia obtidas da leitura do crescimento dos biofilmes tratados
com EFPF em relacéo ao tratado com o veiculo.

Para o isolado 16A (Figura 3A), as maiores porcentagens de inibicdo de

formagéo de biofilme ocorreram para as concentragdes maiores de EFPF e no tempo de
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24 h, como para a concentracdo de 5000 pg/mL, com inibicdo de 50,43 % da formacéo
do biofilme. Para esta cepa, também € necessario um maior tempo de tratamento para que
haja a acdo inibitéria sobre o biofilme. Para a viabilidade celular (Figura 3B), a
concentra¢do que conseguiu a menor porcentagem de células vidveis foi de 5000 pg/mL,
ndo sé para o tempo de 24 h (60 % células vidveis) como demonstrado com o cristal de
violeta, mas também para os demais tempos de 3, 5 e 7 h, com porcentagem de celulas

viaveis entre 40 e 50 %.
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Figura 3A — Inibic¢do da formacéao do biofilme de S. aureus resistente a antibioticos — MRSA
(isolado 16A) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. A porcentagem de inibicdo da formagdo do biofilme foi calculada ao comparar a média dos valores de
absorbéncia obtidos com o crescimento do biofilme tratado pelo EFPF em relacéo ao veiculo.

Isolado S. aureus 16A

100
90
80
70 ~
60 -
50 +
40
30 +
20
10

E 3h

N 5h
= 7h

H24h

% células viaveis do biofilme

10000 5000 2500 1250 625 312,5
Concentrag¢des (pg/mL)

Figura 3B — Viabilidade celular do biofilme de S. aureus resistente a antibiéticos — MRSA
(isolado 16A) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —



55

EFPF. O resultado de viabilidade celular do biofilme foi apresentado em porcentagem de biofilme viavel
formado comparando as médias de absorbancia obtidas da leitura do crescimento dos biofilmes tratados com
EFPF em relacdo ao tratado com o veiculo.

Para o isolado 29A, a maior inibigéo de formacéo foi encontrada para a concentragao
de 5000 pg/mL para os tempos de 7 e 24 h, sendo que com maior tempo de tratamento (24h)
houve reducdo de aproximadamente 43% da formacdo do biofilme (Figura 4A). O mesmo
resultado foi observado para a viabilidade celular com menor porcentagem (42,96 % = 9,0 x
10" UFC/biofilme) para a mesma concentracio e 24 h de tratamento (Figura 4B). No tempo
de 3 h, nenhuma das concentracdes conseguiu diminuir a viabilidade celular dos biofilmes

deste isolado.
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Figura 4A — Inibicdo da formacédo do biofilme de S. aureus resistente a antibioticos — MRSA
(isolado 29) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. A porcentagem de inibicdo da formagao do biofilme foi calculada ao comparar a média dos valores de
absorbéncia obtidos com o crescimento do biofilme tratado pelo EFPF em relacéo ao veiculo.

Isolado S. aureus 29

100 N 5
90 -
80
70
60 - N H3h
50
40
30 - =7h

N5h

20 H24h
10

% células viaveis do biofilme

5000 2500 1250 625 312,5 156,25 78,125
Concentragdes (pg/mL)




56

Figura 4B — Viabilidade celular do biofilme de S. aureus resistente a antibioticos — MRSA
(isolado 29) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. O resultado de viabilidade celular do biofilme foi apresentado em porcentagem de biofilme viavel
formado comparando as médias de absorbancia obtidas da leitura do crescimento dos biofilmes tratados com
EFPF em relacdo ao tratado com o veiculo.

O EFPF para o isolado 92 apresentou diferente perfil de inibicdo do biofilme (Figura
5A), sendo que para 0s menores tempos de crescimento, 3 e 5 h, as concentracdes efetivas
foram 625 e 1250 pg/mL, respectivamente, com inibicdo de formacéo entre 35 e 50 %. Ja
para 7 h foi necessaria uma concentracdo minima de 78,125 pug/mL para promover 20 % de
inibicdo. E para os biofilmes de 24 h foram necessarias concentracfes maiores de 5000 a
10000 pg/mL para haver de 40 a 50 % de inibicdo da formacdo deste biofilme. No entanto, no
teste de viabilidade celular (Figura 5B), praticamente ndo houve reducdo das células viaveis
dos biofilmes de 3 e 5h, sendo novamente os melhores resultados obtidos com os biofilmes de
24 h de tratamento com a concentragdo de 5000 pg/mL, e inibicdo de 46,21 % (1,55 x 10’
UFC/biofilme).
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Figura 5A — Inibicdo da formacg&o do biofilme de S. aureus resistente a antibioticos — MRSA
(isolado 92) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. A porcentagem de inibicio da formacio do biofilme foi calculada ao comparar a média dos valores de
absorbancia obtidos com o crescimento do biofilme tratado pelo EFPF em relacéo ao veiculo.
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Figura 5B — Viabilidade celular do biofilme de S. aureus resistente a antibiéticos — MRSA
(isolado 92) pelo extrato etanolico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. O resultado de viabilidade celular do biofilme foi apresentado em porcentagem de biofilme viavel
formado comparando as médias de absorbancia obtidas da leitura do crescimento dos biofilmes tratados com
EFPF em relacéo ao tratado com o veiculo.

E por ultimo, para o isolado 112, ndo houve inibicdo de formacdo por qualquer
concentracéo testada nos biofilmes de 3h, sendo que houve um aumento nas porcentagens de
inibicdo para o biofilme de 5 e 7 h com as menores concentragfes, como 78,125 pg/mL (46 e
30 %)(Figura 6A). Ja para o tempo de 24 h, foi preciso concentracdes maiores entre 5000 e
20000 pg/mL para ocorrer inibicdo da formacdo do biofilme entre 35 e 45 %. Para a
viabilidade celular deste isolado (Figura 6B), observa-se que todos os tempos apresentaram
diminuicdo da viabilidade das células do biofilme, sendo que as concentragdes entre 312,5 e
5000 pg/mL apresentaram os menores valores de células viaveis ficando entre 40 e 60 %. Ja
para os biofilmes de 3, 5 e 24 h. Ja para os biofilmes de 7 h, apresentaram menores valores de

celulas viaveis entre as concentragdes de 2500 e 5000 pg/mL.
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Figura 6A — Inibicdo da formacao do biofilme de S. aureus resistente a antibidticos - MRSA
(isolado 112) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. A porcentagem de inibicio da formacio do biofilme foi calculada ao comparar a média dos valores de
absorbéncia obtidos com o crescimento do biofilme tratado pelo EFPF em relacéo ao veiculo.
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Figura 6B — Viabilidade celular do biofilme de S. aureus resistente a antibiéticos — MRSA
(isolado 112) pelo extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz —

EFPF. O resultado de viabilidade celular do biofilme foi apresentado em porcentagem de biofilme viavel
formado comparando as médias de absorbancia obtidas da leitura do crescimento dos biofilmes tratados com
EFPF em relacéo ao tratado com o veiculo.
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5.3 AVALIACAO DA MORFOLOGIA DO BIOFILME TRATADO COM EFPF

As Figuras 7 e 8 apresentam as microscopias dos biofilmes dos isolados de S. aureus
MRSA 16A e 92. A cor verde fluorescente sdo as células coradas por SYTO 9 e corado de
vermelho fluorescente sdo células coradas por iodeto de propidio (PI), ambos fluorocromos se
ligam ao DNA. Quando usado sozinho, em geral 0 SYTO 9 cora todas as bactérias em uma
populagéo, tanto aquelas com membranas intacta quanto lesadas. Em contraste, Pl penetra
apenas em bactérias com membranas danificadas, provocando uma reducdo na fluorescéncia
do SYTO 9 (mancha verde) quando ambos 0s corantes estdo presentes. J& a cor amarela é um
composto de verde e vermelho, e é expressa quando microrganismos vivos (SYTO 9 positivo:
verde) e mortos (Pl-positivo: vermelho) foram detectados no mesmo plano de seccdo. A
Figura 7 é a microscopia dos biofilmes de 24 h do isolado de S. aureus 16A, utilizando o
método de microscopia confocal a laser, sendo que (A) foi tratado com o veiculo (etanol 10%,
v/v), (B) tratado com EFPF (5000 pug/mL) e (C) tratado com EFPF (1250 pg/mL). O biofilme
do isolado 16A tratado com o veiculo possui tanto células vidveis (verde) quanto nao viaveis
(vermelho), apresentando maior quantidade de células vidveis e estando bem distribuidas,
tanto na superficie quanto na parte mais profunda do biofilme. J& no biofilme tratado por
EFPF na concentracdo de 5000 pg/mL, observa-se uma maior quantidade de células ndo
viaveis do que viaveis, destacando que na superficie do biofilme ha um maior nimero de
células ndo viaveis (vermelho), e na parte mais profunda um maior nimero de células viaveis
(verde). Na projecdo lateral, a coloracdo do grupo veiculo é amarelada devido a sobreposicéo
da cor vermelha (células mortas) e verde (células viaveis), com a borda superior esverdeada,
enquanto no grupo tratado com EFPF observa-se a predominancia da cor vermelha na
superficie, e uma menor coloracdo amarela e verde na base, indicando uma maior quantidade
de células mortas. Também ha uma maior matriz polissacaridica formada entre as células
tratadas com EFPF em relacdo ao biofilme tratado com o veiculo, formando um biofilme mais
denso. Ja para o biofilme tratado com EFPF a 1250 pg/mL, observa-se uma reducdo da massa
total do biofilme, com falhas na sua formag&o, com areas de maior densidade do que outras.
H& uma quantidade e distribuicdo semelhante de células vidveis e ndo viaveis, com

predominio de coloracdo amarela na projecao lateral.
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Figura 7. Micrografia dos biofilmes do isolado S. aureus 16A tratados com veiculo ou o
extrato etanolico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz (EFPF) pela
microscopia confocal a laser. (A) Biofilmes formados em 24 h tratados com o veiculo (etanol 10%, V/v).
(B) Biofilmes formados em 24 h tratados com EFPF (5000 pg/mL). (C) Biofilmes formados em 24 h tratados
com EFPF (1250 ug/mL). Biofilmes foram corados com SYTO 9 (verde) e iodeto de propideo (vermelho).

A Figura 8 é a microscopia dos biofilmes de 24 h do isolado de S. aureus MRSA 92,
utilizando o método de microscopia confocal a laser, sendo que (A) foi tratado com o veiculo
(etanol 10%, v/v) e (B) tratado com EFPF (625 pg/mL). Observa-se que o biofilme tratado
com veiculo possui uma maior quantidade de células viaveis (verde) do que células mortas
(vermelho), destacando na projecdo lateral a cor verde. Para o biofilme tratado com EFPF
(625 pg/mL), h& o predominio da coloragdo verde, ou seja, hd um maior nimero de células
viaveis do que as células mortas (vermelho), mas ndo na mesma propor¢éo que o veiculo, pois
na projecdo lateral do biofilme tratado pode-e ver a presenca da cor vermelha e verde
separadamente, enquanto no veiculo se vé a coloracdo amarela, a sobreposicdo de células
viaveis e ndo viaveis. Também é claro a reducdo da quantidade de massa total do biofilme

formado.
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Figura 8. Micrografia dos biofilmes do isolado S. aureus 92 tratados com veiculo ou o
extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.) L. P. Queiroz (EFPF) pela
microscopia confocal a laser. (A) Biofilmes formados em 24 h tratados com o veiculo (etanol 10%, V/v).

(B) Biofilmes formados em 24 h tratados com EFPF (625 pg/mL). Biofilmes foram corados com SYTO 9
(verde) e iodeto de propideo (vermelho).

5.4 ENSAIO DE LIBERACAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-a)
E INTERLEUCINAS (IL-18, IL-6 E 1IL-10) POR MACROFAGOS J774
ESTIMULADOS COM EXOTOXINAS DE S. aureus TRATADOS COM EFPF

A cultura de células J774 (macrofagos) foi estimulada pelo sobrenadante produzido
por S. aureus tratado com EFPF ou com o veiculo. A quantidade de citocinas liberadas pelas
células J774 foi determinada. No grupo controle, a célula J774 ndo foi tratada com o
sobrenadante das cepas, sendo medida a producdo natural das citocinas pela propria célula. S.
aureus ATCC 43300 foi tratado com o EFPF na concentragdo de 1250 pg/mL (10 x CIM), o
isolado 16A na concentragdo de 5000 pug/mL, isolado 92 na concentracdo de 625 pg/mL, e o
isolado 112 foi submetido a concentracdo de 625 pg/mL de EFPF. No grupo veiculo foi
utilizado etanol 10%, v/v.

Os resultados da determinagdo da quantidade da citocina IL-13 produzida no
sobrenadante da cultura de células J774, apds estimulacdo pelas exotoxinas produzidas por S.
aureus ATCC 43300, 16A, 92 e 112 estdo descritos na Figura 9. Observa-se que para a cepa
ATCC e o isolado 92, a producdo de IL-1p foi estimulada pelo veiculo em relagcdo ao grupo

controle (p < 0,05) e o EFPF diminui a producdo da interleucina em niveis semelhantes ao
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grupo controle (p > 0,05). Para o isolado 16A, houve semelhante aumento da producdo da
interleucina tanto no grupo EFPF quanto no veiculo (p > 0,05) em relacdo ao controle (p <
0,05). Para o isolado 112, houve aumento da producao de IL-13 no grupo veiculo (p < 0,05) e

diminuicdo da interleucina no grupo EFPF em relacdo ao grupo controle e veiculo (p < 0,05).
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Figura 9 — Determinac&o da liberacdo da interleucina IL-13 por macrofagos J774 estimulados

com endotoxinas de S. aureus tratados com EFPF ou veiculo (Etanol 10%, v/v). Grupo C
(controle negativo) - Macré6fagos sem tratamento. Grupo ATCC — Macro6fagos estimulados com sorbenadante de
S. aureus ATCC 43300 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%,
v/v). Grupo 16A — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 16A tratados com o
extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 92 — Macrdfagos estimulados
com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 92 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF)
ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 112 — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S.
aureus 112 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Os
resultados séo apresentados como médias = D.P da concentragdo produzida de IL-1p (n = 3). A analise estatistica
foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparando os grupos C, S. aureus
tratado por veiculo e por EFPF. ¥ Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo C (p<0,05). *Indica diferenca
estatistica entre o grupo tratado com EFPF e tratado com o veiculo (p < 0,05).

Avaliando a liberacdo de IL-6 (Figura 10), todos os grupos EFPF e do veiculo, com
todas as cepas tratadas, estimularam a maior producéo desta interleucina pelos macréfagos em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05), ndo estimulado por sobrenadante de S. aureus. Para as
cepas ATCC e 112, houve o aumento da liberagdo de interleucinas pelo grupo tratado com
EFPF em relagdo ao veiculo, mas insuficiente para apresentar diferenca estatistica (p > 0,05).
Ja para os isolados 16A e 92, o grupo EFPF apresentou maior estilmulacéo e producéo de IL-

6 do que o grupo veiculo (p < 0,05).
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Figura 10 — Determinacdo da liberacdo da interleucina IL-6 por macréfagos J774 estimulados

com exotoxinas de S. aureus tratados com EFPF ou veiculo (Etanol 10%, Vv/v). Grupo C
(controle negativo) - Macrofagos sem tratamento. Grupo ATCC — Macro6fagos estimulados com sorbenadante de
S. aureus ATCC 43300 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%,
v/v). Grupo 16A — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 16A tratados com o
extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 92 — Macrdfagos estimulados
com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 92 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF)
ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 112 — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S.
aureus 112 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Os
resultados sdo apresentados como médias + D.P da concentracdo produzida de IL-6 (n = 3). A andlise estatistica
foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparando os grupos C, S. aureus
tratado por veiculo e por EFPF.  * Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo C (p < 0,05). *Indica
diferenca estatistica entre o grupo tratado com EFPF e tratado com o veiculo (p < 0,05).

Para a IL-10 (Figura 11), somente o grupo ATCC tratado por veiculo apresentou
diminuicdo significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle, sendo que 0s demais grupos
e cepas ndo apresentaram diferenca estatistica para o controle (p > 0,05). Houve diferenca na
producéo de IL-10 somente no grupo tratado com EFPF em relacdo ao grupo veiculo (p <
0,05), restabelecendo os niveis de liberagdo da interleucina do grupo controle (p > 0,05).
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Figura 11 — Determinacdo da liberacdo da interleucina I1L-10 por macrofagos J774

estimulados com exotoxinas de S. aureus tratados com EFPF ou veiculo (Etanol 10%, v/v).
Grupo C (controle negativo) - Macr6fagos sem tratamento. Grupo ATCC — Macréfagos estimulados com
sorbenadante de S. aureus ATCC 43300 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF ) ou
veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 16A — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus
16A tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 92 —
Macrofagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 92 tratados com o extrato da folha de
Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 112 — Macréfagos estimulados com sorbenadante
do isolado clinico S. aureus 112 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol
10%, v/v). Os resultados sdo apresentados como médias = D.P da concentra¢do produzida de I1L-10 (n = 3). A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparando os
grupos C, S. aureus tratado por veiculo e por EFPF. * Indica diferenca estatistica em relacéo ao grupo C (p <
0,05). *Indica diferencga estatistica entre o grupo tratado com EFPF e tratado com o veiculo (p < 0,05).

Para o TNF-o, em relagdo ao grupo controle, houve aumento da liberagdo desta no
grupo veiculo da ATCC (p < 0,05), sendo que para a cepa 92 e 112, houve diminui¢cdo da
liberacdo de TNF-a nos grupos tratados com EFPF e veiculo em relagdo ao grupo controle (p
< 0,05). Para a cepa 16A ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (p >
0,05), e também entre grupo EFPF e veiculo. Observa-se que para a cepa ATCC, o grupo
tratado diminui a liberagcdo de TNF-a em relagéo ao veiculo (p < 0,05), em nivel semelhante
ao grupo controle (p > 0,05). Para os isolados 92 e 112, ndo houve diferenca entre grupo
tratado com EFPF e veiculo (p > 0,05), sendo que ambos mantiveram niveis de producdo de

TNF-a inferiores ao grupo controle (p < 0,05).
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Figura 12 — Determinacdo da liberagdo da interleucina TNF-a por macrofagos J774

estimulados com exotoxinas de S. aureus tratados com EFPF ou veiculo (Etanol 10%, v/v).
Grupo C (controle negativo) - Macréfagos sem tratamento. Grupo ATCC — Macréfagos estimulados com
sorbenadante de S. aureus ATCC 43300 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF ) ou
veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 16A — Macréfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus
16A tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 92 —
Macrdfagos estimulados com sorbenadante do isolado clinico S. aureus 92 tratados com o extrato da folha de
Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol 10%, v/v). Grupo 112 — Macrdfagos estimulados com sorbenadante
do isolado clinico S. aureus 112 tratados com o extrato da folha de Phanera Flexuosa (EFPF) ou veiculo (etanol

10%, v/v). Os resultados sdo apresentados como médias + D.P da concentracdo produzidade TNF-o. (n=3). A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, comparando os
grupos C, S. aureus tratado por veiculo e por EFPF. * Indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo C (p <
0,05). *Indica diferenca estatistica entre o grupo tratado com EFPF e tratado com o veiculo (p < 0,05).

5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE FATORES DE VIRULENCIA

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de Phanera flexuosa
(EFPF) no crescimento plancténico de S. aureus MRSA foi avaliado por meio da medida da
absorbancia de uma aliquota da suspensdo em crescimento a 600 nm e avaliada a viabilidade
celular por meio do indicador MTT. As concentracdes testadas do EFPF para este ensaio
foram subinibitdrias, ou seja, 50 % do valor da CIM de cada cepa. Para a cepa ATCC 43300,
o0 EFPF foi testado na concentragdo de 62,5 ug/mL, para o isolado 16A foi testado a 2000

ug/mL, e para o isolado 112 a 125 ug/mL. As concentracfes subinibitorias foram escolhidas
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para que a partir deste teste também fosse possivel avaliar a expressdo génica de fatores de
viruléncia por meio da metodologia de PCR.

Para a cepa ATCC 43300 (Figura 13), observa-se ja no tempo de 5 h que o EFPF
consegue diminuir a biomassa total formada na fase exponencial em aproximadamente 75%
em relagdo ao grupo veiculo, ou seja, diminuiu a divisdo celular j& que esta fase possui a
caracteristica de haver uma grande multiplicacdo de células, tendo aproximadamente o
numero de células dobrado a cada geracdo. A partir de 5 h, o EFPF manteve a mesma
absorbancia da suspensdo bacteriana até o periodo de 24 h, entrando em uma fase
estaciondria, onde a taxa de divisdo celular é préxima a taxa de morte celular, enquanto o
grupo veiculo manteve na fase estacionaria, mas ainda com uma taxa de divisdo maior que a
de morte celular. Quanto a viabilidade celular bacteriana, ja no periodo de 5 h houve reducéo
em aproximadamente 15 % do namero de células viaveis na fase exponencial em relacdo ao
veiculo, mantendo-se durante o periodo de 5 a 7 h (fase estacionéria). Apds 7 h, observa-se
uma diminuicao progressiva da viabilidade celular, chegando a um metabolismo minimo das
células viaveis no periodo entre 18 e 24h, enquanto o grupo veiculo continua a ter aumento de

células viaveis e crescimento bacteriano.

S. aureus ATCC 43300 S. aureus ATCC 43300
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e=maEFPF 62,5 pg/ml
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Figura 13. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de Phanera flexuosa
(EFPF) sobre o crescimento planctonico de S. aureus ATCC 43300. A avaliagdo do crescimento
planctonico de S. aureus MRSA com o tratamento de EFPF (62,5 ug/mL) ou veiculo (Controle - Etanol 10%,

v/v) foi avaliada por meio da medida da absorbancia a 600 nm e absorbancia a 492 nm apds indicacdo com o
MTT.

Ja para o isolado 112 (Figura 14), o EFPF foi capaz de diminuir a biomassa total
formada no tempo de 5 h, ou seja, apresentar uma diminui¢cdo do nimero de divisdo celular
em aproximadamente 50 % em relacdo que o grupo controle. A partir de 5 h, manteve-se a
fase estacionaria até 24 h, com a taxa de crescimento semelhante a mortalidade, mas com
reducédo de 50% em relacdo ao grupo controle. No entanto, a viabilidade celular desse isolado

manteve-se inalterada em relacdo ao grupo veiculo até 5 h, comegando a ser reduzida a partir
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de 5 h, chegando a aproximadamente 33 % de reducdo de células viaveis em relagdo ao
veiculo no tempo de 12 h, comecando a fase de declinio exponencial enquanto o veiculo
continua em fase exponencial. A reducédo de viabilidade celular continua até o periodo de 18-

24 h, onde praticamente ndo houve detecc¢do de metabolismo celular.

Isolado S. aureus 112 Isolado S. aureus 112
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Figura 14. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de Phanera flexuosa
(EFPF) sobre o crescimento planctonico do isolado S. aureus 112. A avaliacdo do crescimento

planctonico do isolado de S. aureus 112 com o tratamento de EFPF (125ug/mL) ou veiculo (Controle - Etanol
10%, v/v) foi avaliada por meio da medida da absorbancia a 600 nm e absorbancia a 492 nm apds indicagéo com
0 MTT.

Ja para o isolado 16A (Figura 15), observa-se diferencas da atividade do EFPF na
divisdo bacteriana e na viabilidade celular. Ocorre um aumento dos valores de absorbancia na
fase exponencial, ou seja, uma maior formacgdo de biomassa até 7 h, mantendo-se na fase
estacionaria até 18 h maior do que o veiculo, chegando a valores préximos em 24 h. Do tempo
de 7 a 12 h ocorre uma diminuicdo na absorbancia, mantendo a biomassa em valores
préximos na fase estacionaria, enquanto o veiculo mantém crescimento em fase exponencial.
J& na viabilidade celular, o EFPF mantém um baixo metabolismo até o periodo de 7 h,
aumentando o numero de células viaveis no periodo de 7 a 18 h e o declinio de viabilidade de
18 a 24 h. Durante todo o periodo os valores de absorbancia de MTT foram menores para o

grupo EFPF do que o veiculo, demonstrando a atividade antimicrobiana do extrato.
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Figura 15. Atividade antimicrobiana do extrato etanolico das folhas de Phanera flexuosa
(EFPF) sobre o crescimento plancténico do isolado S. aureus 16A. A avaliagdo do crescimento

plancténico do isolado S. aureus 16A com o tratamento de EFPF (2000ug/mL) ou veiculo (Controle - Etanol
10%, v/v) foi avaliada por meio da medida da absorbancia a 600 nm e absorbancia a 492 nm apds indicagdo com
0 MTT.

Tabela 3 — Avaliacdo da presenca dos genes de viruléncia dos S. aureus (MRSA) pelo
método de PCR.

Gene S. aureus ATCC 43300 Isolado 16A Isolado 112

fnbA
fnbB

PVL

a-hla

+ +

sea +

seb

+ + + +

sec

CflA

Spa
icaA
icaB

icaC

1
+ + + + +
1

icaD

icaR +

(+) Presenca do gene de viruléncia. (-) Auséncia do gene de viruléncia.

Dentre os isolados testados, para dar continuidade a analise da influéncia do EFPF
sobre a expressdo génica de fatores de viruléncia na formacdo do biofilme de S. aureus
MRSA, foram escolhidos os isolados 16A e 112, além da cepa ATCC43300 (Tabela 3). A
cepa ATCC43300 somente apresentou o resultado positivo para a presenga do gene sea que
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codifica a enterotoxina A, enquanto os isolados 16A e 112 apresentaram um maior nimero de
genes de viruléncia, sendo escolhidos dentre os outros isolados. O isolado 16A apresenta 0s
genes a-hla, PVL, spa, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR e o isolado 112 os genes a-hla, PVL,
sea, seb e spa. A expressdo génica do mesmo crescimento foi avaliada no tempo de 5 h (fase
exponencial inicial) e no tempo de 24 h (fase estacionaria), relacionando C5/E5, C24/E24,
C5/C24, E5/E24 e C5/E5/C24/E24.

No crescimento de S. aureus ATCC 43300 (Figura 16) nao foi observado diferenca
na expressao do gene sea entre o grupo veiculo e o tratado com EFPF, em dose subinibitoria
(MICs = 62,50 png/mL), no tempo de 5 e 24 h (p > 0,05). A expressdo do gene sea manteve-
se em valores muito préximos comparando os resultados encontrados no tempo de 5 h com 24
h (p > 0,05).

1.0+

0.6+

0.4+

0.2

Razao Sea/16s rRNA

0.0‘ T T
C5 ES C24 E24

Figural6. Influéncia do extrato etandlico das folhas de Phanera flexuosa (EFPF) sobre a
expressao do gene sea no crescimento de 24 h de S. aureus ATCC 43300. (C) Crescimento
tratado com veiculo (etanol 10%, v/v). (E) Crescimento tratado com EFPF (62,5 pg/mL). (5) Tempo de 5 h e
(24) Tempo de 24 h. Os resultados sdo apresentados como razdo da densitometria das bandas do PCR na razédo
sea por 16s rRNA em unidades arbitrarias (n = 3). A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni para comparacao dos resultados de C5/E5/C24/E24, e para comparagéo entre
C5/E5, C24/E24, C5/C24, E5/E24 foi utilizado teste t seguido de Mann-Whitney. Letra igual no topo de cada
barra indica que houve diferenca estatistica (p < 0,05).

No crescimento do isolado 112 (Figura 17) n&o foi observado alteracdo na expresséao
dos genes a-hla, PVL, sea, seb e spa entre o grupo veiculo e o tratado com EFMF, em dose
subinibitoria (MICso = 125 ug/mL), no tempo de 5 e 24 h (p > 0,05). A expressdo do gene sea
manteve-se em valores muito préximos comparando os resultados encontrados no tempo de 5
h com 24 h (p > 0,05).
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Figura 17. Influéncia do extrato etandlico das folhas de Phanera flexuosa (EFPF) sobre a
expressdo dos genes a-hla, PVL, sea, seb e spa no crescimento de 24 h do isolado de S.
aureus 112. (C) Crescimento tratado com veiculo (etanol 10%, v/v). (E) Crescimento tratado com EFPF (125
ug/mL). (5) Tempo de 5 h e (24) Tempo de 24 h. Os resultados sdo apresentados como razdo da densitometria

das bandas do PCR na razdo a-hla, PVL, sea, seb e spa por 16s rRNA em unidades arbitrérias (n = 3). A anélise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para comparacdo dos

resultados de C5/E5/C24/E24, e para comparacio entre C5/E5, C24/E24, C5/C24, ES/E24 foi utilizado teste t
seguido de Mann-Whitney. Letra igual no topo de cada barra indica que houve diferenca estatistica (P < 0,05).

No biofilme do isolado 16A (Figura 18) tratado com EFPF na concentragdo
subinibitoria de (MICso = 2000 png/mL), foi avaliado a expressdo génica de a-hla, PVL, spa,
icaC e icaR. Para 0 gene a-hla, os valores de densitometria do grupo EFPF foram maiores
que o grupo veiculo, em ambos os tempos, mas ndo suficiente para apresentar diferenca
estatistica (p > 0,05). A expressao do gene a-hla do grupo veiculo aumentou do tempo de 5 a
24 h (p < 0,05), sendo que a expressdo génica do grupo tratado com EFPF ainda foi maior que

0 veiculo em ambos os tempos (p < 0,05).
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Figura 18. Influéncia do extrato etanolico das folhas de Phanera flexuosa (EFPF) sobre a
expressao do gene a-hla, PVL e spa no crescimento de 24 h do isolado de S. aureus 16A. (C)
Crescimento tratado com veiculo (etanol 10%, v/v). (E) Crescimento tratado com EFPF (2000 pg/mL). (5)
Tempo de 5 h e (24) Tempo de 24 h. Os resultados sdo apresentados como razdo da densitometria das bandas do
PCR narazéo a-hla, PVL, e spa por 16s rRNA em unidades arbitrarias (n = 3). A analise estatistica foi realizada
por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para comparagdo dos resultados de
C5/E5/C24/E24, e para comparagio entre C5/E5, C24/E24, C5/C24, ES/E24 foi utilizado teste t seguido de
Mann-Whitney. Letra igual no topo de cada barra indica que houve diferenca estatistica (p < 0,05). # Simbolo no
topo da barra indica que houve diferenca estatistica para os demais grupos (p < 0,05)

No grupo veiculo, a expressdo do PVL foi aumentando ao longo do tempo, tendo o
valor de razdo da densitometria em 24 h maior do que inicialmente em 5 h (p < 0,05). No
tempo de 24 h, o EFPF conseguiu diminuir a expressdo génica de PVL de forma eficaz (p <
0,05). Para o gene spa, a densitometria da expressdo dos biofilmes tratados com EFPF foram
maiores que os tratados com o veiculo, no tempo de 5 h (p < 0,05), mas no tempo de 24 h ndo
foi suficiente para haver diferenca estatistica (p > 0,05). A expressdo génica do grupo tratado
néo diferiu entre o tempo de 5 e 24 h (p > 0,05).

Quanto ao gene icaC, os grupo tratados com EFPF apresentaram maior expressdo
génica em relacdo aos grupos veiculo nos tempos de 5 e 24h (p < 0,05). N&o houve diferenca
de expressdo nos grupos veiculos entre os tempos 5 e 24 h (p > 0,05). Quanto ao gene icaR,
houve uma redugdo da expressdo no tempo 24 h do grupo veiculo (p < 0,05) e ndo houve
diferenca entre a expressdo do grupo tratado com EFPF entre os dois tempos 5 e 24h (p >

0,05). No tempo de 24h, o EFPF estimulou a expressao do gene icaR (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

De modo geral, a biota Caatinga tem sido descrita na literatura como pobre,
abrigando poucas espécies endémicas e, portanto, de baixo valor para fins de conservacao
(TABARELLI; VICENTE, 2003). Essa descri¢do de pobre diversidade deve-se ao fato ainda
se conhece muito pouco sobre esse bioma conforme Tabarelli e Silva (2002). Além disso,
encontramos um numero grande de espécies vegetais com propriedades medicinais cujos
valores farmacéuticos sdo conhecidos e importantes para as populacfes locais. As plantas
também podem contribuir na descoberta de novos antibidticos, pois é possivel que produtos
naturais antimicrobianos possam ser biossintetizados para prevenir e/ou combater o ataque de
microrganismos patogénicos as plantas. As plantas medicinais podem representar uma nova
alternativa para o combate aos microrganismos, em razdo do grande aumento da resisténcia a
maltiplas drogas dos microrganismos patogénicos, em razdo do uso indiscriminado de
antimicrobianos, acarretando assim, a busca de novas alternativas terapéuticas (SAMY;
GOPALAKRISHNAKONE, 2008). Gibbons (2004) cita varios exemplos de metabolitos
isolados de plantas com atividade antimicrobiana frente & Staphylococcus sp.

O S. aureus é um importante patégeno humano responsavel por uma grande
diversidade de infeccBes agudas ou cronicas que variam de infec¢bes benignas cutaneas locais
a uma osteomielite grave ou endocardite e sepse com risco de vida (BEAUME et al., 2011).
Desde o surgimento de S. aureus meticilina resistente (MRSA) em 1961 e sua disseminagédo
em todo o mundo na década de 90, esta bactéria tem demonstrado uma capacidade especial
para sobreviver e se adaptar as drasticas mudancas ambientais (BOYCE, 1992). Sua
plasticidade genética tem facilitado o surgimento de muitas cepas virulentas e resistentes aos
medicamentos, portanto, constituem um grande desafio e em constante evolucdo clinica
(APPELBAUM, 2006; ARCHER, 1998; BORG et al., 2005; HIRAMATSU et al., 2002).
Além disso, o S. aureus produz uma infinidade de fatores de viruléncia coordenados de forma
temporal, principalmente em resposta as alteracbes ambientais (NOVICK; GEISINGER,
2008; SOMERVILLE; PROCTOR, 2009), uma regulagéo precisa da expressdo genética que
contribui para o seu bem sucedido comportamento.

Os resultados obtidos com o extrato etandlico da folha de Phanera flexuosa (Moric.)
L. P.Queiroz (EFPF) sobre os isolados de MRSA permitem inferir algumas consideracgdes
relevantes. O EFPF demonstrou atividade antimicrobiana contra todos isolados clinicos e a
cepa de colecdo, variando as concentracGes de inibicdo, exibindo diferentes perfis de

resisténcia dessas cepas. A cepa de colecdo apresentou a menor resisténcia, assim como outras
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cepas clinicas (27A, 27B, 28, 29, 33A, 43.1, 47.1, 52, 76, 85.1, 85.2, 92, 113) que tiveram
inibicdo de crescimento a baixa concentracdo de 125 pug/mL. Ja o isolado 16A apresentou o
maior perfil de resisténcia com CIM de 4000 pg/mL. De acordo com Tanaka et al. (2005) e
Holetz et al. (2002) a atividade antimicrobiana pode ser classificada de acordo com a CIM
em: Inativa (CIM > 1000 pg/mL); atividade fraca (500 < CIM < 1000 pg/mL); atividade
moderada (100 < CIM < 500 pug/mL) e ativa boa (CIM < 100 pg/mL). Assim, o EFPF
apresentou atividade moderada contra a cepa ATCC 43300 e para os isolados 12D, 27A, 27B,
28, 29, 33A, 43.1, 47.1, 52, 66, 76, 85.1, 85.2, 92, 112 e 113. Para os isolados 17A, 39, 41,
42,59, 61.2, 62, 67, 74, 91, 101, 105, 108, 116, o EFPF apresentou atividade fraca, e para o
isolado 16A poderia ser considerado inativo.

O EFPF pode ser considerado como um extrato promissor para o isolamento de
compostos antimicrobianos, principalmente por que os seus valores de CIM sdo préximos dos
encontrados com outros extratos brutos testados com isolados MRSA. Machado et al. (2003)
avaliou o potencial da atividade antimicrobiana de quatorze extratos de plantas medicinais
tradicionais brasileiras contra S. aureus MRSA, sendo que Punica granatum e Tabebuia
avellanedae apresentaram CIM de 125 e 250 ug/mL, respectivamente. De Lima et al. (2006)
testou 49 extratos de plantas medicinais brasileiras, sendo que quatorze extratos apresentaram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus MRSA (RN4220), incluindo o extrato
etanolico de rizoma de Jatropha elliptica, de cascas de Schinus terebinthifolius e Erythrina
mulungu, cascas e folhas de Caesalpinia pyramidalis e Serjania lethalis, e de casca e folhas
de Lafoensia pacari. Extratos aquosos e etanolicos de Mentha longifolia, Melissa officinalis e
Rosa damascena foram efetivos contra MRSA, sendo que os valores de CIM dos extratos
etanolicos de M. longifolia e M. officinalis de 3,125-12,50 mg/mL e 12,50-25,00 mg/mL,
respectivamente. O extrato etandlico com a maior atividade antimicrobiana foi o de R
damascena (CIM 0,395-0,780 mg/mL e CBM 1,563-3,125 mg/mL) (ABU-SHANAB et al.,
2006).

Para promover a morte celular em quatro cepas, foram necessarias maiores
concentracdes, de 4 a 32 vezes a CIM, sendo que para a maioria dos isolados e para cepa de
colecdo, até a concentracdo maxima testada de 4000 pg/mL nédo foi possivel promover a
morte celular. Também é importante avaliar a natureza do efeito antimicrobiano que o EFPF
apresentou sobre o S. aureus MRSA, utilizando se da razdo CBM/CIM. Quando a razdo
CBM/CIM de um agente patogénico é entre 1:1 a 2:1, a substancia quimica € considerada
como bactericida contra o patdgeno. Por outro lado, se a propor¢do for maior ou igual que 2:1,

0 modo de a¢do antimicrobiano mais provavel é que seja bacteriostatico (CLSI, 2009). Deste
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modo, o EFPF tem caracteristica de um antimicrobiano bacteriostatico, j& que para as cepas
12D, 29, 47.1 e 92 a relagdo CBM/CIM foi maior que 2:1.

A partir dos dados obtidos dos testes antimicrobianos iniciais, foram selecionados 4
isolados para aprofundar o estudo da atividade antimicrobiana de EFPF, de acordo com o
interesse no estudo dos fatores de viruléncia e formacdo de biofilme. Os isolados clinicos
foram obtidos dos seguintes ambientes: 16A - balanca, 29 - Painel de controle do aparelho
respirador, 92 - macaneta dos leitos e 112 - telefone (CAMPOS et al., 2012). Os quatros
isolados sdo coagulase e catalase positivos, possuem 0 gene mecA e somente o isolado 112 o
femB.

Quanto a formacdo de biofilme, calculado a partir da densidade otica (D.O.) de
formacdo do biofilme do isolado divida pela (D. O.) do S. pyogenes. As amostras foram
classificadas segundo Cassat, Lee e Smeltzer (2007) em: fortemente formadora de biofilme
(apresentarem absorbéancia maior que 1) formadora de biofilme (absorbancia variando de 0,1 a
1) e ndo formadora de biofilme (menor que 0,1) e foram avaliadas em relacdo aos controles
negativo (apenas meio) e positivo (meio adicionado de indculo) no tempo de 24h . O isolado
112 ¢é fraco produtor de biofilme, e os demais, 16A, 29 e 92 sdo altamente formadores de
biofilmes. Quanto aos fatores de viruléncia, a cepa ATCC43300 somente apresentou 0 gene
sea gue codifica a enterotoxina A, enquanto os isolados 16A e 112 apresentaram um maior
namero de genes de viruléncia, sendo escolhidos dentre os outros isolados. O isolado 16A
apresenta os genes a-hla, PVL, spa, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR e o isolado 112 os genes o-
hla, PVL, sea, seb e spa.

Apos avaliar a atividade antimicrobiana do EFPF sobre as células plancténicas de S.
aureus, foi avaliado o seu potencial antimicrobiano no modelo de inibicdo de formacdo de
biofilme, com diferentes tempos de crescimento (3, 5, 7 e 24 horas). O biofilme é uma
microbiota derivada de comunidade séssil, caracterizado por células que estdo
irreversivelmente ligados a um substrato ou a interface ou uma a outra, estdo incorporados em
uma matriz de substancias polimericas extracelulares que eles tém produzido, e exibem um
fendtipo alterado com respeito & taxa de crescimento e transcricdo de genes. Os
microrganismos presentes dentro da matriz do biofilme, quando fragmentados, se desprendem
e circulam nos fluidos corporais com todas as caracteristicas de resisténcia da comunidade do
biofilme (DOLAN; CORTESTON, 2002). A sintese de polissacarideo intercelular adesina
(PIA) e a sua estrutura molecular permitem a aderéncia das bactérias as superficies polares e

hidrofébicas; e grupos amino formados ap6s desacetilacdo parcial conferem a molécula um
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caréter catiénico, agindo como uma cola intercelular no processo de formacdo de biofilmes
(VUONG et al. 2004).

E de extrema importancia o descobrimento de novos antimicrobianos que hajam de
forma eficiente sobre células plancténicas e sobre a formagdo do biofilme, pois impedindo o
estabelecimento dessas bactérias livres em superficies, impede-se a formacdo dos biofilmes,
prevenindo o surgimento de infec¢des associadas a eles. A aderéncia € o passo inicial que leva
a colonizacdo ou infec¢do, tanto nos tecidos do hospedeiro (ex. pele) quanto na superficie de
corpos estranhos (ex. catéteres intravasculares). O S. aureus e S. epidermidis sdo
frequentemente associados a infeccOes de pele e sistémicas (respiratéria, urinaria, endocardite
e sepse), e a doencgas relacionadas a colonizacdo de dispositivos implantados como prétese
articular, valvula cardiaca, marca passo e catéter.

O extrato de EFPF, em diferentes concentragdes, foi capaz de diminuir a biomassa
total formada nos biofilmes corados com cristal de violeta e a viabilidade celular avaliada
pelo MTT, dependendo dos tempos de crescimento deste biofilme. Para algumas cepas e
concentracdes testadas, o perfil de inibicdo de formacdo da biomassa total ndo foi
acompanhado na mesma proporcao de inibicdo das células viaveis, isto provavelmente porque
0 EFPF ao reduzir o numero de células vivas influencia a formacédo da biomassa, mas ainda ha
a producéo de polissacarideos que pode estar sendo diminuida pelo EFPF, e ndo foi avaliada
diretamente. O PIA auxilia a adesdo intercelular, facilitando a agregacdo, formacdo e
estabelecimento do biofilme. A avaliagdo da viabilidade do biofilme pode ser feita por meio
do MTT, pois, uma vez que o produto formado pelas células vivas, o formazan € soltvel em
DMSO, podendo ser facilmente medido no sobrenadante, facilitando o estudo de biofilmes
intactos, bem como, a andlise da susceptibilidade do biofilme a antimicrobianos sem ruptura
da estrutura do biofilme.

Houve maior porcentagem de inibicdo da formacdo do biofilme nos tempos de 7 e 24
h, do que em relagéo a 3 e 5 h, indicando a necessidade de um tempo maior para a a¢ao deste
extrato. Para inibir os menores tempos de crescimento do biofilme, muitas vezes foi
necessario menores concentragdes, e para os biofilmes de maior tempo de formagdo foram
necessarias concentracdes maiores, acima de 1250 pug/mL. A porcentagem de redugdo da
biomassa total dos biofilmes ficou em média entre 40 e 50%, sendo que a concentragdo de
5000 pg/mL apresentou a melhor inibicdo de formacéo para a maioria das cepas e tempos de
formagdo. Quanto a viabilidade celular, foi observada uma diminuigdo em torno de 40 a 60 %
dependendo da concentracdo testada e dos tempos de crescimento do biofilme, sendo

geralmente necessarias concentracdes mais elevadas (1250 a 20000 pg/mL) para inibir a
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viabilidade de biofilmes de 7 e 24 h. O isolado 16A novamente mostrou um perfil de menor
sensibilidade a acdo antimicrobiana do EFPF, demonstrado pela ndo inibicdo da formacéo do
biofilme no tempo de 3 h em concentracbes menores que 625 pg/mL, e por baixas
porcentagens de inibicdo nos tempos de 5 e 7 h, ocorrendo redugdo da biomassa total somente
no tempo de 24h.

Essa maior atividade antimicrobiana do EFPF nos biofilmes de 24 h pode ocorrer
devido a dificuldade do EFPF em penetrar no biofilme, ao tempo para ocorrer a difusdo ou
devido ao proprio metabolismo e mecanismo de acdo do EFPF. Moléculas antimicrobianas
devem difundir-se através da matriz do biofilme, a fim de inativar as células encapsuladas. As
substancias extracelulares poliméricas que constituem esta matriz apresentam uma barreira de
difusdo para estas moléculas, influenciando a taxa de transporte da molécula para o interior do
biofilme ou levando a reagdo do material antimicrobiano com o material da matriz. Suci et al.
(1994) demonstraram uma penetragdo retardada de ciprofloxacina em biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa, 0 que normalmente requer 40s para uma superficie estéril, é
necessario 21 min. para uma superficie contendo biofilme. Outro mecanismo proposto para a
resisténcia dos biofilmes aos agentes antimicrobianos é de que as células associadas nos
biofilmes crescem de forma mais lenta do que as células planctdnicas, e como resultado, a
captacdo de agentes antimicrobianos também ocorre lentamente por estas bactérias,
lentificando a a¢do dos mesmos.

Para algumas cepas, como ATCC, 29 e 92, foi necessaria a concentragdo de 5000
pg/mL, ou seja, valor 40 x maior que a CIM (125 pg/mL) para inibir a formagéo do biofilme
de 24 h, entretanto, esta concentracao para o isolado 16A esta proxima da CIM (4000 pg/mL),
apenas 1,25 vezes maior que a CIM. A natureza da estrutura e os atributos fisioldgicos dos
organismos presentes no biofilme conferem maior resisténcia aos agentes antimicrobianos do
que na forma plancténica. Ceri et al.(1999) demonstrou que as concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) das bactérias incorporadas em biofilmes eram 10 a 1.000 vezes mais
elevadas do que aquelas em estado plancténico. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia
podem ser uma ou mais das seguintes caracteristicas: (i) A penetracdo lentificada do agente
antimicrobiano através da matriz do biofilme, (ii) a taxa de crescimento alterada de
organismos dos biofilmes, e (iii) outras alteracGes fisioldgicas, devido ao modo de
crescimento do biofilme (DONLAN; COSTERTON, 2002). Além disso, o biofilme quando
fragmentado, os microrganismos presentes dentro da matriz do biofilme se desprendem e
circulam nos fluidos corporais, com todas as caracteristicas de resisténcia da comunidade do
biofilme (DOLAN; CORTESTON, 2002), podendo causar infeccbes ou gerar outros
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biofilmes em outros locais. Por isto, impedir a adesdo dessas bactérias e o crescimento do
biofilme também séo estratégias importantes na acdo antimicrobiana de novos antibioticos,
além da acdo bactericida/bacteriostatica.

Também foi avaliada a a¢do antimicrobiana do EFPF sobre a cepa ATCC43300 e os
isolados clinicos 16A e 112 em concentra¢des sub-CIM, ou seja, em concentragdes de 50% a
CIM, em uma curva de crescimento de 24h, com meio suplementado de glicose a 1% e com
agitacdo constante para evitar formacdo de biofilme. Para isto foi utilizado os dados de
absorbancia da suspensdo e metabolismo do MTT pelas células vidveis. Pode-se inferir que o
EFPF diminui as taxas de divisdo celular do S. aureus ATCC 43300 na fase exponencial, a
partir de 5h e diminui a viabilidade celular principalmente apds o tempo de 7 h de tratamento,
obtendo melhores resultados entre 18 e 24 h (fase final exponencial) para esta cepa. Os
valores de absorbancia do grupo tratado com EFPF ndo acompanharam a diminuicdo da
viabilidade celular no periodo entre 7 e 24 h. Provavelmente essa diferenga ocorreu porque na
leitura da absorbéncia é avaliada a biomassa total, constituida de bactérias viaveis e nédo
viaveis, fragmentos de bactérias mortas, material produzido e secretado pelas bactérias, além
dos polissacarideos produzidos. Mesmo com a diminuicdo das células viaveis a um valor
minimo entre 18 e 24 h, h&a o acimulo das outras particulas produzidas e de células mortas, o
gue mantém a absorbancia constante.

O mesmo ocorre para o isolado 112, que manteve valores de absorbancia proximos
entre 5 e 24 h, mas com declinio no nimero células viaveis no mesmo periodo. Também ha
uma diferenca de atividade do EFPF na viabilidade celular desses dois microrganismos. A
acao antimicrobiana de EFPF sobre S. aureus ATCC 43300 ja se inicia durante a fase lag e
exponencial (até 5 h) com a diminuicdo dos valores de absorbancia da fase estacionaria até 24
h, enquanto para o isolado 112, a diminuic¢éo da viabilidade celular se inicia mais tardamente,
na fase inicial da fase exponencial, ente 5 e 7 h, pois esta bactéria atinge a fase estacionaria
préxima a 12 h. Quanto ao isolado 16A, o EFPF diminui a viabilidade celular durante toda a
curva de crescimento em relacdo ao veiculo, com melhor acdo no periodo até 7 h, tempo que
envolve a fase lag e exponencial do isolado. Esta cepa estd na fase estacionaria entre 12 e 24
h. Para justificar a maior absorbancia da suspensé@o no grupo tratado com o EFPF em relacéo
ao veiculo durante toda a curva, pode refletir uma reacdo de estresse da cepa, independente de
energia, e podemos inferir que o extrato pode estimular fatores de viruléncia nessa
concentragdo subinibitoria, levando a uma maior producdo de material pelas células para o
meio, ou promove um aumento da taxa de divisdo e de morte celular, ocorrendo um actmulo

de células mortas e fragmentos, levando ao aumento da absorbancia.
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Avaliando o efeito do EFPF nas trés cepas testadas, observamos que o EFPF
apresentou os melhores resultados de diminuicdo da viabilidade celular na fase final
exponencial e inicio da fase estacionaria, ou seja, entre os periodos de 7 a 24 h. Como a
atividade metabolica demonstrada pelo MTT foi diminuida para as trés cepas, pode-se sugerir
que a atividade antimicrobiana do EFPF esta relacionada a alteragdo do metabolismo celular,
mesmo em concentracdes subinibitorias. Os nossos resultados mostram que o S. aureus na
fase estacionaria € menos tolerante a EFPF em comparacdo com as bactérias em fase inicial
exponencial. Ao entrar na fase estacionaria de crescimento, a composi¢do de proteinas da
membrana da célula (CULLMANN; SCHLUNEGGER, 1992), a fluidez da membrana celular
(XIONG et al., 1993) e a carga superficial e hidrofobicidade (BECK et al., 1988) de S. aureus
mudam. Talvez a acdo antimicrobiana do EFPF esteja relacionada a sua ac¢éo sobre um desses
3 fatores.

O processo de formagéo de biofilme foi dividido em duas fases distintas: aderéncia
inicial e acimulo de biofilme (MACK, 1999). Os mecanismos genéticos e bioquimicos de
cada fase tém sido objetivo de investigacdo intensa nos Gltimos anos. Multiplos fatores podem
influenciar a fixacdo bacteriana, incluindo proteinas de superficie de bactérias,
polissacarideos, e interacbes fisico-quimicas (HEILMANN et al., 1997; KLOSS, 1997,
MCKENNEY et al., 1998; NILSSON et al. 1998, TOJO et al. 1998; VEENSTRA et al.,
1996). A segunda fase é caracterizada pelo acimulo bacteriano, o que requer a interacao entre
celula-célula.

Com o desenvolvimento do microscopio confocal de varredura a laser (CLSM) na
década de 1980, forneceu aos pesquisadores a capacidade de examinar biofilmes “in situ”,
permitindo avaliar a matriz do biofilme de forma inalterada e intacta. Dentro da atual
concepcdo de biofilme, as imagens de microscopia confocal mostram biofilmes que
apresentam uma estrutura com distribuicdo variavel de células, agregados celulares na matriz
polimérica extracelular, além de espacos vazios ou canais de agua, que podem ou ndo ser
continuas com a fase liquida (COSTERTON; LEWANDOSKI, 1995). O biofilme funciona
como um consorcio de células em cooperacdo bioldgica e eficiéncia metabdlica especialmente
guando maduros. Nessa fase as células situadas em regides diferentes exibem distintos
padrdes de expressdo génica (KIRISITS; PARSEK, 2006).

Vivos, os biofilmes totalmente hidratados sdo compostos de células (15% do
volume) e material da matriz (85% em volume), e as células estdo localizadas na matriz
formando as torres e cogumelos. Canais de agua abertos estdo intercalados entre as

microcol6nias que contém as células sésseis (LAWRENCE et al., 1991), e tecnicas fisicas
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tém demonstrado que grande quantidade de agua desse sistema entra nestes canais para
produzir fluxo de conveccao (DE BEER et al., 1994).

Para avaliar os efeitos do tratamento de EFPF sobre a morfologia do biofilme de 24
h, foram obtidas imagens por meio de microscopia confocal. Para o biofilme do isolado 16A,
quando tratado com a concentragdo de 5000 pg/mL (1,5 vezes a CIM), observa-se que ha um
aumento da massa total do biofilme, de matriz extracelular, e do nimero de células inviaveis
em relacdo a viaveis do biofilme tratado com o veiculo. Esta concentracdo foi a mesma que
apresentou melhores resultados descritos anteriormente, com reducdo de 43% do biofilme
corado com cristal de violeta e diminuicdo de 50% do nimero de células viaveis pelo teste
com MTT. O EFPF apresentou maior atividade sobre a superficie do biofilme, mas conseguiu
penetrar na matriz do biofilme, promovendo morte celular na base do biofilme, representada
pela cor vermelha (céelulas ndo viéaveis) e menor cor verde (células viaveis) e amarela (células
ndo viaveis e viaveis sobrepostas) em relacdo ao biofilme tratado com o veiculo.

Ja em numa concentracdo quatro vezes menor de EFPF, de 1250 pug/mL, as imagens
mostram um rompimento do biofilme, com falhas na sua formacéo, com aumento dos espacos
vazios e perda dos canais, com areas de maior densidade do que outras, o que reflete em uma
reducdo da massa total do biofilme. H4 uma quantidade e distribuicdo semelhante de células
viaveis e ndo viaveis, demonstrada pelo predominio de coloracdo amarela na sobreposicao e
na projecao lateral. No teste de formacédo do biofilme, ha uma inibicdo de 19% da biomassa
total e aproximadamente reducéo de 58 % da viabilidade celular. Assim, a menor formacao de
biofilme pela menor concentragdo (1250 pg/mL) testada pode ser entendida pela menor
viabilidade celular deste biofilme, uma acdo bactericida/bacteriostatica, mas a acdo do EFPF
ndo se resume somente a isto, mas também em parte devido a alteracbes na matriz
extracelular e subsequente desfragmentag@o ou remocédo do biofilme a partir da superficie. O
mesmo pode ser justificado para o biofilme do isolado 92, na concentragdo testada de 625
pg/mL, observa-se que o EFPF foi capaz de diminuir a formacdo de massa do biofilme, com
perda da estrutura de torres e cogumelos, e aumento dos espagos vazios.

Além disso, o fator que pode ter influenciado na maior formacéo de biofilme com a
concentracdo de 5000 pg/mL, por ser uma maior concentracdo, pode ter promovido um maior
estresse ambiental as células do biofilme, ativando varios fatores de viruléncia para manter a
sua sobrevivéncia. Também pode ocorrer que as bactérias das camadas mais profundas do
biofilme sdo expostas gradualmente a concentraces subinibitorias dos antibidticos antes da
exposicdo a uma concentracdo maior, sendo que neste periodo de tempo pode ocorrer uma

resposta de estresse, ou seja, no nivel de transcricdo ou na secrecdo de proteinas, como visto
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na curva de crescimento do isolado 16A. Estudos sugerem que a organizacdo multicelular de
bactérias em biofilmes € um mecanismo crucial para suportar as condi¢fes desfavoraveis
externas (SHAPIRO, 1998), como a presenca de glicose, cloreto de sodio ou o proprio
antimicrobiano. Para muitas bactérias formadoras de biofilme, a diferenciacdo de células
planctdnicas em sésseis, bactérias produtoras de exopolissacarideos estdo associadas com a
ativacdo de redes reguladoras complexas em resposta a sinais de quorum-sensing e/ou fatores
de estresse ambiental (COSTERTON et al., 1995; COSTERTON; STEWART;
GREENBERG, 1999; DAVIES et al., 1998; SHAPIRO, 1998).

Estudos anteriores demonstraram que a utilizacdo de muitos antibiéticos em
concentracdes subinibitorias, que tém pouca ou nenhuma influéncia no crescimento celular,
poderia afetar substancialmente a expressdo de exotoxinas bacterianas. Para examinar o efeito
da concentracdo subinibitéria de EFPF sobre a producdo de fatores de viruléncia bacteriana,
inicialmente foi investigada a influéncia das concentragdes de 50% CIM sobre um ensaio de
curva de crescimento nos tempos de 5 e 24 h de S. aureus.

Os antibidticos sdo conhecidos por apresentar efeitos tanto sobre a estrutura da célula
guanto na expressdo de genes de viruléncia de estafilococos (GEMMEL, 1995; OHLSEN et
al., 1998). A patogenicidade de S. aureus € regulada pela secre¢do de numerosos fatores de
viruléncia extracelulares, sendo interessante o estudo de uma estratégia alternativa de combate
a esses microrganismos, determinada nao sé por atividade bactericida ou bacteriostatica, mas
também agindo sobre os fatores de viruléncia. Esta estratégia alternativa oferece
oportunidades promissoras para diminuir patogenicidade e suas consequéncias sem colocar
uma pressao de vida ou morte imediata sobre a bactéria alvo (CEGELSKI et al., 2008).

O EFPF em concentrac@es subinibitdrias ndo alterou a expressao génica do gene sea
na cepa ATCC 43300 em ambos os tempos em relagdo ao grupo veiculo ou entre os tempos
de 5 e 24 h. Também n&o foi alterada a expressdo génica de a-hla, PVL, sea, seb e spa na
concentracédo subinibitoria (125 pg/mL) do isolado 112 em relagdo ao grupo veiculo ou entre
0s tempos testados. J& para o isolado 16A, o EFPF na concentracdo subinibitéria (2000
pMg/mL) manteve a mesma expressdo génica de a-hla, PVL, spa, icaC e icaR durante o
crescimento do biofilme, mas houve alteragdo da expressao dos genes PVL, spa, icaC e icaR
em relacdo ao grupo veiculo.

O EFPF em concentracdo subinibitdria aumentou a expressdo de alguns genes em
relacdo ao grupo veiculo, sendo o spa no tempo de 5 h, o icaR no tempo de 24 h e o icaC no

tempo de 5 e 24 h. Somente o gene PVL foi inibido no tempo de 24 h em relacdo ao grupo
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veiculo. Provavelmente os genes PVL e spa ndo tiveram suas expressoes alteradas no isolado
112 devido a concentracdo testada de 125 pg/mL ter sido muito inferior (16 vezes) a
concentracdo de 2000 pg/mL testada no isolado 16A.

O EFPF, nas concentracBes subinibitorias testadas, ndo apresentou alteracdo da
expressao génica de a-hemolisina, nem das enterotoxinas A e B, em nenhuma das 3 cepas
MRSA. Enterotoxinas, TSST-1, e a-hemolisina estdo entre as principais exotoxinas secretadas
por S. aureus. Enterotoxinas estafilococicas (SEs) sdo um grupo sorologico grande de
enterotoxinas estaveis ao calor (SEA a SEE e SEG a SEJ) (BALABAN; RASOOLY, 2000).
Estas toxinas causam gastroenterite estafilocdcica, intoxicacdo alimentar, sindrome do choque
toxico, e varias doencas alérgicas e autoimunes (BALABAN; RASOOLY, 2000; LE LOIR et
al., 2003; SMITH-PALMER et al., 2004). Além disso, SE e TSST-1 também séo conhecidas
por serem toxinas superantigenos pirogénicas (PTSAgs), que estimulam a proliferacdo de
linfocitos T e a liberacdo de citocinas derivadas de células T (DINGES et al., 2000). o-
hemolisina é uma proteina formadora de poros sollvel que tem atividades hemoliticas,
citoliticas, e dermonecroticas. Varios tipos de células humanas sdo afetados por a-hemolisina,
incluindo eritrocitos, linfocitos, mondcitos, macréfagos e células epiteliais. Semelhante a
maioria das proteinas secretadas por S. aureus, SE, TSST-1, e a-hemolisina sdo produzidos
principalmente durante a fase de pos-exponencial de crescimento e 0s seus niveis de
expressao sdo regulados pela interacdo de uma rede de reguladores.

Resultados experimentais demonstraram que as concentracGes subinibitorias de
antibiéticos podem diminuir a expressdo de fatores de viruléncia por S. aureus e de outras
espécies de bactérias (HACKER; OTT; HOF, 1993). Qiu et al. (2010) demonstrou por meio
de anélises de transcricdo, expressdo, e fenotipagem que as concentracdes subinibitorias de
eugenol, de forma dose-dependente, diminuiram a producdo de a-hemolisina, TSST-1, SEA,
SEB e em ambos S. aureus MSSA e MRSA. Somente o gene PVL teve uma diminuigéo de
expressdo génica no isolado 16A com o tratamento em concentragdo subinibitoria. Apesar do
gene PVL (Leucocidina de Panton-Valentine) ser raramente encontrado em isolados de
MRSA hospitalar, ttm-se demonstrado que cepas de HA-MRSA portadoras do SCCmec tipo
1l podem expressar PVL, ainda que em taxas de ocorréncia mais baixas que aquelas
encontradas em cepas comunitarias (AKOGLU et al., 2010; LI et al., 2011), como o isolado
16A. A semelhanca da a-hla (alfa-hemolisina), a PVL pertence a familia das B-PFTs (5-
barrel pore-forming toxins), proteinas de estrutura responsaveis pela formagdo de poros nas

membranas de células eucaridticas. Enquanto a a-hla forma poros normalmente hexaméricos
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ou heptaméricos, principalmente em hemacias, a PVL forma poros octaméricos,
principalmente em leucdécitos, sendo secretada em mon6meros solUveis que se unem para
formar um poro de alta conduténcia, levando ao desequilibrio idnico na célula e consequente
lise (MILES et al., 2002). O fato de EFPF inibir a expressdo dessas leucocidinas é importante
por que estas causam necrose tecidual e destruicdo de leucdcitos, e a maioria das cepas de
CA-MRSA portadoras desse gene estd associada a infeccbes de pele, principalmente
furdnculos e abcessos, mas pode também causar infeccdo tecidual necrotizante, pneumonia
fulminante e sepse grave.

O EFPF em concentracdo subinibitoria aumentou a expressdo dos genes em relacao
ao grupo veiculo, sendo o spa no tempo de 5 h, o icaR no tempo de 24 h e 0 icaC no tempo de
5 e 24 h. Também tem sido demonstrado que concentragdes subinibitdrias de antibioticos
podem influenciar a expressdo de importantes fatores de viruléncia bacteriano, tais como as
adesinas ou toxinas (BISOGNANO et al., 1997; HACKER; OTT; HOF, 1993; OHLSEN et
al. 1998; WU et al., 1995). S. aureus expressa proteinas de superficie especificas chamadas
adesinas (FOSTER; MCDEVITT, 1994a; FOSTER; MCDEVITT, 1994b, HOOK et al., 1989;
PATTI et al., 1994) que permitem que 0 organismo interaja especificamente com plasma ou
proteinas da matriz extracelular presentes em tecidos normais ou adsorvido em dispositivos
biomédicos. Bisognano et al.(1997) demonstrou que a expressdo de adesinas de fibronectina
por alguns mutantes de S. aureus altamente resistentes a quinolona pode ser aumentada
através do crescimento na presenca de niveis subinibitérios de ciprofloxacina. A capacidade
de ligacdo da Spa com diversas estruturas contribui para a aderéncia de S. aureus as variadas
superficies levando a sua persisténcia nas infec¢bes e a complicacbes dos quadros como
endocardite (NGUYEN; GHEBREHIWET; PEERSCHKE, 2000), formacdo de biofilmes em
cateteres (HENRY-STANLEY et al., 2011) ate mesmo em auséncia de PIA (MERINO et al.,
2009). O aumento da expressdo da proteina A no tempo de 5 h poderia ser um dos fatores que
levou a um aumento da aderéncia inicial deste isolado 16A a superficie e como consequéncia,
0 acimulo do biofilme e maior biomassa total formada. Pode ainda desencadear a cascata
pro-inflamatoria nas vias aéreas por ativagdo do receptor 1 de TNF-a (DAVID; DAUM,
2010).

O gene icaC também teve a sua expressao génica aumentada pela concentragédo
subinibitoria no isolado 16A. Rachid et al.(2000) analisaram a influéncia das concentracdes
subinibitdrias de antibidticos sobre a formacéo de biofilmes de S. epidermidis, e os resultados
indicaram que foi aumentada a expressdo do operon ica pela mistura de estreptograminas

quinupristina-dalfopristina e pela tetraciclina, utilizadas separadamente no tratamento das
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células em crescimento na formacdo de biofilme. Sob estas condi¢fes subinibitorias, a
transcricdo do operon ica foi induzida e, consequentemente, a formacdo de biofilmes. A
expressao do ica ndo foi induzida quando as concentragdes dos antibioticos foram aumentadas
para niveis mais elevados (> % CIM), sendo o crescimento bacteriano inibido. Todas estes
antibioticos sdo inibidores da sintese de proteina que atuam sobre o ribossomo bacteriano. Da
mesma forma, o aumento da expressdo do gene icaA levou a um aumento da massa total do
biofilme formado e também da formac&o de matriz polissacaridica.

Também houve a inibicdo da expressdo do 16s rRNA do isolado 16A tratado com a
concentracdo subinibitéria. A média da reducdo da expressdo génica em relacdo ao grupo
veiculo foi de 92,45 %. Assim como a tetraciclina, o EFPF na dose testada pode agir como
um bacteriostatico, ligando-se aos componentes maiores das subunidades ribossomais
bacterianas, o componente 16S (subunidade 30S) (SUTCLIFFE, 2005), ou interferindo com a
sintese de proteinas ribossomais, ou RNA necessario para expressdo deste ribossomo.

Paromomicina e neomicina sdo antibidticos aminoglicosidicos, que sdo eficazes
contra um numero de aerdbicos e anaerdbicos facultativos bacilos gram-positivos e
estafilococos (KOTRA; HADDAD; MOBASHERY, 2000; MINGEOT-LECLERCQ;
GLUPCZYNSKI; TULKENS, 1999). Ambos os antibidticos se ligam especificamente a
subunidade 30S ribossomal (VASQUEZ, 1979). Eles interagem com o 16S rRNA do
ribossomo, dentro de um circuito interno do local de decodificacdo (MOAZED; NOLLER,
1987; RECHT et al., 1999; SCHROEDER; WALDSICH; WANK, 2000). Ligacdo a essa
regido resulta em uma alteracdo conformacional das bases conservadas dentro do loop do site-
A, o que facilita a ligacdo de alta afinidade entre o rRNA do loop interno e os anéis de | e Il
do antibiético aminoglicosidico (FOURMY et al., 1996; FOURMY; YOSHIZAWA;
PUGLISI, 1998; OGLE et al., 2001). O antibiotico fortemente ligado contribui para a méa
leitura do codon e mé& tradugdo do mRNA. Além disso, Mehta e Champney (2002)
demonstraram que ambos 0s antibidticos inibiram a taxa de crescimento, o nimero de células
viaveis, e taxa de sintese de proteinas com concentra¢@es subinibitdrias de aproximadamente
50 %. Cada droga tambem mostrou uma inibic¢éo da formacao da subunidade 30S dependente
da concentracdo. O efeito inibitério sobre a formagdo da subunidade 30S de foi
aproximadamente equivalente ao efeito inibitorio destes antibidticos sobre a traducdo. A
inibicdo da montagem das particulas de 50S por inibidores translacionais do 50S ndo afeta a
sintese de particula 30S (CHAMPNEY, 2001). Ja o oposto pode nao ser verdade, pois em
concentragcdes mais elevadas de ambos os antibioticos, também foi observada uma inibicéo da

formacgdo de particulas 50S. Este efeito pode ser devido a inibicdo da sintese de 50S. A
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transcricdo de 16S rRNA precede a transcricdo de 23S e 5S rRNAs e concomitante a
montagem 30S precede a formacao de particulas 50S (NIERHAUS, 1982; NOMURA, 1973).
Inibicdo da sintese de 30S poderia ter um efeito negativo ndo especifico retardando a sintese
de 50S, sem um efeito direto do antibidtico. Ambos os aminoglicosideos se ligam com
especificidade apenas para a particula 30S e estimulam o erro de leitura sobre esta subunidade
(KOTRA; HADDAD, MOBASHERY, 2000; VASQUEZ, 1979).

Muitos trabalhos tém utilizado transcriptoma e as analises de proteoma em tentativas
de relacionar 0 modo de agdo dos antibidticos a todas as respostas das células ou a funcéo
celular do alvo do inibidor (DAVIES et al., 2006). Sdo muito diversas as alteragdes em perfis
de expressdo induzidas por diferentes antibidticos e essas mudancas podem ser detectadas em
uma ampla variedade de genes, as vezes, ndo ligados a funcdo alvo. Tais resultados podem
dificultar a identificacdo do efeito priméario do antibidtico, pois os alvos macromoleculares
dos antibidticos possuem interac6es funcionais com muitos outros processos celulares.

Atualmente tem-se demonstrado que o0s antibidticos exibem contrastantes
propriedades quando testados em baixas e em altas concentracdes, o que € chamado de
fendmeno de Hormese. Hormese tem sido um conceito controverso que foi inicialmente
aplicado para descrever os efeitos de doses baixas de radiacdo. No entanto, o termo agora é
usado para descrever geralmente respostas bioldgicas a sinais ambientais ou estresses que sdo
caracterizados por relacGes doses-respostas bifasicas, exibindo estimulacdo a baixa dose e
inibicdo em alta dose (CALABRESE; BALDWIN, 2002).

As respostas a diferentes tipos de inibidores podem ocorrer através de interaces
especificas entre droga/alvo ou efeitos sobre as respostas genéricas ao estresse. 1sso sugere
que os efeitos das concentracfes subinibitorias de antibidticos pode ter duas origens distintas:
uma associada com as funcGes essenciais do genoma e outro que envolve fungbes acessorias,
tais como a viruléncia, esporulacdo, e processos de desenvolvimento que apresentam papéis
essenciais na sobrevivéncia ambiental. Parece que a resposta do ndcleo genético é mediada
através da utilizagdo de alvos macromoleculares universais (ex.: ribossomo e a RNA
polimerase) como os receptores de moléculas pequenas, ao passo que as respostas dos genes
acessorios sdo mediadas atraves determinantes especificos da espécie, muitas vezes
codificadas por ilhas gendmicas, com ou sem o envolvimento das fun¢Bes do nudcleo genético.
Assim, as respostas de transcricdo variam de acordo com género bacteriano devido as
diferencas nas redes reguladoras (BALAZSI et al., 2005). Baixas concentracdes de produtos
vegetais, como o acido salicilico e quercetina, induzem alteracfes de transcricdo em bactérias

e retardam o crescimento em concentracdes mais elevadas (YIM et al., 2006).
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As moléculas de antibidticos ndo parecem agir atraves da ligacdo aos receptores de
proteinas especificas e afetando a atividade do promotor ao nivel do DNA. No entanto, eles
agem em receptores especificos (alvos dos antibidticos), que incluem macromoléculas
intracelulares como os ribossomos (VANBOGELEN; NEIDHARDT, 1990). Muitos estudos
tém demonstrado que as concentracdes subinibitérias de antibidticos sdo potentes
moduladores de transcricdo em células bacterianas (GOH et al., 2002;. NG et al., 2003;.
SHAW et al., 2003;. TSUI et al., 2004;. LIN et al., 2005). Mesmo quando um composto tem
como alvo uma macromolécula funcionalmente especifica, como os ribossomos, a modulagéo
por qualquer classe de composto ndo é Unica para qualquer um dos processos metabolicos.

Os mecanismos bioquimicos detalhados que fornecem a base da transcricdo
modulada por antibi6tico ainda ndo sdo totalmente conhecidos. As respostas de transcricao
sdo peculiares para a classe geral funcional do antibidtico. A resposta dos promotores
bacterianos as concentragdes subinibitorias de antibidticos é uma ferramenta potencialmente
poderosa para a descoberta de novos antibidticos. Talvez o mais importante resultado destes
estudos em curso é a demonstracdo de que todas as moléculas bioativas pequenas exibem
hormese, isto é, as diferentes respostas fenotipicas sdo dependentes da concentracdo de
molécula bioativas (CALABRESE, 2004). A principal atividade da maioria dos inibidores da
funcdo bacteriana é modular a transcricdo em concentragdes subinibitdrias.

Por ultimo, os ensaios de liberacdo de citocinas foram realizados para investigar a
influéncia do EFPF sobre a producdo de citocinas pelos macréfagos murinos J774,
estimulados com o sobrenadante das culturas de S. aureus tratadas com EFPF ou veiculo.
Fragmentos da parede celular de bactérias Gram positivas, bem como os peptidoglicanos e o
acido lipoteicdico da parede celular induzem a liberacdo de TNF-a, IL-1P, e IL-6 a partir da
cultura de macréfagos-mondcitos (BHAKDI et al., 1991; HEUMANN et al., 1994; KELLER
et al., 1992; MATTSSON et al., 1993, TIMMERMAN et al., 1993). O EFPF foi capaz de
modular a estimulacdo dos macrofagos na producdo de citocinas, dependendo das cepas e 0s
isolados e de qual citocina avaliada.

Para a IL-1 e IL-6, observa-se uma tendéncia de aumento da liberacdo dessas
interleucinas, ou seja, 0 extrato pode estar estimulando a bactéria a produzir uma quantidade
maior de exotoxinas ou rompendo as membranas das mesmas, com a liberacdo de
componentes da parede, como o &cido lipotecoico, o que levaria a maior estimulacdo dos
macrofagos a produzir e liberar no meio dessas interleucinas. Quanto a IL-10, uma citocina

anti-inflamatoria que inibe a ativacdo de macrdfagos por meio de mecanismos autdcrinos, 0s
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grupos tratados com EFPF ndo alteraram os niveis liberados da citocina pelos macr6fagos
apos estimulacdo, nao interferindo nesta via.

O EFPF diminui os niveis de TNF-o. ha maioria das cepas tratadas em relacdo ao
controle, provavelmente pela diminuicdo de fragmentos da parede celular que estimulariam a
resposta dos macréfagos ou por uma agdo anti-inflamatéria direta de compostos do EFPF que
passariam na filtragem e atuariam diretamente na inibicdo desta via nos macréfagos. O
peptideoglicano (PEG) e o acido lipoteicoico (LTA) séo os principais componentes da parede
bacteriana das bactérias gram-positivas e sdo descritos modulando a atividade de células
imunes (SCHWANDNER et al., 1999; WANG et al., 2003). O LTA é descrito como o
principal responsavel pela produgdo de TNF-o. em macrofagos expostos a bactérias gram-
positivas (SEO et al., 2008), além de estimular a producdo de ROS em mondcitos humanos
(LEVY et al., 1990) e células dendriticas de roedores (CHOI et al., 2008). O TNF-o possui
grande importancia durante a fase aguda da resposta inflamatéria & agentes patogénicos, como
o S. aureus, e estimula alteracdes fisiologicas que contribuem para eliminar agentes
infecciosos, controle do dano tecidual e ativacdo de processos de reparo. No entanto, niveis
elevados de TNF-a estdo associados a efeitos deletérios de infecgdes sistémicas graves como
a sepse.

As diversas respostas obtidas com o EFPF, em concentragdes inibitorias e
subinibitorias, foram influenciadas por diferentes mecanismos de agdo e diferentes alvos
bacterianos testados, e também avaliados em uma grande variedade de ensaios “in vitro”.
Assim, os resultados apresentados indicam que, o EFPF, como qualquer outro antibidtico,
deve ser utilizado em quantidades adequadas, a fim de evitar baixas concentragdes
subinibitdrias, que podem influenciar o padrdo de expressdo do gene de bactérias de uma
maneira desfavoravel (RACHID et al., 2000). Atualmente, a inibicdo de expressao de fatores
de viruléncia encontra aplicabilidade ampla nos mais diversos segmentos, que vdo da
utilizacdo como agente de prevencdo de contaminagdo em condicdes de preparo de alimentos,
terapéutica adjuvante no tratamento de infec¢bes diversas (topicas e em tecidos moles,
respiratdria, urinéria, sepse, sindrome do choque, enteroinfecgdes); e utilizagdo sinérgica com
antibidticos, resgatando antimicrobianos para 0s quais 0 uso clinico estava comprometido
devido ao desenvolvimento da resisténcia microbiana. Além disso, mais estudos devem ser
realizados para que seja elucidado o mecanismo de acdo desse promissor antimicrobiano,

assim como, deve-se identificar o(s) composto(s) bioativo(s).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos de atividade antimicrobiana de Phanera flexuosa (Moric.) L. P.
Queiroz, conhecida popularmente como escada de macaco, contra S. aureus multirresistentes,
permitem considerar esta planta como uma fonte natural para a identificagdo de novos
compostos bioativos, além de justificar o estudo desta planta medicinal frequentemente
utilizada pela populacdo com outros fins, reforcando a importancia de P. flexuosa como
fitoterapico no Brasil. Deste modo, novos estudos devem ser realizados para investigar a
composicdo quimica da planta, além de identificar os compostos bioativos e elucidar seus

mecanismos de acdo, bem como a sua toxicidade.
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Tabela 4. caracteristicas dos isolados selecionados para avaliacdo dos fatores de viruléncia.

Isolado Origem Morfologia Coagulase Catalase mecA femB Indice de
clinico (sitio de Producéo
isolamento) de
biofilme
162 Balanca Cocos em cachos + + + - 4,89
Gram+ - colonias
amarelo-rosadas,
bordas regulares,
superficie lisa,
brilhante e convexa
29 Painel de Cocos em cachos + + + _ 5,71
controledo  Gram + - colbnias
aparelho pequenas,
respirador esbranquicgadas,
bordas regulares
92 Magcaneta Cocos em cachos + + + - 9,59
dos leitos Gram+ - colbnias
02e03 pequenas amarelas
com bordas
regulares
112 Telefone Cocos em cachos + + + + 0,61

Gram+ - colbnias
pequenas amarelas
com bordas
regulares

indice de formacéo de biofilme = D.O. isolado/D.O. S. pyogenes, se menor ou igual a zero (ndo formador), se
menor que 1(baixo formador), se até 2(moderado formador), se até 3 (formador), se maior que 4 (altamente
formador) (CASSAT; LEE; SMELTZER, 2007).
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Tabela 5 - Protocolos de ciclos das reacdes de PCR

Genes avaliados T1 (°C)/Tempo T2 (°C)/tempo T3 Ciclos T4 (°C)

Desnaturacéo anelamento (°C)/tempo Extensdo
extensao final

fnbA 94/30 s 50/30 s 72/1 min 30 72

fnbB 94/30 s 50/30 s 72/1 min 30 72

a-hla 94/1 min 57/1 min 72/1min 35 72

PVL 94/1 min 57/1 min 72/1 min 35 72

sea 94/1 min 58/1 min 72/1 min 30 72

seb 94/2 min 55/2 min 72/2 min 30 72

sec 94/2 min 55/2 min 72/2 min 30 72

CflA 94/1 min 57/1 min 72/1 min 35 72

Spa 94/1 min 57/1 min 72/1min 35 72

16S S. aureus 95/1 min 55/1 min 72/1 min 45 72

icaA 94/1 min 51/1 min 72/1 min 35 72

icaB 94/1 min 59/1 min 72/1 min 35 72

icaC 94/1 min 56/1 min 72/1 min 35 72

icaD 94/1 min 60/1 min 72/1 min 35 72

icaR 94/1 min 56/1 min 72/1 min 35 72




ANEXO 3

Tabela 6. Protocolo das quantidades de reagentes por tipo de PCR (x1)
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Reagentes 16s fnbA/fnbB o-hla PVL sea seb sec CfIA Spa Ica’s
(pL)

Agua 12,3 14,1 14,1 141 141 141 141 141 14,1 14,55
Tampéo 2,5 2,5 2,5 25 25 25 25 25 25 25
MgCl, 1,0 0,75 0,75 075 0,75 075 0,75 075 0,75 0,75
dNTP 6,0 4,0 4,0 40 40 40 40 40 40 40
Primerl 0,5 0,5 0,5 05 05 05 05 05 05 05
Primer2 0,5 0,5 0,5 05 05 05 05 05 05 05
Taq 0,2 0,15 05 015 0,15 0315 0,15 015 015 0.2
cDNA/dna 2,0 2,5 2,5 25 25 25 25 25 25 20

Obs.: Cada reacéo foi padronizada com volume final de 25uL por amostra.
Concentracdo dos reagentes:

Tampédo (KCI 500 mM, TRIS 200 mM pH 8,4)

MgCl, (0,75 uL = 1,5 mM)

dNTP (50 mM de cada)

Primers fatores de viruléncia diluidos em escala de 20 pmol

Primers ica’s diluidos em escala de 50 pmol

Taq (1pL =5 unidades)



91

REFERENCIAS

ABD E.L.; NABI, O. M.; REISINGER, E. C.;REINTHALER, F. F.; STILL, F.; EIBEL, U.
E.; KREJS, G. J. Antimicrobial activity of Acacia nilotica (1L.) Willd. ex Del. var. nilotica
(Mimosaceae) J. Ethnopharmacol. v.37, n.1, p.77-9, 1992

ABU-SHANAB, B.; ADWAN, G.; JARRAR, N.; ABU-HIULEH, A.; ADWAN, K.
Antibacterial Activity of Four Plant Extracts Used in Palestine in Folkloric Medicine against
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Turk J Biol., v. 30, p. 195-198, 2006

AKINPELU, D.A. Antimicrobial activity of Anacardium occidentale bark Fitoterapia v.
72, p. 286-287, 2001.

AKOGLU H, ZARAKOLU P, ALTUN B, UNAL S. Epidemiological and molecular
characteristics of hospital-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains
isolated in Hacettepe Universty Adult Hospital in 2004-2005 Mikrobiyol Bul. , v. 44, n.3, p.
343-355, 2010

AMRUTKAR, P. P.; REGE, M. D.; CHEN, H.; LAROCCO, M. T.; GENTRY, L. O,
GAREY, K. W. Comparison of Risk Factors for Candidemia Versus Bacteremia in
Hospitalized Patients Infection, v. 34, n. 6, p. 322-327, 2006

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Projeto de implantacdo da Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude. Termo de
cooperacdo ANVISA/OPAS. Versédo 1.3. 2005.

APPELBAUM, P. C. MRSA — the tip of the iceberg. Clin. Microbiol. Infect., v. 12 (Suppl
2), p. 3-10, 2006

ARCHER, G. L. Staphylococcus aureus: a well-armed pathogen. Clin. Infect. Dis., v. 26, p.
1179-1181, 1998

ARCIOLA, C. R.; BALDASSARRI, L.; MONTANARO, L. Presence of icaA and icaD
genes and slime production in a collection of staphylococcal strains from catheter-associated
infections. J. Clin. Microbiol. v. 39, p. 2151-2156, 2001

ARRUDA, V. M. Avaliagdo farmacologica das atividades anti-inflamatdria, analgésica e
anti-ucerogénica do fitoterapico Sanativo®. 2008. 82f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Universidade Federal do Pernambuco, Pernambuco. 2008.

ATANASSOVA, V.; MEINDL, A.; RING, C. Prevalence of Staphylococcus aureus and
staphylococcal enterotoxins in raw pork and uncooked smoked ham — a comparison of
classical culturing detection and RFLP-PCR International Journal of Food Microbiology,
v. 68, p.105-113, 2001.

ATSHAN, S. S.; SHAMSUDIN, M. N.; LUNG, L. T. T.; LING, K. H.; SEKAWI, Z.; PEI
PEI, C.; GHAZNAVI-RAD, E. Improved method for the isolation of RNA from bacteria


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Abd+el+Nabi+OM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Reisinger+EC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Reinthaler+FF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Still+F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Eibel+U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Krejs+GJ%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Ethnopharmacol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ako%C4%9Flu%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zarakolu%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Altun%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Unal%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=akoglu%202010%20SCCmec
http://www.springerlink.com/content/?Author=P.+P.+Amrutkar
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+D.+Rege
http://www.springerlink.com/content/?Author=H.+Chen
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+T.+LaRocco
http://www.springerlink.com/content/?Author=L.+O.+Gentry
http://www.springerlink.com/content/?Author=K.+W.+Garey
http://www.springerlink.com/content/0300-8126/34/6/

92

refractory to disruption, including S. aureus producing biofilm Gene, v. 494, p. 219-224,
2012

BAQUERO, F.; BLAZQUEZ, J. Evolution of antibiotic resistance, Tree, v. 12, p. 482-487,
1997.

BALABAN, N.; RASOOLY, A. Staphylococcal enterotoxins Int. J. Food Microbiol., v. 61,
p.1-10, 2000

BALAZSI, G., BARABASI, A. L., OLTAVAI, Z. N. “Topological units of environmental
signal processing in the transcriptional regulatory network of Escherichia coli”. In:
Proceedings of National Academy of Science, v. 102, n. 22, p. 7841-7846, 2005

BARATA, L. E. S. Fitoterapicos. Disponivel em: <http://www.herbario.com.br>. Acesso
em: 12 nov. 2010

BAYLES, K. W.; IANDOLO, J. Genetic and molecular analyses of the gene encoding
staphylococcal enterotoxin D Journal of Bacteriology, v. 171, v. 9, p. 4799-4806, 1989

BEAUME, M.; HERNANDEZ, D.; DOCQUIER, M.; DELUCINGE-VIVIER, C.,
DESCOMBES, P.; FRANCOIS, P. Orientation and expression of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus small RNAs by direct multiplexed measurements using the nCounter
of NanoString technology Journal of Microbiological Methods, v. 84, p. 327-334, 2011

BECK G.; PUCHELLE, E.; PLOTKOWSKI, C.; PESLIN, R. Effect of growth on surface
charge and hydrophobicity of Staphylococcus aureus Ann Inst Pasteur Microbiol., v. 139, p.
655-64, 1988

BERNARDO, K.; PAKULAT, N.; FLEER, S.; SCHNAITH, A.; UTERMOHLEN, O
KRUT, O.; MULLER. S.; KRONKE, M. Subinhibitory concentrations of linezolid reduce
Staphylococcus aureus virulence factor expression. Antimicrob Agents Chemoter., v. 48, n.
2, p. 546-55, 2004.

BHAKDI, S.; KLONISCH, T.; NUBER, P.; FISCHER, W. Stimulation of monokine
production by lipoteichoic acids Infect. Immun., v. 59, p. 4614-4620, 1991

BHATIA, A; ZAHOOR, S. Staphylococcus aureus enterotoxins: A Review Journal Of
Clinical and Diagnostic Research, v.1, n. 2, p. 188-197, 2007.

BHATTARAM, A. V.; GRAEF, U.; KOHLERT, C. Pharmacokinetics and Bioavailability of
Herbal Medicinal Products Phytomedicine, n. 9, supl. 11, p. 1-33, 2002.

BIANCO, E. M.; SANTOS, C. A. M Substancias isoladas das folhas de Bauhinia
microstachya (Raddi) Macbr. (Caesalpiniaceae) Revista Brasileira de Farmacognosia, V.
13, n. 2, p. 93-99, 2003.

BISOGNANO, C.; VAUDAUX, P. E.; LEW, D. P.; NG, E. Y. W.; HOOPER, D. C.
Increased Expression of Fibronectin-Binding Proteins by Fluoroquinolone-Resistant
Staphylococcus aureus Exposed to Subinhibitory Levels of Ciprofloxacin Antimicrobial
Agents Chemother., v. 41, n. 5, p. 906-913, 1997


http://www.herbario.com.br/index.htm

93

BIZZARRO, M. J.; GALLAGHER, P. G. Antibiotic-Resistant Organisms in the Neonatal
Intensive Care Unit Semin Perinatol, v. 31, p. 26-32, 2007.

BOLES, B. R.; HORSWILL, A. R. Staphylococcal biofilm disassembly Trends in
Microbiology, v. 19, n. 9, p. 449-455, 2011

BOMONO R.A.; SZABO, D. Mechanisms of multidrug resistance in Acinetobacter species,
Pseudomonas aeruginosa Clin Infect Dis, v. 43, p. 49-56, 2006

BORG, M.A.; ZERAFA, R.; MORRISON, D.; CUSCHIERI, P. Incidence of glycopeptide
heterointermediate Staphylococcus aureus strains in Maltese hospitals. Clin. Microbiol.
Infect., v. 11, p. 405407, 2005

BOYCE, J. M. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus in hospitals and long-term care
facilities: microbiology, epidemiology, and preventive measures Infect. Control Hosp.
Epidemiol., v. 13, p. 725-737, 1992

BOYCE, J.M.; POTTER-BYNOE, G.; CHENEVERT, C. Envirommental contamination due
to methicillin-resistant Staphylococcus aureus: Possible infection control implications. Infect.
Control Hosp. Epidemiol., v. 18, p. 622-627, 1997

BRASIL. Portaria n° 2616 de 12 de maio de 1998. Diretrizes e normas para a prevencao e
controle das infeccBes hospitalares. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia,DF, 13 de maio de 1998.

BRASIL A fitoterapia no SUS e o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da
Central de Medicamentos / Ministério da Salde, Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e
Insumos Estratégicos, Departamento de Assisténcia Farmacéutica. — Brasilia : Ministério da
Saude, 2006.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Dispde
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos. Diario Oficial da Unido. Brasilia, DF, 18 de
marc¢o de 2004

BRITES, C.; SILVA, N.; SAMPAIO-SA, M. Temporal evolution of the prevalence of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a tertiary hospital in Bahia, Brazil: a nine-year
evaluation study Braz. J. Infect. Dis., v. 10, n. 4, p. 235-38, 2006

BRYERS, J. D. Medical Biofilms Biotechnology and Bioengineering, v. 100, n. 1, p. 1-18,
2008

BURKE, F. M.; MCCORMACK, N.; RINDI, S.; SPEZIALE, P.; FOSTER, T. J. Fibronectin-
binding protein B variation in Staphylococcus aureus BMC Microbiology, v.10, n.160, p. 1-
15, 2010

BUYNAK J.D. The discovery and development of modified penicillin and cephalosporin-
derived beta-lactamase inhibitors Curr Med Chem, v. 11, p. 1951-64, 2004

CALABRESE, E.; BALDWIN, L. Defining hormesis Hum Exp Toxicol., v. 21, p. 91-97,
2002



94

CALABRESE E. J. Hormesis: from marginalization to mainstream: a case for hormesis as the
default dose-response model in risk assessment. Toxicol Appl Pharmacol., v. 197, n. 2, p.
125-36, 2004

CALDERQN-MONTANO, JM.. BURGOS-MORON, E.. PEREZ-GUERRERO, C.
LOPEZ-LAZARO, M. A Review on the Dietary Flavonoid Kaempferol Mini-Reviews in
Medicinal Chemistry, v. 11, p. 298-344, 2011

CAMPOS, G. B.; SOUZA, S. G.; LOBAO, T. N.; DA SILVA, D. C. C.; SOUSA, D. S.;
OLIVEIRA, P. S.; SANTOS, V. M.; AMORIM, A. T.; FARIAS, S. T.; CRUZ, M. P,
YATSUDA, R.; MARQUES, L. M. Isolation, molecular characteristics and disinfection of
methicillin resistant Staphylococcus aureus from ICU units of two public hospitals in Vitoria
da Conquista, Bahia, Brazil Journal of Hospital Infection, 2012 (em publicacéo)

CARDOSO, H. T.; SANTOS, M. L. Estudos sobre a presenca de antibi6ticos nos vegetais.
Bras Med, Séao Paulo, v. 62, p. 67-70, 1948.

CARDOSO L. S.; ARAUJO, M. L; GOES, A. M.; PACIFICO, L. G.; OLIVEIRA, R. R;;
OLIVEIRA, S.C. Polymyxin B as inhibitor of LPS contamination of Schistosoma mansoni
recombinant proteins in human cytokine analysis. Microb Cell Fact; v. 6, p. 1-5, 2007

CASAGRANDE PROIETTI, P.; COPPOLA, G.; BIETTA, A.; MARENZONI, M. L,
HYATT, D. R.; COLETTI, M.; PASSAMONTI, F. Characterization of genes encoding
virulence determinants and toxins in Staphylococcus aureus from bovine milk in Central Italy
Journal of Veterinary Medical Science v. 72, n. 11 p. 1443-1448, 2010

CASSAT, J.E.; LEE, C.Y.; SMELTZER, M.S. Investigation of biofilm formation in clinical
isolates of Staphylococcus aureus Methods Mol Biol. v. 391, p. 127-44, 2007

CATHERINE, A. M. R.; STACY, L. V. A,; XIAOTIAN, T. Z;; ANNE, M. P. R,
SUSANNA, A. A day in the life of Nebulizer: Surveillance for bacterial growth in nebulizer
equipment of children with cystic fibrosis in the Hospital Setting. Respiratory Care, v. 52,
n.3, 258-262, 2007.

CAVALCANTE, A. L. F. A. Plantas medicinais e saude bucal: estudo etnoboténico,
atividade antimicrobiana e potencial para interacdo medicamentosa. 2010. 210f.
Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.
2010.

CECHINEL FILHO, V. Chemical Composition and Biological Potential of Plants from the
Genus Bauhinia Phytotherapy Research, v. 23, p. 1347-1354, 2009

CELEGHINI, R. M. S.; VILEGAS, J. H. Y.; LANCAS, F. M. Extraction and quantitative
HPLC analysis of coumarin in hydroalcoholic extracts of Mikania glomerata Spreng
(“guaco”) leaves. Journal of Brazilian Chemical Society, v. 12, p. 706-709, 2001

CEGELSKI, L., G. R. MARSHALL, G. R. ELDRIDGE, and S. J. HULTGREN. The biology
and future prospects of antivirulence therapies. Nat. Rev. Microbiol. 6:17-27, 2008


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Calabrese%20EJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cassat%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20CY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smeltzer%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18025674
http://jbcs.sbq.org.br/jbcs/jbcsonline.html

95

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION Staphylococcus aureus
resistant to vancomycin-United States. Morb Mortal Wkly Rep MMWR, v. 51, p. 565-567,
2002

CHAMBERS, H. F. The changing epidemiology of Staphylococcus aureus Emerging Infect
Dis; v. 7, p. 178-182, 2001

CHAMBERS, H. F.; DeLEO, F. R. Reemergence of antibiotic-resistant Sthapylococcus
aureus in the genomics era The journal of clinical investigation, v. 119, p. 2464-2474, 2009

CHAMPNEY, W. S. Bacterial ribosomal subunit synthesis: a novel antibiotic target. Curr.
Drug Targets-Infect. Disorders, v. 1, p. 19-36, 2001

CHOI, E.J.; KO, H.H.; LEE, M.\W.; BANG, H.; LEE, C.S. Inhibition of activated responses
in dendritic cells exposed to lipopolysaccharide and lipoteichoic acid by diarylheptanoid
oregonin Int. Immunopharmacol., v. 8, n. 5, p. 748-755, 2008.

CHOPRA 1.; HESSE L.; O’NEIL, L. A. J. Exploiting current understanding of antibiotic
action for discovery of new drugs Symp Ser Soc Appl Microbiol, v. 31, p. 4-15, 2002

CLEVELAND J., MONTVILLE T.J., NES I.F., CHIKINDAS M.L Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food preservation Int J Food Microbiol, v. 71, p. 1-20, 2001

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE Methods for dilution
antimicrobial susceptibility test for bacteria that grow aerobically, seventh edition.
Approved standard M7-A8 CLSI, Wayne, PA, 2009; 65 p.

COELHO, L. R.; SOUZA, R. R.; FERREIRA, F. A.; GUIMARAES, M. A.; FERREIRA-
CARVALHO, B. T.; FIGUEIREDO, A. M. agr RNAIII divergently regulates glucose-
induced biofilm formation in clinical isolates of Staphylococcus aureus. Microbiology. v.
154, n. 11, p. 3480-90, 2008.

COLQUE-NAVARRO, P., PALMA, M., SODERQUIST, B., FLOCK, J.,, MOLLBY R.
Antibody Responses in Patients with Staphylococcal Septicemia against Two Staphylococcus
aureus Fibrinogen Binding Proteins: Clumping Factor and an Extracellular Fibrinogen
Binding Protein Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 7, n. 1, p. 14-20,
2000

COSTERTON, J. W.; LEWANDOWSKI, Z.; CALDWELL, D. E.; KORBER, D. R;
LAPPIN-SCOTT, H. M. Microbial biofilms Annu. Rev. Microbiol., v. 49, p. 711-745, 1995

COSTERTON, J. W.; STEWART, P. S.; GREENBERG, E. P. Bacterial biofilms: a common
cause of persistent infections Science, v. 284, p. 1318-1322, 1999

COUTINHO, M. A. S.; MUZITANO, M. F.; COSTA, S. S. Flavondides: Potenciais agentes
terapéuticos para o processo inflamatorio. Revista Virtual de Quimica, v. 3, n. 1, 2008.
Disponivel em: <http://www.uff.br/RVQ>. Acesso em: 19 set. 2011.



http://www.uff.br/RVQ

96

CRAMTON, S. E.; GERKE, C.; SCHNELL, N. F.; NICHOLS, W. W.; GOTZ, F. The
intercellular adhesion (ica) locus is present in Staphylococcus aureus and is required for
biofilm formation. Infect. Immun., v. 67, p. 5427-5433, 1999.

CRAMTON, S. E.; ULRICH, M.; GOTZ, F.; DORING, G.. Anaerobic conditions induce
expression of polysaccharide intercellular adhesin in Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis. Infect. Immun., v. 69, p. 4079-4085, 2001

CUE, D.; LEI, M. G.; LUONG, T. T., KUECHENMEISTER, L.; DUNMAN, P.M,;
O’DONNELL, S.; ROWE, S.; O’GARA, J. P.; LEE, C. Y. Rbf Promotes Biofilm Formation
by Staphylococcus aureus via Repression of icaR, a Negative Regulator of icaZADBC Journal
Of Bacteriology, v. 191, n. 20, p. 6363-6373, 2009

CULLMANN, W.; SCHLUNEGGER, H. Influence of exogenous factors and antibiotics on
the cytoplasmic membrane proteins of Staphylococcus aureus. Chemotherapy, v. 38, p. 211-
7,1992

CUSHNIE, T. P. T.; LAMB, A. J. Antimicrobial activity of flavonoids International
Journal of Antimicrobial Agents, v. 26, p. 343-356, 2005

DAVID, M. Z.; DAUM, R. S. Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus: Epidemiology and Clinical Consequences of an Emerging Epidemic Clinical
Microbiology Reviews, v. 23, n. 3, p. 616-687, 2010

DAVIES, D. G.; PARSEK, M. R.; PEARSON, J. P.; IGLEWSKI, B. H.; COSTERTON, J.
W.; GREENBERG, E. P. The involvement of cell-to-cell signals in the development of a
bacterial biofilm. Science, v. 280, p. 295-298, 1998

DAVIES J.; SPIEGELMAN, G.B.; YIM, G. The world of subinhibitory antibiotic
concentrations Curr Opin Microbiol. v. 9, n. 5, p. 445-53, 2006

DAVIS, J. S. Management of bone and joint infections due to Staphylococcus aureus
Internal medicine journal, v. 35, n. 2, p. S79-96, 2005

DE BEER, D.; STOODLEY, P.; LEWANDOWSKI, Z. Liquid flow in heterogeneous
biofilms Biotechnol. Bioeng., v. 44, p. 636-641, 1994

DE LIMA, M. R.; DE SOUZA LUNA, J.; DOS SANTOS, A. F.; DE ANDRADE, M.C,;
SANT'ANA, A.E.; GENET, J.P.; MARQUEZ, B.; NEUVILLE, L.; MOREAU, N. Anti-
bacterial activity of some Brazilian medicinal plants J Ethnopharmacol., v. 21, n. 105(1-2),
p. 137-47, 2006

DE MARCO, C. E.; CUSHING, L. A.; FREMPONG-MANSO, E. Efflux-related resistance
to norfloxacin, dyes, and biocides in bloodstream isolates of Staphylococcus aureus
Antimicrob Agents Chemoter., v. 51, p. 3235-3239, 2007.

DIEKEMA, D. J.; PFALLER, M. A.; SCHMITZ, F. J.;, SMAYEVSKY, J.; BELL, J;
JONES, R. N.; BEACH, M. Survey of infections due to Staphylococcus species: frequency of
occurrence and antimicrobial susceptibility of isolates collected in the United States, Canada,
Latin America, Europe, and the Western Pacific region for the SENTRY Antimicrobial


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Spiegelman%20GB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yim%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Lima%20MR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Souza%20Luna%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22dos%20Santos%20AF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Andrade%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sant'Ana%20AE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Genet%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marquez%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neuville%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreau%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16356672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Diekema%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pfaller%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schmitz%20FJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smayevsky%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bell%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jones%20RN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beach%20M%22%5BAuthor%5D

97

Surveillance Program,1997-1999. Clinical Infectious Diseases 32(Suppl. 2):S114-S132,
2001

DINGES, M. M.; ORWIN, P. M.; SCHLIEVERT, P. M. Exotoxins of Staphylococcus aureus
Clinical Microbiology Reviews, v. 13, n.1, p. 16-34, 2000

DONLAN, R. M. J.; COSTERTON, W. Biofilms: Survival Mechanisms of Clinically
Relevant Microorganisms Clinical Microbiology Reviews, v. 15, p. 167-193, 2002

DREES, M.; SNYDMAN, D.R.; SCHMID, C.H.; BAREFOOT, L.; HANSJOSTE, N. K.;
VUE, P.M.; Prior environmental contamination increases the risk of acquisition of
vancomycin-resistant enterococci. Clin Infect Dis., v. 46, n. 5, p. 678-85, 2008

DUARTE, J. C.; CRUZ, M. P.; S. FILHO, A. O.; SILVA, F. G.; SANTOS, H. C. R.; SILVA,
N. R. A.;; MARQUES, L. M.; YATSUDA, R. Estudo etnofarmacoldgico e etnobotanico das
plantas medicinais na regido do semiarido da Bahia. In: XX Internacional Congress of
Ethnopharmacology e XX Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil, 2008, S&do Paulo. XX
Internacional Congress of Ethnopharmacology e XX Simpésio de Plantas Medicinais do
Brasil, 2008. p. 03.032.

DUARTE, M. C. T. Atividade Antimicrobiana de Plantas Medicinais e Aromaticas Utilizadas
no Brasil. Multiciéncia: construindo a histéria dos produtos naturais, v. 7, 2006.

DUARTE, C.O.; LENCASTRE, H. Multiplex PCR Strategy for Rapid Identification of
Structural Types and Variants of the mec Element in Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus Antimicrob Agents Chemother, v. 46, p. 2155-61, 2002

DUARTE, S.; KOO, H.; BOWEN, W. H.; HAYACIBARA, M. F.; CURY, J. A,; IKEGAKI,
M.; ROSALEN, P. L. Effect of a Novel Type os Propolis and Its Chemical Fraction on
Glucosyltransferases and on Growth and Adherence of Mutans Streptococci. Biological &
Pharmaceutical Bulletin, v. 26, n. 4, p. 527-531, 2003

ENGEL, I. C.; FERREIRA, R. A.; CECHINEL-FILHO, V.; SILVA, C. M. Controle de
qualidade de drogas vegetais a base de Bauhinia forficata Link (Fabaceae) Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 18, n.2, p. 258-264, 2008

ENRIGHT, M. C.; ROBINSON, D. A.; RANDLE, G.; FEIL, E. J.; GRUNDMANN, H.;
SPRATT, B. G. The evolutionary history of methicilin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) Proc Natl Acad Sci USA, v. 99, p. 7687-92, 2002

ERSON K.L. Is bacterial resistance to antibiotic an appropriate example of evolutionary
change? CRSQ); 41: 318-26, 2005

ESTEVAM, C. S. Estudo fitoquimica biomonitorado da entrecasca de Maytenus rigida
Mart. (Celastraceae). 2006. 198f. Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Alagoas,
Maceio. 2006.

EUZEBY, J. P. List of Bacterial names with Standing in Nomenclature. 2005. Disponivel em:
<http://www.bacterio.cict.fr/s/staphylococcus.html>. Acesso em: 19 fev. 2012.




98

FALCAO, E. P. S.; SILVA, N. H.; GUSMAOQ, N. B.; RIBEIRO, S. M.; HONDA, N. K;;
PEREIRA, E. C. Atividade antimicrobiana de compostos fendlicos do liquen Heterodermia
leucomela (L.) Poelt. Acta farmacéutica bonaerense, v. 21, n. 1, 2002.

FAUCI, A.S. Infectious diseases: considerations for the 21 century Clin. Infect. Dis. V. 32,
p. 675-85, 2001

FEHER, M.; SCHMIDT, J. M. Property Distributions: Differences between Drugs, Natural
Products and Molecules from Combinatorial Chemistry. Journal of Chemical Informatics
and Computer Science, n. 1, v. 43, 2003.

FEY, P. D.; SAID-SALIM, B.; RUPP, M. E.; HINRICHS, S. H.; BOXRUD, D. J.; DAVIS,
C. C.; KREISWIRTH, B. N.; SCHLIEVERT, P. M. Comparative Molecular Analysis of
Community or Hospital-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Antimicrob
Agents Chemother, v. 47, p. 196-203, 2003

FLUCKIGER, U.; ULRICH, M.; STEINHUBER, A.; DORING, G.; MACK, D
LANDMANN, R.; GOERKE, C.; WOLZ, C. Biofilm Formation, icaADBC Transcription,
and Polysaccharide Intercellular Adhesin Synthesis by Staphylococci in a Device-Related
Infection Model Infection and Immunity, v. 73, n. 3, p. 1811-1819, 2005

FOSTER, T. J.; MCDEVITT, D. Surface-associated proteins of Staphylococcus aureus: their
possible roles in virulence. FEMS Microbiol. Lett., v. 118, p. 199-206, 1994a

FOSTER, T. J.; MCDEVITT, D.. Molecular basis of adherence of staphylococci to
biomaterials, p. 31-44. In: A. L. Bisno and F. A. Waldvogel (ed.), Infections associated with
indwelling medical devices. American Society for Microbiology, Washington, D.C., 1994b

FOURMY, D.; RECHT, M. I.; BLANCHARD, S. C.; PUGLISI, J. D. Structure of the A site
of Escherichia coli 16S ribosomal RNA complexed with an aminoglycoside antibiotic.
Science, v. 274, p. 1367-1371, 1996

FOURMY, D., YOSHIZAWA, S.; PUGLISI, J. D. Paromomycin binding induces a local
conformational change in the A-site of 16 S rRNA. J. Mol. Biol., v. 277, p. 333-345, 1998

FOWLER, V. G.; JR.,P. D.; FEY, L. B.; RELLER, A. L.; CHAMIS, G. R.; COREY, RUPP,
M. E. The intercellular adhesin locus ica is present in clinical isolates of Staphylococcus
aureus from bacteremic patients with infected and uninfected prosthetic joints. Med.
Microbiol. Immunol., v. 189, p. 127-131, 2001

GAD, G. F. M.; EL-FEKY, M. A.; EL-REHEWY, M. S.; HASSAN, M. A.; ABOLELLA, H;
EL-BAKY, R. M. A. Detection of icaA, icaD genes and biofilm production by
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis isolated from urinary tract
catheterized patients Journal Infectious Development Countries, v. 3, n.5, p. 342-351, 2009

GEMMELL, C. G. Antibiotics and the expression of staphylococcal virulence. J.
Antimicrob. Chemother., v. 36, p. 283-291, 1995

GERKE, C.; KRAFT, A.; SUSSMUTH, R.; SCHWEITZER, O.; GOTZ, F. Characterization
of the N-acetylglucosaminyltransferase activity involved in the biosynthesis of the



99

Staphylococcus epidermidis polysaccharide intercellular adhesin J. Biol. Chem., v. 273, p.
18586-18593, 1998

GIBBONS, S. Anti-staphylococcal plant natural products Natural Products Report v. 21, p.
263-277, 2004.

GIBBONS, S.; OLUWATUYI, M.; KAATZ, G.W. A novel inhibitor of multidrug efflux
pumps in Staphylococcus aureus Journal Antimicrobial and Chemotherapy, v. 51, p. 13—
17, 2003

GILLET, Y. et al. Association between Staphylococcus aureus strains carrying gene for
Panton-Valentine leukocidin and highly lethal necrotizing pneumonia in young
immunocompetent patients Lancet, v. 359, n. 9308, p.753-759, 2002.

GOH, E. B.; YIM, G.; TSUI, W.; MCCLURE, J.; SURETTE, M. G.; DAVIES, J.
Transcriptional modulation of bacterial gene expression by subinhibitory concentrations of
antibiotics Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 99, p. 17025-17030, 2002

GOLD H. S.; MOELLERING R. C. Antimicrobial-drug resistance. N Engl J Med; v. 335, p.
1445-53, 1996

GORDON, R. J.; LOWY, F. D. Pathogenesis of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
infection Clin Infect Dis, v. 46, S350-9, 2008

GOTTLIEB, O. R; KAPLAN, M. A; BORIN, M. R. Biodiversidade: um enfoque quimico-
bioldgico. Rio de Janeiro: UFRJ, 1996.

GUIMARAES, D. 0., MOMESSO, L. S.; PUPO, M. T. Antibidticos: Importancia
Terapéutica e Perspectivas Para a Descoberta e Desenvolvimento de Novos Agentes Quimica
Nova, v. 33, n.3, p. 667-679, 2010

HACKER, J.; OTT, M.; HOF, H. Effects of low, subinhibitory concentrations of antibiotics
on expression of virulence gene cluster of pathogenic Escherichia coli by using a wild-type
gene fusion. Int. J. Antimicrob. Agents, v. 2, p. 263-270, 1993

HAO, G.; ZHANG, D.; ZHANG, M.; GUO, L.; LI, S. Phylogenetics of Bauhinia subgenus
Phanera (Leguminosae: Caesalpinioideae) based on ITS sequences of nuclear ribosomal
DNA Bot. Bull. Acad. Sin., v. 44, p. 223-228, 2003

HASLAM, E. Natural polyphenols (vegetable tannins) as drugs: possible modes of action.
Journal of Natural Products, v. 59, p. 205-215, 1996

HEILMANN, C.; HUSSAIN, M.; PETERS, G.; GOTZ, F. Evidence for autolysin-mediated
primary attachment of Staphylococcus epidermidis to a polystyrene surface. Mol. Microbiol.,
V. 24, p. 1013-1024, 1997

HENRY-STANLEY, M. J.; SHEPHERD, M. M.; WELLS, C. L.; HESS, D. J. Role of
Staphylococcus aureus Protein A in Adherence to Silastic Catheters Journal Surgical
Research v. 167, n. 1, p. 9-13, 2011



100

HEUMANN, D.; BARRAS, C.; SEVERIN, A.; GLAUSER, M. P.; TOMASZ, A. Gram-
positive cell walls stimulate synthesis of tumor necrosis factor alpha and interleukin-6 by
human monocytes Infect. Immun., v. 62, p. 2715-2721, 1994

HIGUCHI W.; TAKANO T.; TENG L. J.; YAMAMOTO T. Structure and specific detection
of staphylococcal cassette chromosome mec type VII. Biochemical Biophysics Research
Communications v. 377, n.3 p. 752-6, 2008

HIRAMATSU, K.; HANAKI, H.; INO, T. Mehicillin resistant Staphylococcus aureus
clinical strain with reduced vancomycin susceptibility J Antimicrob Chemother, v. 40, p.
135-136, 1997.

HIRAMATSU, K.; CUI, L; KURODA, M.; ITO, T. The emergence and evolution of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Trends Microbiol. 9:486-493, 2001

HIRAMATSU, K.; OKUMA, K.; MA, X. X.; YAMAMOTO, M.; HORI, S.; KAPI, M New
trends in Staphylococcus aureus infections: glycopeptide resistance in hospital and methicillin
resistance in the community Current Opinion Infectious Diseases, v. 15, p. 407-413, 2002

HOOK, M.; SWITALSKI, L. M.; WADSTROM, T.; LINDBERG, M. Interactions of
pathogenic microorganisms with fibronectin, p. 295-308. In: D. F. Mosher (ed.),
Fibronectin. Academic Press, Inc., San Diego, Calif., 1989

HOOPER, D.C. Pumps, nosocomial antibiotic resistance: a primer for hospital epidemiology
Clin Infect Dis, v. 40, p. 1811-17, 2005

HUANG S.S.; PLATT, R. Risk of methicillin-resistant Staphylococcus aureus infection after
previous infection or colonization Clin. Infect. Dis., v. 36, p. 281-285, 2003

HULETSKY, A.; GIROUX, R.; ROSSBACH, V.; GAGNON, M.; VAILLANCOURT, M;
BERNIER, M.; GAGNON, F.; TRUCHON, K.; BASTIEN, M.; PICARD, F. J.; VAN
BELKUM, A.; OUELLETE, M. M.; ROY, P. H.; BERGERON, M.G. New Real-Time PCR
Assay for Rapid Detection of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Directly from
Specimens Containing a Mixture of Staphylococci Journal of Clinical Microbiology, v. 42,
n. 5, p. 1875-1884, 2004

ITO T.; MA, X.X.; TAKEUCHI, F.; OKUMA, K.; YUZAWA, H.; HIRAMATSU, K. Novel
type V staphylococcal cassette chromosome mec driven by a novel cassette chromosome
recombinase, ccrC. Antimicrob Agents Chemother, v. 48, p. 2637-51, 2004

JACOBY G. A. Mechanisms of resistance to quinolones Clin Infect Dis, v. 41, p. 120-26,
2005

JACOBSSON, G. Invasive Staphylococcus aureus infections — tese - Department of
Infectious Diseases, Institute of Biomedicine Sahlgrenska Academy University of
Gothenburg, Sweden, 2009

JORGE, L. I. F.; SILVA, G. A,; FERRO, V. 0. Diagnose laboratorial dos frutos de
Anacardium occidentale L. (caju). Revista Brasileira Farmacognosia, v. 5, p. 55-69, 1996


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Higuchi%20W%22%5bAuthor%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Takano%20T%22%5bAuthor%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teng%20LJ%22%5bAuthor%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamamoto%20T%22%5bAuthor%5d

101

JOSEFSSON, E.; HARTFORD, O.; O’BRIEN, L.; PATTI, J. M.; FOSTER, T. Protection
against Experimental Staphylococcus aureus Arthritis by Vaccination with Clumping Factor
A, a Novel Virulence Determinant The Journal of Infectious Diseases, v. 184, p. 1572-80,
2001

KATAYAMA, Y.; ITO, T.; HIRAMATSU, K. A new class of genetic element,
staphylococcus cassette chromosome mec, encodes methicillin resistance in Staphylococcus
aureus. Antimicrob Agents Chemother., v. 44, p. 1549-1555, 2000

KAYABAS, U.; BAYRAKTAR, M.; OTLU, B.; UGRAS, M.; ERSOY, Y.; BAYINDIR, Y.
An outbreak of Pseudomonas aeruginosa because of inadequate disinfection procedures in a
urology unite: A pulsedfield gel electrophoresis — based epidemiologic study. Am J Infect
Control. v. 36, n.1, p. 33-8, 2008

KELLER, R.; FISCHER, W.; KEIST, R.; BASSETTI, S. Macrophage response to bacteria:
induction of marked secretory and cellular activities by lipoteichoic acids. Infect. Immun., v.
60, p. 3664-3672, 1992

KIKUCHI, T.; NAGASHIMA, G.; TAGUCHI, K.; KURAISHI, H.;, NEMOTO, H,;
YAMANAKA, M.; KAWANO, R.; UGAIJIN, K. Contaminated oral intubation equipment
associated with an outbreak of carbapenem resistant pseudomonas in a intensive care unit. J.
Hospital Infect., v. 65, p. 54-57, 2007

KIRISITS, M. J.; PARSEK, M. R. “Does Pseudomonas aeruginosa Use Intercellular
Signalling to Build Biofilm Communities?” Cellular Microbiology, v. 8, n. 12, p. 1841, 2006

KLOOS, W. E. Taxonomy and systematics of staphylococci indigenous to humans, p. 113—
137. In: K. B. Crossley and G. L. Archer (ed.), The staphylococci in human disease.
Churchill Livingston, New York, N.Y., 1997

KLOOS, W. E.; BANNERMAN, T. L. Staphylococcus and Micrococcus. In: MURRAY, P.
R.; BARON, E. J.; PFALLER, M. A.; TENOVER, F. C.; YOLKEN, R. H. Manual of
Clinical Microbiology American Society for Microbiology. 7th. Edition. 1999. Cap.16, p.
264-282.

KNOBLOCH, J. K. M.; HORSTKOTTE, M. A.; ROHDE, H.; MACK, D. Evaluation of
different detection methods of biofilm formation in Staphylococcus aureus. Med. Microbiol.
Immunol., v. 191, p. 101-106, 2002

KOBAYASHI, S. D.; DeLEO, F. R. An Update on comunity-associated MRSA virulence
Current Opinion in Pharmacology v. 9, p. 545-551, 2009

KOCSIS, E.; LAGLER, H.; PESTI, N.; STICH, K., KRISTO, K.; NAGY, K.; HERMANN,
P.; KOMKA, K.; CEKOVSKA, Z.; GRANINGER, W.; ROZGONYI, F. Comparison of
Austrian, Hungarian and Macedonian methicillin-resistant and methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus strains in relation to prevalence of cytotoxin genes Microbial
Pathogenesis v. 46, p. 328-336, 2009

KONEMAN, E. W.; ALLEN, S. D.; JANDA, W. M.; SCHRECKENBERGER, P. C.; WINN
JR., W. C. Diagnéstico Microbioldgico. Medsi Editora Médica e Cientifica Ltda., 2001.
1466p.



102

KOTRA, L. P.; HADDAD, J., MOBASHERY, S. Aminoglycosides: perspectives on
mechanisms of action and resistance and strategies to counter resistance. Antimicrob. Agents
Chemother., v. 44, p. 3249-3256, 2000

KRAMER, A.; SCHWEBKE, I.; KAMPF, G. How long do nosocomial pathogens persist on
inanimate surfaces? A systematic review BMC Infect. Dis., v. 6, p. 130-136, 2006

KUMAR, V. P.; CHAUHAN, N. S.; PADH, H.; RAJANI, M. Search for antibacterial and
antifungal agents from selected Indian medicinal plants Journal Ethnopharmacology,
v.107, n.2, p.182-188, 2006

KURODA, M.; OHTA, T.; UCHIYAMA, |.; BABA, T.; YUZAWA, H.; KOBAYASHI, |;
CUI, L.; OGUCHI, A.; AOKI, K.; NAGAI, Y.; LIAN, J.; ITO,T.; KANAMORI, M.;
MATSUMARU, H.;, MARUYAMA, A; MURAKAMI, H; HOSOYAMA, A,;
MIZUTANI-UI, Y.; TAKAHASHI, N. K.; SAWANO, T.; INOUE, R.; KAITO, C,;
SEKIMIZU, K.; HIRAKAWA, H.; S. KUHARA, S.; GOTO, S.; YABUZAKI, J;
KANEHISA, M.; YAMASHITA, A.; OSHIMA, K.; FURUYA, K.; YOSHYNO, C.; SHIBA,
T.; HATTORI, M.; OGASAWARA, M.; HAYASHI, H. and HIRAMATSU, K. Whole
genome sequencing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Lancet, v. 357, p.1225—
1240, 2001

LASTRES, H. M. M.; ALBAGLI, S.; LEMOS, C.; LEGEY, L. Desafios para Politicas na Era
do Conhecimento: uma visdo fluminense. Rio de Janeiro, 42 Conferéncia Nacional de
Ciéncia, Tecnologia e Inovacao, Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2001

LAUDERDALE, K. J; BOLES, B. R.; CHEUNG, A. L., HORSWILL, A. R.
Interconnections between Sigma B, agr, and Proteolytic Activity in Staphylococcus aureus
Biofilm Maturation Infection and Immunity, v. 77, n. 4, p. 1623-1635, 2009

LAWRENCE, J. R.; KORBER, D. R.; HOYLE, B. D.; COSTERTON, J. W. Optical
sectioning of microbial biofilms. J. Bacteriol., v. 173, p. 6558-6567, 1991

LEE, J.; JI, Y.; LEE, S.; LEE, I. Effect of Saliva miltiorrhiza Bunge on Antimicrobial
Activity and Resistant Gene Regulation against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) The Journal of Microbiology, v. 45, n.4, p. 350-357, 2007

LE LOIR, Y.; BARON, F.; GAUTIER, M. Staphylococcus aureus and food poisoning
Genet. Mol. Res., v. 31, p. 63-76, 2003

LEUNG, E.; WEIL, D. E.; RAVIGLIONEA, M.; NAKATANIA, H. The WHO policy
package to combat antimicrobial resistance Bulletin World Health Organization, v. 89, p.
390-392, 2011

LEVINSON, W.; JAWETZ, E.. Microbiologia médica e imunologia. 7.ed. Porto Alegre:
ARTMED, 2005. 632p.

LEVY, R.; KOTB, M.; NAGAUKER, O.; MAJUMDAR, G.; ALKAN, M.; OFEK, I,
BEACHEY, E.H. Stimulation of oxidative burst in human monocytes by lipoteichoic acids.
Infect. Immun., v. 58, n. 2, p. 566-568, 1990.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kumar+VP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Chauhan+NS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Padh+H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rajani+M%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Ethnopharmacol.');

103

LI, D.Z,; CHEN, Y.S.; YANG, J.P.; ZHANG, W.; HU, C.P; LI, J.S.; MU, L,; HU, Y.H,;
GENG, R.; HU, K.; CAI, S.X.; WAN, H.Y.; WANG, Q.Y.; WEI, L.P.; DU, J.; YU, Q.;
ZHONG, X.N.; WANG, R.Q.; MA, J.J.; TIAN, G.Z.; WANG, S.Q.; GAO, Z.C. Preliminary
molecular epidemiology of the Staphylococcus aureus in lower respiratory tract infections: a
multicenter study in China. Chin Med J (Engl)., v. 124, n. 5, p. 687-92, 2011

LIN, J.T.; CONNELLY, M.B.; AMOLO, C.; OTANI, S.; YAVER D.S. Global transcriptional
response of Bacillus subtilis to treatment with subinhibitory concentrations of antibiotics that
inhibit protein synthesis Antimicrob Agents Chemother., v. 49, n. 5, p. 1915-26, 2005

LINDSAY , J. A. For CA-MRSA, how much PVL is too much? Microbiology Comment, v.
155, p. 3473-3474, 2009

LOPES, H. V.. CA-MRSA: um novo problema para o infectologista. Revista panamericana
de infectologia, v. 7, n. 3, p. 34-36, 2005

MACHADO, T. B.; PINTO, AV.; PINTO, M.C.F.R.; LEAL, I. C. R.; SILVA, M. G,
AMARAL, A. C. F.; KUSTER, R. M.; NETTO-DOSSANTOS, K. R. In vitro activity of
Brazilian medicinal plants, naturally occurring naphthoquinones and their analogues, against
methicillin-resistant Staphylococcus aureus International Journal of Antimicrobial Agents,
v. 21, p. 279-284, 2003

MACIEL, M. A. M.; PINTO, A. C.; VEIGA, V. F. Plantas medicinais: a necessidade de
estudos multidisciplinares. Quimica Nova, v. 25, n. 3, p. 429-438, 2002

MACK, D.; SIEMSSEN, N.; LAUFS, R. Parallel induction by glucose of adherence and a
polysaccharide antigen specific for plastic-adherent Staphylococcus epidermidis: evidence for
functional relation to intercellular adhesion Infect. Immun., v. 60, p. 2048-2057, 1992

MACK, D. Molecular mechanisms of Staphylococcus epidermidis biofilm formation J. Hosp.
Infect., v. 43(Suppl.), p. S113-S125, 1999

MACK, D.; BECKER, P.; CHATTERIJEE, |.; DOBINSKY, S.; KNOBLOCH, J. K. M.;
PETERS, G.; ROHDE, H.;, HERRMANN, M. Mechanisms of biofilm formation in
Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus: functional molecules, regulatory
circuits, and adaptive responses International Journal of Medical Microbiology, v. 294, p.
203-212, 2004

MAINARDI, J. L.; SHLAES, D. M.; GOERING, R. V.; SHLAES, J.H.; ACAR, J. F;
GOLDSTEIN, F. W. Decreased teicoplanin susceptibility of methicillin-resistant strains of
Staphylococcus aureus J. Infect. Dis., v. 171, p. 1646-1650, 1995

MALQUIN, F.; BRYAN, L. E. Modification of Penicillin-Binding Proteins as Mechanisms of
B-Lactam Resistance Antimicrobial Agents and Chemoterapy, v. 30, n.1, p. 1-5, 1986

MAMIZUKA, E. M.; OLIVEIRA, G. A. Isolamento de cepas de Staphylococcus aureus com
sensibilidade reduzida a vancomicina em hospital brasileiro Pharm Braés, v. 6, p. 7-8, 2000

MARINO, A.; BELLINGHIERI, V.; NOSTRO, A.; MICELI, N.; TAVIANO, M. F,
GUVENC, A.; BISIGNANO, G. In vitro efect of branch extracts of Juniperus species from


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20DZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20YS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20CP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mu%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20YH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Geng%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hu%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cai%20SX%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wan%20HY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20QY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wei%20LP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22DU%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yu%20Q%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhong%20XN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20RQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tian%20GZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20SQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gao%20ZC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21518559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lin%20JT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Connelly%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Amolo%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Otani%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yaver%20DS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15855514

104

Turkey on Staphylococcus aureus biofilm FEMS Immunology & Medical Microbiology, v.
59, p. 470-476, 2010

MARTIN-LOPEZ, J. V.; PEREZ-ROTH, E.; CLAVERIE-MARTIN, F.; DIEZ GIL, O,
BATISTA, N.; MORALES, M.; MENDEZ-ALVAREZ, S.. Detection of Staphylococcus
aureus clinical isolates harboring the ica gene cluster needed for biofilm establishment. J.
Clin. Microbiol., v. 40, p. 1569-1570, 2002

MASHOUR, N. H.; LIN, G. I.; FRISHMAN, W. H. Herbal medicine for the treatment of
cardiovascular disease - clinical considerations Archives Internal Medicine, v. 158, p. 2225-
2234, 1998

MATTSSON, E.; VERHAGE, L.; ROLLOF, J., FLEER, A.; VERHOEF, J.; VAN DK, H.
Peptidoglycan and teichoic acid from Staphylococcus epidermidis stimulate human
monocytes to release tumor necrosis factor-[1, interleukin-[] and interleukin-6. FEMS
Immunol. Med. Microbiol., v. 7, p. 281-287, 1993

MCDERMOTT P.F.; WALKER R.D.; WHITE D.G. Antimicrobials: modes of action and
mechanisms of resistance Int J Toxicol, v. 22, p. 135-43, 2003

McKENNEY, D.; HUBNER, J.; MULLER, E.; WANG, Y.; GOLDMANN, D. A; PIER, G.
B. The ica locus of Staphylococcus epidermidis encodes production of the capsular
polysaccharide/adhesin. Infect. Immun., v. 66, p. 4711-4720, 1998

McKINNEY, T.K.; SHARMA, V.K.; CRAID, W.A.; ARCHER, G.L. Transcription of the
gene mediating methicillin resistance in Staphylococcus aureus (mecA) is co-repressed but not
co-induced by cognate mecA and B-lactamase regulators. J. Bacteriol., v. 183, p. 6862-6868,
2001

MEHTA, R.; W. CHAMPNEY, S. 30S Ribosomal Subunit Assembly Is a Target for
Inhibition by Aminoglycosides in Escherichia coli Antimicrob Agents Chemother., v. 46, n.
5, p. 1546-1549, 2002

MELO, J. G.; NASCIMENTO, V. T.; AMORIM, E. L. C.; ANDRADE LIMA, C. S;
ALBUQUERQUE, U. P. Avaliacdo da qualidade de amostras comerciais de boldo (Peumus
boldus Molina), pata-de-vaca (Bauhinia spp.) e ginco (Ginkgo biloba L.) Rev. Bras.
Farmacogn., v. 14, n. 2, 2004

MENDONCA-FILHO, R. R.; Bioactive Phytocompounds: New Approaches in the
Phytosciences. In: AHMAD, |.; AQIL, F.; OWAIS, M. Modern Phytomedicine: turning
medicinal plants into drugs. Alemanha: WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim, 2006.

MENEZES, F. S.; MINTO, A. B. M.; RUELA, H. S.; KUSTER, R. M.; SHERIDAN, H.;
FRANKISH, N. Hypoglycemic activity of two Brazilian Bauhinia species: Bauhinia forficata
L. and Bauhinia monandra Kurz. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n. 1, p. 08-
13, 2007

MERINO, N.; TOLEDO-ARANA, A.; VERGARA-IRIGARAY, M., VALLE, J;
SOLANO, C.; CALVO, E.; LOPEZ, J. A,; FOSTER, T. J.; PENADES, J. R.; LASA, I.



105

Protein A-Mediated Multicellular Behavior in Staphylococcus aureus Journal of
Bacteriology, v. 191, n. 3, p. 832-843, 2009

MILES, G.; MOVILEANU, L.; BAYLEY, H. Subunit composition of a bicomponent toxin:
Staphylococcal leukocidin forms in a octameric transmembrane pore Protein Science, v. 11,
p. 894-902, 2002

MILISAVLIEVIC, V.; TRAN, L. P.; BATMALLE, C.; BOOTSMA, H. J. Benzyl alcohol and
ethanol can enhance the pathogenic potential of clinical Staphylococcus epidermidis strains.
American Journal of Infection Control, v. 36, n. 8, p. 552-8, 2008.

MIN L. I.; YUPING, L. A.l; AMER, E. V.; DAVID, J. C.; DANIEL, E. S.; MICHAEL, O.
Gram Positive Three-component Antimicrobial Peptide sensing System. PNAS, v. 104, p.
9469-74, 2007

MINGEOT-LECLERCQ, M. P.; GLUPCZYNSKI, Y.; TULKENS, P. M. Aminoglycosides:
activity and resistance Antimicrob. Agents Chemother., v. 43, p. 727—- 737, 1999

MOAZED, D.; NOLLER, H. F. Interaction of antibiotics with functional sites in 16S
ribosomal RNA Nature, v. 327, p. 389-394, 1987

MOHTAR, M.; JOHARI, S A.; LI, AR.; ISA, M. M.; MUSTAFA, S.; ALI, A. M.; BASRI,
D. F. Inhibitory and Resistance-Modifying Potential of Plant-Based Alkaloids Against
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) Current Microbiology, v. 59, p. 181-
186, 2009.

MORI, S. A,; SILVA, L. A. M.; LISBOA, G.; CORADIN, L. Manual de manejo do
herbario fanerogamico. CEPLAC, llhéus, 1989.

NASCIMENTO, G. G. F.; LOCATELLLI, J.; FREITAS, P. C.; SILVA, G. L. Antibacterial
activity of plant extracts and phytochemicals on antibiotic-resistant bacteria Brazilian
Journal of Microbiology, v.31, n.4, p. 247-256, 2000.

NEELY, A.N.; MALEY, M.P: Survival of enterococci and staphylococci on hospital fabric
and plastic J. Clin. Microbiol., v. 38, p. 724-726, 2000

NEU H. C. The crisis in antibiotic resistance Med Sci (Paris), v. 257, p. 1064-77, 1992

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; SNADER, K. M. Natural products as sources of new
drugs over the period Journal of Natural Products, v. 66, n. 7, p. 1022-1037, 2003.

NG, W.L.; KAZMIERCZAK, K.M.; ROBERTSON, G.T.; GILMOUR, R.; WINKLER, M.E.
Transcriptional regulation and signature patterns revealed by microarray analyses of
Streptococcus pneumoniae R6 challenged with sub-lethal concentrations of translation
inhibitors J. Bacteriol., v. 185, p. 359-370, 2003

NGUYEN, T.; GHEBREHIWET, B.; PEERSCHKE, E. I. B. Staphylococcus aureus Protein
A Recognizes Platelet gC1gR/p33: a Novel Mechanism for Staphylococcal Interactions with
Platelets Infection and Immunity v. 68, n. 4, p. 2061-2068, 2000


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Newman+DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cragg+GM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Snader+KM%22%5BAuthor%5D

106

NIERHAUS, K. Structure, assembly and function of ribosomes. Curr. Top. Microbiol.
Immunol., v. 97, p. 81-155, 1982

NILSSON, M.; FRYKBERG, L.; FLOCK, J. I; PEI, L.; LINDBERG, M.; GUSS, B. A
fibrinogen-binding protein of Staphylococcus epidermidis Infect. Immun., v. 66, p. 2666—
2673, 1998

NOGUEIRA, M. S. Acdo de Produtos Naturais sobre Popula¢des Bacterianas 2000. 131p.
(Dissertacdo de Mestrado em Genética) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2000.

NOMURA, M. Assembly of bacterial ribosomes Science, v. 179, p. 863-873, 1973

NOVICK, R. P.; GEISINGER, E. Quorum sensing in staphylococci. Annu. Rev. Genet., v.
42, p. 541-564, 2008

O’GARA, James P. ica and beyond: biofilm mechanisms and regulation in Staphylococcus
epidermidis and Staphylococcus aureus FEMS Microbiology Letters, v. 270, p. 179-188,
2007

OGLE, J. M.; BRODERSEN, D. E.; CLEMONS, W. M.; TARRY, M. J,; CARTER, A. P,
RAMAKRISHNAN, V. Recognition of cognate transfer RNA by the 30S ribosomal subunit.
Science 292:897-902, 2001

OHLSEN, K.; ZIEBUHR, W.; KOLLER, K. P.; HELL, W.; WICHELHAUS, T. A,
HACKER, J. Effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on alpha-toxin (hla) gene
expression of methicillin-sensitive and methicillin resistant Staphylococcus aureus isolates.
Antimicrob. Agents Chemother., v. 42, p. 2817— 2823, 1998

OKUMA K., IWAKAWA, K., TURNIDGE, J.D., GRUBB, W.B., BELL, J.M., O'BRIEN,
F.G., COOMBS, G.W., PEARMAN, JW., TENOVER, F.C., KAPI, M., TIENSASITORN,
C., ITO, T., HIRAMATSU, K. Dissemination of New Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus Clones in the Community J Clin Microbiol v. 40, p. 4289-94, 2002

OLIVEIRA, G. A.; FARIA, J. B.; LEVY, C. E.; MAMIZUKA, E. M. Characterization of the
brazilian endemic clone of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) from
hospitals throughout Brazil. Braz J Infect Dis., v. 5, p. 163-70, 2001

OLIVEIRA, D. C.; MILHEIRICO, C.; DE LENCASTRE, H. Redefining a Structural Variant
of Staphylococcal Cassete Chromosome mec, SCCmec Type VI. Antimicrobial. Agents.
Chemoter., p. 3457-3459, 2006

OLUWATUYI, M.; KAATZ, G.W.; GIBBONS, S. Antibacterial and resistance modifying
activity of Rosmarinus officinalis. Phytochemicals, v. 65, p. 3249-3254, 2004.

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD. Pautas para lds metodologias de
investigacion de La medicina tradicional. Ginebra, 2000. Disponivel em:
<http://www.who.it./em>. Acesso em: 24 de fevereiro de. 2012.




107

OTILIA S. H. L. R. Perfil de sensibilidade do S. aureus e S. epidermidis no Hospital
Municipal Souza Aguiar, 10 semestre de 1998. Rev Soc Bras Med Trop, v. 32 (sup 1), p.
423, 1999.

PADMAJA, V.; THANKAMANY, V.; HARA, N.; FUJIMOTO, Y.; HISHAM, A. Biological
activities of Annona glabra. J Ethnopharmacol. v.48, n.1, p.21-24, 1995.

PAGES J.M. Bacterial porin and antibiotic susceptibility Med Sci (Paris), v. 20, p. 346-51,
2004

PATTI, J. M.; ALLEN, B. L.; MCGAVIN, M. J; HOOK, M. MSCRAMMmediated
adherence of microorganisms to host tissues Annu. Rev. Microbiol. 48:585-617, 1994

PEACOCK, S. J.; MOORE, C. E.; JUSTICE, A.; KANTZANOU, M.; STORY, L.; MACKIE,
K.; O’NEILL, G.; DAY, N. P. J. Virulent combinations of adhesin and toxin genes in natural
populations of Staphylococcus aureus Infect. Immun., v. 70, p. 4987-4996, 2002

PEDERSON, C. S.; FISHER, P. Bactericidal acrivity of vegetable juice. Journal of
Bacteriology, v. 47, p. 421-422, 1984

PEIXOTO SOBRINHO, T. J. S.; GOMES, T. L. B.; CARDOSO, K. C. M.; AMORIM, E. L.
C.; ALBUQUERQUE, U. P. Otimizacdo de metodologia analitica para o doseamento de
flavonoides de Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel Quim. Nova, v. 33, n. 2, p. 288-291,
2010

PHILLIPSON, J. D. Phytochemistry and medicinal plants Phytochemistry, v. 56, p. 237-243,
2001

PIDDOCK, L. J. V. Clinically relevant chromosomally encoded multidrug resistance efflux
pumps in bacterial. Clin Microbiol Rev, 19: 382-402, 2006

PRADE, S. S. Estudo brasileiro da magnitude das infec¢Ges hospitalares em hospitais
terciarios Rev Controle Infeccdo Hosp; v. 2, n. 2, 1995

POWERS, J. H. Antimicrobial drug development — the past, the present, and the future
Clinical Microbiology Infection, v. 10 (Suppl. 4) p. 23-31, 2004

QIU, J.; FENG, H.; LU, J.; XIANG, H.; WANG, D.; DONG, J.; WANG, J.; WANG, X,;
LIU, J.; DENG, X. Eugenol Reduces the Expression of Virulence-Related Exoproteins in
Staphylococcus aureus Applied and Environmental Microbiology, v.76, n. 17, p. 5846—
5851, 2010.

QUAVE, C. L.; PLANO, L. RW.; PANTUSO, T.; BENNETT, B. C. Effects of extracts from
Italian medicinal plants on planktonic growth, biofilm formation and adherence of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus Journal of Ethnopharmacology, v. 118, p. 418—
428, 2008

QUEIROZ, L.P. New species and new combinations in Phanera Lour. (Caesalpinioideae:
Cercideae) from de caatinga biome Neodiversity, v. 1, p. 6-10, 2006


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Padmaja+V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Thankamany+V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hara+N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Fujimoto+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Hisham+A%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Ethnopharmacol.');
http://jb.asm.org/
http://jb.asm.org/

108

RACHID, S.; OHLSEN, K.; WALLNER, U.; HACKER, J.; HECKER, M., ZIEBUHR, W.
Alternative transcription factor B is involved in regulation of biofilm expression in a
Staphylococcus aureus mucosal isolate. J. Bacteriol., v. 182, p. 6824— 6826, 2000

RACHID, S.; OHLSEN, K.; WITTE, W.; HACKER, J.; ZIEBUHR, W. Effect of
Subinhibitory Antibiotic Concentrations on Polysaccharide Intercellular Adhesin Expression
in Biofilm-Forming Staphylococcus epidermidis Antimicrob Agents Chemother, v. 44, n.
12, p. 3357-3363, 2000

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.; FLOWER, R. J. Rang and Dale’s
Pharmacology 62 Edition, Churchill Livingstone-Elsevier: USA, 2007, 795 p.

RECHT, M. I; DOUTHWAITE, S.; DAHLQUIST, K. D.; PUGLISI, J. D. Effect of
mutations in the A site of 16S RNA on aminoglycoside antibiotic-ribosome interactions. J.
Mol. Biol., v. 286, p. 33-43, 1999

RICHARDS, M. J.; EDWARDS, J. R.; CULVER, D. H.; GAYNES, R. P. Nosocomial
Infections in medical intensive care units in the United States. Crit Care Med., v. 27, p. 887-
892, 1999

RICHARDS, M. J.; EDWARDS, J. R.; CULVER, D. H.; GAYNES, R. P. Nosocomial
Infections in combined Medical-Surgical intensive care units in the United States. Infect
Control Hosp Epidemiol., v. 21, p. 510-515, 2000

RILEY M. A.; WERTZ J. E. Bacteriocin diversity: ecological and evolutionary perspectives.
Biochimie, v. 84, p. 357-64, 2002

RODRIGUEZ-MARTINEZ, J. M.; PASCUAL, A. Actividad de los antimicrobianos en
biocapas bacterianas Enfermidades Infecciosas Microbiologia Clinica, v. 26, n.2, p. 107-
14, 2008

ROHDE, H., KNOBLOCH, J. K.; HORSTKOTTE, M. A.; MACK, D.; ARCIOLA, C. R,,
MONTANARO, L.; BALDASSARRI, L. Correlation of Staphylococcus aureus icaADBC
genotype and biofilm expression phenotype. J. Clin. Microbiol., v. 39, p. 4595-4596, 2001

ROLAIN J.M.; RAULT D. Genome comparison analysis of molecular mechanisms of
resistance to antibiotics in Richettsia genus Ann N Y Acad Sci, v. 1063, p. 222-30, 2005

ROSSI, F.; ANDREZZI, D. Resisténcia Bacteriana — Interpretando o Antibiograma. Séo
Paulo: Editora Atheneu, 2006.

ROUVEIX, B. Clinical Implications of Multiple Drug Resistance Efflux Pumps of Pathogenic
Bacteria J Anti Chem, v. 59, p. 1208-09, 2007

RUSSEL, A. D. Antibiotic, biocide resistance in bacteria: Introduction. J Appl Microbiol, v.
92: 1S-3S, 2002

SAKAGAMI, Y.; KAJAMURA, K. Bactericidal activities of disinfectants against
vancomycin — resistant Enterococci Journal of Hospital Infection, v. 50, n. 2, p.140-144,
2002



109

SAMY, R. P.; GOPALAKRISHNAKONE, P. Therapeutic potential of plants as anti-
microbials for drug discovery. eCAM, v. 7, n. 3, p. 283-294, 2010. Disponivel
em::<http://ecam.oxfordjournals.org>. Acesso em: 21 dez. 2011.

SANDERS, D. W.; WEATHERWAX, P.; MCCLUNG, L. S. Antibacterial Substances from
Plants Collected in Indiana J Bacteriol., v. 49, n. 6, p. 611-5, 1945

SANTOS, R. I. Metabolismo basico e origem dos metabélitos secundarios. In: SIMOES, C.
M. O.; MENTZ, L. A; SCHENKEL, E. P.; IRGANG, B. E.;STEHMANN, J. R. Plantas da
medicina popular no Rio Grande do Sul. 6. ed. Porto Alegre: Editora da Universidade
UFRGS, 2007.

SCHILLACI D.; ARIZZA, V.; DAYTON, T.; CAMARDA, L.; DI STEFANO, V. In vitro
anti-biofilm activity of Boswellia spp. oleogum resin essential oils Lett Appl Microbiol., v.
47,n. 5, p. 433-8, 2008

SCHROEDER, R.; WALDSICH, C.; WANK, H. Modulation of RNA function by
aminoglycoside antibiotics. EMBO J., v. 19, p. 1-9, 2000

SCHWANDNER, R.; DZIARSKI, R.; WESCHE, H.; ROTHE, M.; KIRSCHNING, C.J.
Peptidoglycan- and lipoteichoic acid-induced cell activation is mediated by toll-like receptor
2.J. Biol. Chem., v. 274, n. 25, p. 17406-17409, 1999.

SCOTT, E.; BLOOMFIELD, S.F. The survival and transfer of microbial contamination via
cloths; hands and utensils J Appl Bacteriol., v. 68, p. 271-278, 1990

SEO, H.S.; MICHALEK, S.M.; NAHM, M.H. Lipoteichoic acid is important in innate
immune responses to gram-positive bacteria Infect. Immun., v. 76, n. 1, p. 206- 213, 2008.

SHAPIRO, J. A. Thinking about bacterial populations as multicellular organisms. Annu.
Rev. Microbiol., v. 52, p. 81-104, 1998.

SHAW, K.J.; MILLER, N.; LIU, X.; LERNER, D.; WAN, J.; BITNER, A.; MORROW, B.J.
Comparison of the changes in global gene expression of Escherichia coli induced by four
bactericidal agents J. Molec. Microbiol. Biotechnol., v. 5, p. 105-122, 2003

SHINJI, H.; YOSIZAWA, Y.; TAIIMA, A.; IWASE, T.; SUGIMOTO, S.; SEKI, K;
MIZUNOE, Y. Role of Fibronectin-Binding Proteins A and B in In Vitro Cellular Infections
and In Vivo Septic Infections by Staphylococcus aureus Infection And Immunity, v. 79, n. 6,
p. 2215-2223, 2011

SILVA, K. L.; CECHINEL FILHO, V. Plantas do Género Bauhinia: Composi¢do Quimica e
Potencial Farmacoldgico Quim. Nova, v. 25, n. 3, p. 449-454, 2002

SILVA, J. M. C.; TABARELLI, M.; FONSECA, M. T.; LINS, L. V. Biodiversidade da
caatinga: areas e acOes prioritarias para a conservacao/organizadores. Brasilia, DF:
Ministério do Meio Ambiente: Universidade Federal de Pernambuco, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sanders%20DW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Weatherwax%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McClung%20LS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=j%20bacteriol%2C%201945%2C%2049%2C%20p%20611##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schillaci%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Arizza%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dayton%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Camarda%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Di%20Stefano%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19146534##

110

SILVA, G. J.; SOUZA, I. A;; HIGINO, J. S.; SIQUEIRA-JUNIOR, J. P.; PEREIRA, J. V.;
PEREIRA, M. S. V. Atividade antimicrobiana do extrato de Anacardium occidentale Linn.
em amostras multirresistentes de Staphylococcus aureus Rev. bras. farmacogn., v.17, 2007.

SMITH-PALMER, A.; STEWART, J.; FYFE, L. Influence of subinhibitory concentrations of
plant essential oils on the production of enterotoxins A and B and alpha-toxin by
Staphylococcus aureus J Med Microbiol., v. 53(Pt 10), p. 1023-7, 2004

SOMERVILLE, G. A., PROCTOR, R. A. At the crossroads of bacterial metabolism and
virulence factor synthesis in Staphylococci. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 73, p. 233-248,
2009

SOUZA, L. B. G.; FIGUEIREDO, B. B. Prevaléncia de infec¢cdes nosocomiais provocadas
por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (M.R.S.A.), no Hospital Universitario
Regional de Maringa. Revista brasileira de andlises clinicas, v. 40, n. 1, p. 31-34, 2008.

SPELLBERG, B.; POWERS, J. H.; BRASS, E. P.; MILLER, L. G.; EDWARDS JR, J. E.
Trends in Antimicrobial Drug Development: Implications for the Future Clinical Infectious
Diseases, v. 38, p. 1279-86, 2004

STAPLETON, P. D.; TAYLOR, P. W.. Methicillin resistance in Staphylococcus aureus:
mechanisms and modulation. Science progress, v. 85, n. Pt 1, p. 57-72, 2002

STAVRI, M.; PIDDOCK, L. J.; GIBBONS, S. Bacterial efflux pump inhibitors from natural
sources Journal Antimicrobial Chemotherapy, v. 59, p. 1247-1260, 2007

STUTZ, K.; STEPHAN, R.; TASARA, T. SpA, CIfA, and FnbA Genetic Variations Lead to
StaphaurexTest-Negative Phenotypes in Bovine Mastitis Staphylococcus aureus Isolates
Journal of Clinical Microbiology, v. 49, n. 2, p. 638-646, 2011

SUCI, P. A.; MITTELMAN, M. W.; YU, F. P.; GEESEY, G. G. Investigation of
ciprofloxacin penetration into Pseudomonas aeruginosa biofilms. Antimicrob. Agents
Chemother., v. 38, p. 2125-2133, 1994

SUTCLIFFE, J. A Improving on nature: antibiotics that target the ribosome Current Opinion
in Microbiology, v. 8, p. 534-542, 2005

TABARELLI, M; SILVA, J.M.C. Areas e acbes prioritarias para a conservacdo, utilizacio
sustentavel e reparticdo de beneficios da biodiversidade do bioma Caatinga. In: Araujo et
al.(ed.) Biodiversidade, conservacdo e uso sustentavel da flora do Brasil. Universidade
Federal de Pernambuco, Recife Pp. 47-52. 2002.

TABARELLI, M.; VICENTE, A. Lacunas de conhecimento sobre as plantas lenhosas da
Caatinga. In:  SAMPAIO, E.V.S.B., GIULIETTI, AM. VIRGINIO, J;
GAMARRAROJAS,C.F.L. (eds). Vegetacdo e flora da Caatinga. Recife: Associacdo de
Plantas do Nordeste/Centro Nordestino de Informacéo sobre Plantas, p.25-35, 2003.

TANAKA, J. C. A,; SILVA, C. C,; DIAS FILHO, B. P.; NAKAMURA, C. V.; CARVALHO,
J. E.; FOGLIO, M. A. Constituintes Quimicos de Luehea divaricata MART. (TILIACEAE)
Quim. Nova, v. 28, n. 5, 834-837, 2005


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smith-Palmer%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stewart%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fyfe%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15358826

111

TAXONOMY BROWSER - sitio pertencente ao NCBI, contendo informagdes sobre
taxonomia  dos  diversos  seres vivos l& indexados.  Disponivel  em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/> Acessado em 29 de dez. de 2011.

TIMMERMAN, C. P.; MATTSSON, E.; MARTINEZ-MARTINEZ, L.; DE GRAAF, L. J,
VAN STRIJP, A. G.; VERBRUGH, H. A.; VERHOEF, J.; FLEER, A. Induction of release
of tumor necrosis factor from human monocytes by staphylococci and staphylococcal
peptidoglycans. Infect. Immun., v. 61, p. 4167-4172, 1993

TIPPER, D. J. Mode of Action of b-Lactam Antibiotics Pharmacology Therapeutics, v. 27,
p. 1-35, 1985

TOJO, M.; YAMASHITA, N.; GOLDMANN, D. A.; PIER, G. B. Isolation and
characterization of a capsular polysaccharide adhesin from Staphylococcus epidermidis. J.
Infect. Dis., v. 157, p. 713-722. [Erratum, 158:268, 1988.], 1988

TRABULSI, L. R.; GOMPERTZ, O. F.; CANDEIAS, J. A. N.. Microbiologia, 4. ed. S&o
Paulo: Atheneu, 2004. 718p.

TRABULSI, L. R.; TEIXEIRA, L. M.; BUERIS, V. Staphylococcus aureus. In: TRABULSI,
L. R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. 4 ed. So Paulo: Editora Atheneu, 2004. p. 175-182.

TRINDADE, P. D. A.; PACHECO, R. L.; COSTA, S. F.; ROSSI, F.; BARONE, A. A,
MAMIZUKA, E. M.; LEVIN, A. S. Prevalence of SCCmec Type IV in Nosocomial
Bloodstream Isolate of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Clone J Clin Microbiol,
v. 43, p. 3435-7, 2005

TSUI, W. H. W,; YIM, G.; WANG, H. H.; MCCLURE, J. E.; SURETTE, M. G., DAVIES, J.
Dual Effects of MLS Antibiotics: Transcriptional Modulation and Interactions on the
Ribosome Chemistry & Biology, v. 11, p. 1307-1316, 2004

VANBOGELEN, R. A.; NEIDHARDT, F.C. Ribosomes as sensors of heat and cold shock in
Escherichia coli Proc. Natl Acad Sci U S A, v. 87, p. 5589-93, 1990.

VANNUFFEL, P.; GIGI, J.; EZZEDINE, H.;, VANDERCAM, B.; DELMEE, M.
WAUTERS, G.; GALA, J. L. Especific detection of methicillin-resistant Staphylococcus
species by multiplex PCR J Clin Microbiol, v. 33, p. 2864-2867, 1995

VARNAN, A.H.; EVANS, M.G. Foodborne pathogens: an illustrated text. London, Mosby
Year Book, p. 235-265, 1991

VAZQUEZ, D. Inhibitors of protein biosynthesis Springer-Verlag, Berlin, Germany, 1979

VAZ, A. M. S. F. New combinations in Phanera (Leguminosae; Cercideae) from Brazil
Rodriguésia, v. 61(Sup): S33-S40, 2010

VEENSTRA, G. J.; CREMERS, F. F.; VAN DUK, H.; FLEER, A. Ultra structural
organization and regulation of a biomaterial adhesin of Staphylococcus epidermidis. J.
Bacteriol., v. 178, p. 537-541, 1996


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/

112

VELAZQUEZ-MEZA, M. E. Staphylococcus aureus methicillin-resistant: emergence and
dissemination. Salud Publica de Mexico, v. 47, n. 5, p. 381-387, 2005

VERNOZY-ROZAND, C.; MAZUY-CRUCHAUDET, C.; BAVAI, C.; RICHARD, Y.
Improvement of a concentration protocol based on trichloroacetic acid for extracting
staphylococcal enterotoxins in dairy products Reveu Médicine Véterinare, v. 155, n. 11, p
533-537, 2004.

VILEGAS, J. H. Y.; MARCHI, E.; LANCAS, F. M. Extraction of low polarity compounds
(with emphasis on coumarin and kaurenoic acid) from Mikania glomerata (Guaco) leaves.
Phytoch. Anal. v. 8, p. 266-270, 1997.

VUONG, C.; KOCIANOVA, S.; VOYICH, J. M.; YAO, Y.; FISCHER, E. R.; DeLEO, F.
R.; OTTO, M. A crucial role for exopolysaccharide modification in bacterial biofilm
formation, immune evasion and virulence J Biol Chem., v. 279, n. 52, p. 54881-54886, 2004

WAGENVOORT, J. H. T.; PENDERS, R. J. R. Long-term in-vitro survival of an epidemic
MRSA phage-group 111-29 strain. J. Hosp. Infec., v. 35, p. 322-325, 1997

WANG, J. E.; DAHLE, M. K.; MCDONALD, M.; FOSTER, S. J.; AASEN, A. O,
THIEMERMANN, C. Peptidoglycan and lipoteichoic acid in gram-positive bacterial sepsis:
receptors, signal transduction, biological effects, and synergism. Shock, v. 20, n. 5, p. 402-
414, 2003.

WERTHEIM, H. F.; VERVEER, J.; BOELENS, H. A.; VAN BELKUM, A.; VERBRUGH,
H. A.; VOS, M. C. Effect of mupirocin treatment on nasal, pharyngeal, and perineal carriage
of Staphylococcus aureus in healthy adults. Antimicrob Agents Chemother, v. 49, p. 1465-
7, 2005

WHITE J. Bites and stings from venomous animals: a global overview. Ther Drug Monit, v.
22, p. 65-8, 2002

WILSON, B.A.; SALYERS, A. A; WHITT, D. D.; WINKLER, M. E. Bacterial
Pathogenesis : A Moleccular Approach. 3rd edition. Washington, DC: ASM Press, 2011.
526 p.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Legal status of traditional medicine and
complementary alternative medicine. Geneve: World Health Organization; 2001.
Disponivel em:<http://www.who.it.em>. Acesso em: 24 fevereiro de. 2012.

WU, Q.; WANG, Q.; TAYLOR, K.G.; DOYLE, R.J. Subinhibitory concentrations of
antibiotics affect cell surface properties of Streptococcus sobrinus J. Bacteriol., v. 177, p.
1399-1401, 1995

WUNDERLIN, R. P.; EILERS, R. M. Revision of Bauhinia Subgenus Phanera Section
Schnella (Cercideae: Caesalpinioideae: Fabaceae) J. Bot. Res. Inst. Texas, v. 3, n. 2, p. 619 —
628, 2009

YARWOOD, J. M.; BARTELS, D.J.; VOLPER, E.M.; GREENBERG, E.P. Quorum sensing
in Staphylococcus aureus biofilms J Bacteriol. v. 186, n. 6, p. 1838-50, 2004


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yarwood%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bartels%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Volper%20EM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Greenberg%20EP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14996815##

113

YARWOOD, J. M.; PAQUETTE, K. M.; TIKH, I. B.; VOLPER, E. M.; GREENBERG, E.
P. Generation of Virulence Factor Variants in Staphylococcus aureus Biofilms Journal Of
Bacteriology, v. 189, n. 22, p. 7961-7967, 2007

YATSUDA, R. Efeito antimicrobiano “in vitro” da Mikania laevigata e Mikania
glomerata sobre estreptococos do grupo mutans. 2008. 67f. Dissertacdo (Mestrado em
Odontologia). Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Piracicaba. 2004.

YATSUDA, R.; ROSALEN, P. L.; CURY, J. A.; MURATA, R. M.; REHDERB, V. L. G
MELOB, L. V.; KOO, H. Effects of Mikania genus plants on growth and cell adherence of
mutans streptococci. Journal Ethnopharmacology, v. 97, p. 83-189, 2005.

YIM G.; WANG H.H.; DAVIES, J. The truth about antibiotics. Int J Med Microbiol., v.
296, n. 2-3, p. 163-70, 2006

YUNES, R. A; CALIXTO, J. B.; Plantas Medicinais sob a 6tica da Moderna Quimica
Medicinal. Chapecd: Argos, 2001, 500p.

XIONG, Z.; GE, S.; CHAMBERLAIN, N.R.; KAPRAL, F. A. Growth cycle-induced changes
in sensitivity of Staphylococcus aureus to bactericidal lipids from abscesses J Med
Microbiol, v. 39, p. 58-63, 1993

ZACCHINO, S. Estratégia para a descoberta de novos agentes antifingicos. In: YUNES, R.
A. E CALIXTO, J. B. Plantas medicinais sob a 6tica da quimica medicinal moderna.
Chapecd: Argos. 2001. p. 435-479.

ZANETTI, G. D. Tropaeolum majus L. morfo-histologia, fitoquimica, atividade
antimicrobiana e toxicidade. 2002. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pds-Graduacao em
Ciéncais e Tecnologia Farmacéutica, UFSM, Santa Maria, 2002.

ZHANG, S.; IANDOLO, J. J.; STEWART, G. C. The enterotoxin D plasmid of
Staphylococcus aureus encodes a second enterotoxin determinant (sej). FEMS Microbiology
Letters, v. 168, n. 2, p. 227 -233, 1998

ZHANG, J.; LIU, X. Study on tetrazolium salt colorimetric assay for growth and survival of
bacteria Wei Sheng Yan Jiu. v. 31, n. 5, p. 361-3, 2002


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yim%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20HH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20X%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=zhang%202002%20mtt%20s%20aureus##

