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RESUMO

Os compostos fendlicos formam uma das principais classes de metabolitos secundérios de
plantas e podem ser categorizados em vérias classes, incluindo os &cidos fendlicos,
flavonoides e taninos. Diversos compostos fendlicos tém demonstrado propriedades
antimicrobianas e de inibicdo da formacdo de biofilmes por bactérias patogénicas, incluindo
Staphylococcus aureus. Este estudo avaliou a eficacia de compostos fendlicos na inibi¢do da
formacéo de biofilmes por S. aureus. Foram testados os flavonoides hesperidina, hesperetina,
miricitrina, miricetina, floredzina, floretina e o tanino &cido tanico. As cepas S. aureus
RN4220 e S. aureus AS-119B que superexpressa genes para proteinas de efluxo foram
utilizadas como cepas teste. Ainda, a cepa S. aureus ATCC259233, que ndo superexpressa
genes conhecidos relacionados a bomba de efluxo, foi utilizada nos ensaios. A concentragao
inibitéria minima (CIM) dos compostos fenolicos foi determinada por meio do método de
microdiluicdo em caldo, enquanto a concentragdo minima inibitéria do biofilme (MBICs) foi
determinada por meio do método de microdiluicdo em caldo seguida de quantificacdo da
formacéo de biofilme a 595 nm. Os compostos fendlicos testados ndo apresentaram atividade
antimicrobiana em concentracdes igual ou inferiores a 512 pg.ml™ frente as cepas testadas.
Entretanto, esses mesmos compostos apresentaram capacidade de inibicdo da formacéo de
biofilme por parte das cepas testadas, com os valores de MBICs variando de 1 a 256 pg.ml™,
onde os valores mais baixos (1 e 2 pg.ml™) foram observados frente a S. aureus RN-4220. Os
flavonoides agliconas apresentaram menores valores de MBICsy que suas respectivas formas
glicosiladas. Miricetina, hesperetina, floretina e &cido tanico apresentaram percentual de
inibicdo da formacé&o de biofilme > 70% para S. aureus RN- 4220. Os resultados mostram que
0s compostos fendlicos testados apresentam potencial de inibicdo da formagao de biofilme em
cepas de S. aureus que superexpressam genes para proteinas de efluxo.

Palavras-chave: compostos fenolicos; Staphylococcus spp.; biofilme.



ABSTRACT

Phenolic compounds are one of the major classes of secondary metabolites of plants and can
be categorized into several classes, including phenolic acids, flavonoids and tannins. Several
phenolic compounds have shown antimicrobial properties and capability to inhibit the biofilm
formation by pathogenic bacteria, including Staphylococcus aureus. This study evaluated the
efficacy of phenolic compounds in inhibiting biofilm formation of S. aureus. Flavonoids have
been tested hesperetin, hesperidin, myricetin, myricitrin, phloretin, phloridzin and the tannins
tannic acid. RN4220 and S. aureus AS-119B strains, which overexpress efflux protein genes
were used as test strain. The S. aureus ATCC259233 strain which does not overexpress genes
related to efflux proteins was used in tests. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
phenolic compounds was determined by the microdilution in broth method, while the
minimum concentration for biofilm inhibition (MICBsg) was determined by the microdilution
in broth method with quantification of biofilm formation by absorbance at 595 nm. The tested
phenolic compounds at 512 pg ml™ showed no inhibitory activity on the growth of the strains
tested; however, at lower concentrations showed inhibitory effects on biofilm formation by
these same strains, the MBICs values varying between 1 to 256 pg ml™, with lower values (1
and 2 pg ml™) being observed against S. aureus RN-4220. Aglycone flavonoids showed lower
MICBs, values than their respective glycone forms. Myricetin, hesperetin, phloretin and
tannic acid exhibited biofilm formation inhibition > 70% for S. aureus RN- 4220. The results
indicate that the tested phenolic compounds have the potential of inhibiting biofilm formation

by S. aureus strains that overexpress efflux pumps.

Keywords: phenolic compounds; Staphylococcus spp.; biofilm.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-positivas que podem viver frequentemente
como comensais colonizando humanos, ou como patogeno, possuindo a capacidade de causar
diversas infeccdes (LISTER; HORSWILL, 2014). Uma caracteristica adicional das cepas de
S. aureus consiste na sua habilidade em formar biofilmes, o que favorece a sua sobrevivéncia
(DI POTO et al., 2008). Os biofilmes compreendem comunidades complexas de bactérias
com uma estrutura tridimensional ordenada, sendo estimado que, mais de 90% das bactérias
existam na natureza sob essa forma (BAUGH et al., 2012). A composi¢cdo da matriz do
biofilme apresenta variagbes entre as linhagens, mas, sdo comumente formadas por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular (MONTANARO et al., 2011; CUE et al., 2012;
FOSTER et al., 2014). A estrutura do biofilme protege as células bacterianas contra
fagocitose, biocidas, forgas hidrodindmicas de cisalhamento e antibiéticos (SOTO, 2013).

Em decorréncia do aumento de relatos de infec¢es causadas por cepas de S. aureus
multirresistentes, hd um interesse pela descoberta de moléculas com capacidade de inibir o
crescimento e sobrevivéncia destes micro-organismos (MAGESH et al.,, 2013). Os
tratamentos para o controle de bactérias patogénicas envolvem o uso de antibidticos,
entretanto alguns destes compostos tém se mostrado ineficientes na erradicacdo de bactérias
organizadas na forma de biofilmes (PARK et al., 2012).

Compostos naturais tém despertado interesse como fontes de novos farmacos devido a
diversidade de metabdlitos secundarios produzidos (TALEKAR et al., 2014). Nos altimos
anos, estudos tém abordado uma variedade de propriedades biolégicas de diferentes
compostos fendlicos, principalmente, em decorréncia das suas reconhecidas propriedades
antioxidantes (CARRARO et al., 2014; ESPINOSA et al, 2015; FARHADI et al., 2015). Os
compostos fendlicos constituem uma das principais classes de metabdlitos secundéarios de
plantas, apresentando uma grande variedade de estruturas. Embora o esqueleto basico seja o
mesmo, as caracteristicas estruturais, particularmente a posicdo e o numero de grupos
hidroxila no grupo fenol, apresentam forte influéncia nas propriedades bioldgicas dos
compostos fenolicos (BORGES et al., 2013; CHOI et al., 2014). Os flavonoides e taninos
estdo entre os compostos mais abundantes encontrados em extratos vegetais (VAQUERO et
al., 2011; Ll et al., 2014).

Os flavonoides apresentam uma estrutura composta por 15 atomos de carbono (C6 -
C3 - C6) e sdo classificados em dez grupos diferentes (XIAO; MUZASHVILI; GEORGIEV,

2014). Estes compostos ocorrem como o ou 3 glicosideos, incluindo flavonoides glicosideos,
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galactosideos, rhamnosideos, arabinosideos e rutinosideos (TAHERI et al., 2013). Os
flavonoides glicosilados ocorrem principalmente como C-3 ou C-7 O-glicosideo (BARRECA
et al., 2014). Os taninos sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural, soliveis em dgua com
a capacidade de complexar e precipitar proteinas em solugdes aquosas. O peso molecular
destes compostos varia entre 0.5 para 3 kDa, e sdo responsaveis pela adstringéncia em fontes
herbaceas e caules de plantas, como também, potentes inidores de enzimas (SIMOES et al.,
2007; GILANI; XIAO; COCKELL, 2012).

Diversos compostos fendlicos tém demonstrado propriedades antimicrobianas bem
como de inibicdo da formacdo de biofilmes por bactérias patogénicas, como S. aureus
(BORGES et al. 2012; NOWATZKI et al. 2012; XING et al. 2012). Ainda, compostos
fenolicos, tais como o diterpeno totarol, o tanino acido tanico e o flavonoide tilirosideo, tém
demonstrado propriedades de modulacédo da resisténcia a diferentes antibidticos em cepas de
S. aureus envolvendo sistemas de efluxo (SMITH et al., 2007; SILVA et al., 2009; KYAW;
LIM; ZHOU, 2013). Sistemas de efluxo regulam os niveis intracelulares de compostos
residuais do metabolismo celular no ambiente limitado da matriz do biofilme (KVIST;
HANCOCK; KLEMM 2008; BAUGH et al., 2013). Desta forma, condi¢Ges que influenciam
a atividade de sistemas de efluxo em células bacterianas podem impactar diretamente na sua
capacidade de formagéo e manutencgéo do biofilme (SOTO, 2013).

Considerando o aumento de linhagens resistentes aos antibacterianos e as diversas
propriedades biologicas dos compostos fenolicos ja relatados na literatura, este estudo teve
como objetivos determinar a concentracdo inibitéria minima dos compostos fendlicos, estimar
a capacidade da formacdo de biofilme por cepas de S. aureus, como também avaliar a eficacia
dos compostos fendlicos na inibicdo da formacdo de biofilmes nestas mesmas cepas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus e resisténcia antimicrobiana

S. aureus sdo cocos gram-positivos amplamente distribuidos na natureza, compondo a
microbiota da pele e mucosa de humanos. Como patdgeno este micro-organismo pode
desenvolver infecgcdes graves como bacteremia, pneumonia e endocardite sendo um risco para
a saude publica (ARCURI et al., 2010). A importancia de S. aureus esta na combinacdo dos
fatores de viruléncia mediados por seu carater invasivo, seu perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e por suas toxinas que sdo fundamentais para que o processo inflamatério
inicie e se perpetue (KOCKRITZ-BLICKWEDE, 2011).

Cepas de S. aureus tem desenvolvido resisténcia a uma ampla gama de antibioticos
incluindo meticilina da classe dos B-lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas,
fluoroquinolonas, cloranfenicol, sulfonamidas, estreptomicina e tetraciclina, causando
problemas na medicina clinica, em hospitais e industrias de alimentos. Os principais
mecanismos da resisténcia bacteriana incluem inativacdo da droga, modificacdo do alvo,
formacdo de biofilme, alteracdo na acessibilidade a célula através de efluxo de drogas e
diminuicdo da absor¢cdo (ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012; SCHINDLER; JACINTO;
KAATZ, 2013).

A expressao dos sistemas de efluxo permite que os micro-organismos regulem o seu
ambiente interno através da remocdo de substancias toxicas (SOTO, 2013). As bombas de
efluxo séo classificadas em 6 familias de acordo com o nimero de componentes, 0 nimero de
regides transmembrana que atravessam, a fonte de energia usada e os tipos de moléculas que a
bomba exporta (PIDOOCK, 2006). Sendo elas: superfamilia MFS (Major facilitator),
superfamilia ABC (ATP binding cassette), familia RND (resistance nodulation division),
familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion), familia SMR (small multidrug
resistance) e superfamilia DMT (drug metabolite transporter) (SANCHEZ, 2003; KUMAR,;
SCHWEIZER, 2005). Bombas MFS prevalecem entre S. aureus e incluem bombas de efluxo
resistente a multiplas drogas (MDR) LmrS, NorA, NorB, NorC, MdeA, SdrM e QacA/B e 0s
transportadores especificos de tetraciclina Tet38 e TetK (LI; NIKAIDO, 2009).

Transportadores ndo-MFS em S. aureus incluem MsrA (ABC), Sav1866 (ABC), QacC
(pequenas MDR), MepA (MATE) e o transportador SepA (ROSS, 1989; SCHINDLER,;
JACINTO; KAATZ, 2013). Os perfis dos substratos destas bombas de MDR séo capazes de

transportar antibidticos (aminoglicosideos, macrolideos como eritromicina, fluoroquinolonas,
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tetraciclina e estreptogramina), biocidas (compostos de aménio quaterndrio, monovalente e
cations divalentes) e corantes intercalantes (brometo de etidio, acriflavina e Hoechst 33342)
(HASSAN; SKURRAY; BROWN, 2007; LI; NIKAIDO, 2009).

2.2 Formacao de biofilme

Os biofilmes sdo definidos como uma associacdo de micro-organismos aderidos a uma
superficie bidtica ou abiotica, organizada em multicamadas finas, e envolvidas por uma
matriz polimérica amorfa e hidratada, produzidas pelos proprios micro-organismos
(BJARNSHOLT et al., 2013). Embora a composi¢do dessa matriz apresente variagdes entre as
linhagens e entre as diferentes condi¢Bes de crescimento, 0s seus componentes incluem DNA
extracelular, polissacarideos, proteinas e fibras amiloides (BOLES; HORSWILL, 2011;
SCHWARTZ et al., 2012). A formacdo do biofilme é um processo gradual e dindmico que
consiste na fixacdo das células bacterianas a superficie, crescimento e maturacdo, onde 0s
micro-organismos produzem exopolissacarideos e formam as microcol6nias, e na dispersao
das células plancténicas, onde podem formar biofilme em outros ambientes (SREY; JAHID;
HA, 2013).

Experimentando um ambiente hostil, é importante para as bactérias formarem biofilme
como uma estratégia de sobrevivéncia. Particularmente, os biofilmes permitem aos micro-
organismos permanecerem no meio ambiente e resistirem a desidratacdo, luz UV e tratamento
com antibidticos e biocidas (DI BONAVENTURA et al., 2008; SREY; JAHID; HA, 2013).
Estima-se que 65-80% de todas as infec¢cOes estdo relacionados com biofilme (JIANG; LI,
2013).

Diversos mecanismos sdo citados como responsaveis pela resisténcia antimicrobiana
do biofilme:

1) baixa difusdo de antibidticos através da matriz de polissacarideo do biofilme
(ACKER; DIJCK; COENYE, 2014);

2) alteracOes fisioldgicas em resposta a escassez (oxigénio, privacdo de nutrientes e
estresse ambiental) (WALTERS, 2003);

3) alteracdo fenotipica das celulas que formam o biofilme (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999);

4) quorum sensing (BROOUN; LIU; LEWIS, 2000);

5) expressdo de bomba de efluxo (GILBERT; ALLISON; MCBAIN, 2002);
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6) células persistentes: pequenas fragdes de bactérias que resistem a morte quando
expostas a agentes antimicrobianos (LEWIS, 2007).

Existem evidéncias que a expressdao de bombas de efluxo é mais acentuada no
biofilme do que nas células plancténicas (ZHANG; MAH, 2008; ITO et al., 2009). O aumento
da atividade de sistemas de efluxo é relatado como estratégia importante para regulacdo dos
niveis intracelulares de compostos residuais do metabolismo celular no ambiente limitado da
matriz do biofilme (KVIST; HANCOCK; KLEMM, 2008; BAUGH et al., 2013).

2.3 Compostos fenolicos

Os compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos na
natureza, mais de 8000 compostos ja foram detectados em plantas, apresentam uma
diversidade de estruturas, simples e complexas, contendo um anel aromatico € um ou mais
substituintes hidroxilo (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; LI et al., 2014).
Os flavonoides e taninos estdo entre 0s compostos mais abundantes encontrados em extratos
vegetais (BORGES et al., 2013; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014). Esse grande e
complexo grupo apresenta atividade antioxidante, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidacdo de varias moléculas, particularmente de lipidios (CARRARO et al.,
2014; ESPINOSA et al., 2015; FARHADI et al., 2016).

Estudos tém mostrado propriedades antimicrobianas dos compostos fendlicos, como
também a capacidade para inibir a formacdo de biofilme em bactérias, inclusive em S. aureus
(BORGES et al., 2012; NOWATZKI et al., 2012; XING et al., 2012). A posicdo e 0 nimero
de hidroxilas no grupo fenol sdo considerados diretamente relacionados com a sua toxicidade
aos micro-organismos (SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010; BORGES et al., 2013).

Os compostos fenolicos podem ser classificados em dois grupos: flavonoides e néo-
flavonoides (BORGES et al., 2013; KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014). No grupo
dos flavonoides estdo incluidos as flavononas, proantocianinas, antocianidinas e isoflavonas
(FARAH; DONANGELO, 2006). Na classe dos nao-flavonoides existem
predominantemente os &cidos hidroxicinamico e hidrobenzoico. Sua atividade antioxidante
estd relacionada com o numero e a posicdo dos grupos hidroxilas e também com a
proximidade dos grupos -CO2H em relagéo ao grupo fenil. Quanto mais préximo esse grupo
estiver do grupo fenil, maior sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posigdo
meta (RAJALAKSMI; NARASIMHAN, 1995; BURNS et al., 2001).
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2.3.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos, com mais de 5000
moléculas descritas. Sdo pigmentos naturais das plantas e tem como funcdo principal proteger
estes organismos contra agentes oxidantes. Estudos tém ratificado as propriedades
farmacoldgicas e bioldgicas dos flavonoides, sendo muitas espécies de plantas usadas como
fito-medicamentos ou como alimentos funcionais (VUKICS; GUTTMAN, 2010; GEORGIEV
et al., 2014). Ainda, tem sido demonstrada atividade antimicrobiana, que pode ser explicada
pela sua capacidade de penetracdo nas membranas biologicas (WU et al., 2013).

Flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular e apresentam uma estrutura
quimica basica, conhecida como flavilium, formado por quinze atomos de carbono
distribuidos em dois anéis aromaticos (A e B), os benzenos, unidos a uma estrutura
heterociclica central, o pirano (anel C), onde o primeiro benzeno é condensado com o carbono
da posicdo seis do pirano, que na posicdo 2 carrega um grupo fenila conforme pode ser
visualizado na Fig. 1 (CUSHNIE; LAMB, 2011; XIAO; MUZASHVILI; GEORGIEV, 2014).
Estes compostos ocorrem como a ou [ glicosideos, incluindo flavonoides glicosideos,
galactosideos, ramnosideos, arabinosideos e rutinosideos (FANG et al., 2013; PUGLIESE
et al., 2013; TAHERI et al., 2013). Os flavonoides glicosilados ocorrem principalmente
como C-3 ou C-7 O-glicosideo (CUSHNIE; LAMB 2011; BARRECA et al., 2014).

Fig. 1 Estrutura quimica dos compostos fendlicos

3'
i
@ D “"'H-MB l- 1
T ™ ﬁ“*‘«f,” =
|A | C 8
o 3

Fonte: SILVA et al. (2015)

O grupo dos flavonoides pode ser subdividido em diversas classes, de acordo com o

grau de hidrogenacéo e variacdes do anel C: flavonois, flavanois (ou catequinas), flavonas,
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flavanonas, antocianinas, isoflavonoides e dihidrochalconas (VEITCH; GRAYER, 2011). Os
flavonois apresentam atividade antioxidante, que confere um efeito protetor as diversas
desordens patoldgicas. Na classe dos flavonois, os principais constituintes estudados s&o:
quercetina, miricetina e caempferol (IACOPINI et al., 2008).

A miricetina é formada por dois grupos fenil (A e B) unidos por uma cadeia de trés
carbonos (C) (Fig. 3). A presenga do grupo pirrogalol (3 oxidrilas livres no anel B) é muito
importante para a atividade antioxidante (SAWAI et al., 2005). A sua forma glicosilada,
miricitrina, apresenta um monossacarideo ligado ao pirano no carbono da posicdo 3 (Fig. 2).
Miricetina e miricitrina sdo encontradas principalmente em frutas como o marmelo e sapoti e
em folhas de pitanga e jambol&o (MA et al., 2004).

Fig. 2 Estrutura quimica da miricitrina

Fonte: WANG (2010)

Fig. 3 Estrutura quimica da miricetina

Fonte: WANG (2010)
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As flavanonas estdo na forma de mono ou diglicosideos e contribuem com o sabor
citrico dos alimentos, sendo encontradas em frutas como laranja e limdo. Sdo exemplos de
flavanonas: a hesperidina, a narirutina, a naringenina, e a neohesperidina. A hesperidina é
estruturalmente classificada como B-glicosideo com um dissacarideo rutinose (ramnose e
glicose) ligado ao pirano no carbono da posicéo 7. A sua forma aglicona, a hesperetina, € uma
3',5,7-triidroxi-4'-metoxiflavona (Fig. 4). Hesperidina e hesperetina apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas incluindo atividade antioxidante e anti-inflamatéria (HAIDARI
etal., 2009; LEE et al., 2010).

Fig. 4 Estrutura quimica da hesperetina e hesperidina
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Fonte: Souza et al. (2015)

Dihidrocalconas sdo flavonoides raros encontrados em cerca de 30 espécies de plantas,
sendo a floretina (Fig. 5) e a sua forma glicosilada (floridzina) ricamente presentes nas cascas
e nas polpas de magas (BOURVELLEC; GUYOT; RENARD, 2009). A floridzina apresenta
um dissacarideo (glicose e xiloglicose) ligado ao pirano no carbono da posicdo 3 (Fig. 6).

Floretina e floridzina apresentam atividade antioxidante e antimicrobiana (LEE, 2010).



20

Fig. 5 Estrutura quimica da floretina

Fonte: CSEH et al. (2000)

Fig. 6 Estrutura quimica da floridzina
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Fonte: CSEH et al. (2000)

2.3.2 Taninos

Taninos sdo compostos fendlicos n&o-flavonoides de ocorréncia natural com a

capacidade de complexar e precipitar proteinas em soluces aquosas. Os pesos moleculares



21

variam entre 0.5 para 3 kDa, sendo responsaveis pela adstringéncia em fontes herbaceas e
caules de plantas, como também, potentes inidores de enzimas, protegendo as plantas contra
ataque de micro-organismos (GILANI; XIAO; COCKELL, 2012).

Taninos exercem atividade antimicrobiana através de ligacdo as paredes das células,
perturbando a integridade da membrana, se ligando as proteinas, inibindo a atividade
enzimética ou inibindo o metabolismo microbiano através da fosforilagdo oxidativa
(COWAN, 1999; LI et al., 2013).

Os taninos (Fig. 7) sdo classificados, de acordo com sua origem biossintética, em dois
grupos:

a) taninos hidrolisaveis sdo compostos que tem como base um &cido fendlico, o acido
galico (taninos galicos) e o acido elagico (taninos elagicos) ligados a uma molécula de acucar.
Na maior parte dos casos, estes encontram-se na natureza sobre a forma de ésteres maltiplos
com acuUcares, nomeadamente a D-glicose formando estruturas complexas. Esta molécula é a
base da biossintese dos taninos hidrolisveis mais complexos como o acido tanico encontrado
em partes ndo comestiveis de plantas (SERRANO et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

b) os taninos condensados ou proantocianidinas sdo distribuidos por todo 0 mesocarpo
da fruta, porém com maiores concentragdes no epicarpo, aparecem como dimeros, oligdmeros
e polimeros de flavonoides, especificamente de flavanois. Quando hidrolisados apresentam-se
como &cidos galicos glicosilados, incluindo galotaninos e elagitaninos (KHANBABAEE;
VAN REE, 2001).

As formas hidrolisaveis sdo facilmente hidrolisadas por acidos, bases, e algumas
enzimas, enquanto os taninos condensados, principalmente produtos polimerizados de
flavanol (catequina) e flavandiol ou a mistura destes, sdo resistentes a hidrolise (GILANI;
XIAO; COCKELL, 2012).

O éacido tanico (AT) é um importante tanino pertencente a classe hidrolisavel
(AKIYAMA et al., 2001). Composto por uma molécula de glicose central, onde estdo ligadas
cinco cadeias compostas por duas moléculas de &cido galico ligadas por esterificagéo (Fig. 7).
(XU et al., 2015). Esta presente em diversos alimentos como, uvas, lentilhas, chocolate, vinho

tinto, cerveja, café, cha preto e cha verde (ZENGIN et al., 2014).
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Fig. 7 Estrutura quimica do acido tanico
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Antibioticos e compostos fendlicos
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Os antibioticos norfloxacina (Nor), eritromicina (Eri), e os compostos fendlicos foram

obtidos da Sigma-Aldrich (pureza > 98%; St. Louis, USA). Os estoque das solugdes de Nor

foram preparados em uma mistura de 1M NaOH e agua destilada estéril (propor¢édo 1:9) e

0S

de Eri em alcool absoluto (P.A), de acordo com CLSI (2012). Os compostos fenolicos

ensaiados (Tabela 1) foram dissolvidos em uma mistura de dimetilsulfoxido (DMSO) e agua

destilada estéril (4:1). O DMSO na sua concentracdo mais elevada apos diluicdo em caldo

(4%) ndo inibi o crescimento bacteriano.

Tabela 1 - Compostos fendlicos ensaiados

Flavonoides Tanino
O-glicosideos Acido tanico
Glicosilados Agliconas

Miricetina Miricitrina

Hesperetina Hesperidina

Floretina Floridzina

3.2 Linhagens de teste e meios de cultura

As linhagens de S. aureus ensaiadas foram a SA-1199B, que super expressa 0 gene
norA codificador da proteina de efluxo NorA, a RN-4220 que possui o plasmideo
pUL5054, o qual, tem o gene que codifica a proteina para efluxo de macrolideos (MsrA)
(ROSS et al., 1989), ambas gentilmente cedidas pelo Dr. Simon Gibbons (University of
London - UK), e a S. aureus ATCC-25923, que ndo superexpressa genes conhecidos para
proteinas de efluxo.

Os estoques das linhagens foram mantidos em caldo nutritivo de infusdo cérebro-
coragdo (Brain Heart Infusion - BHI, Himedia) contedo glicerol (15 mL/100mL) a - 20 °C.
As cepas foram inoculadas em caldo BHI a 37°C por 18 - 24 horas (até o final da fase
exponencial). Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo (4500 g, 15 min, 4

°C), lavadas duas vezes em solucdo salina estéril (NaCl 0,85% wi/v) e ressuspensas para
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obter as suspensdes celulares padrdo. A leitura em densidade éptica (OD) a 660 nm da
suspensdo das células foi de 0,1 e a contagem de células viadveis de aproximadamente 8 log

ufc/mL.

3.3 Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos fendlicos foram determinadas
através do ensaio de microdiluicdo, seguindo procedimento padréo descrito por CLSI (2012).
As placas de 96 pogos foram preparadas dispensando 180 plL. de caldo BHI contendo
suspensdo bacteriana de 5 log ufc/mL e 20 pL de solucdo dos composto fendlicos testados
(concentracédo variando de 512 a 0,25 uL/mL). Cada placa incluiu o controle positivo sem 0s
compostos fenolicos. A CIM foi definida como a menor concentracdo dos compostos

fendlicos capaz de inibir o crescimento das cepas ap6s incubacéo a 37 °C por 18 - 24 h.

3.4 Caracterizacao fenotipica da producéo de biofilme

O ensaio de quantificagdo da formagdo de biofilme foi realizado através de ensaios de
microdiluicdo utilizando procedimentos descritos por Stepanovic et al. (2007). As placas de
96 pocos foram preparadas dispensando 200 uL de caldo BHI suplementados com glicose
(19/100mL) contendo suspensdo bacteriana de 5 log ufc/mL, com posterior incubacgéo estatica
a 37 °C por 18 - 24 h. Simultaneamente, foi preparado o controle negativo (meio de cultura).
Apos o periodo de incubacdo, o meio de cultivo foi descartado, os pogos lavados com solugéo
tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,2 e as células fixadas foram coradas com solucao de Cristal
Violeta de Gram (0,5 g/100 mL).

O desenvolvimento do biofilme foi avaliado pela absorbancia a 570 nm (Asz) das
bactérias coradas, medido com o uso de leitor de microplaca (BioTek EON™, USA). Para
quantificar a intensidade da formacdo do biofilme, a média da OD de cada cepa foi
comparada com o OD¢ (densidade dptica do controle negativo + 3 x (desvio padrdo). Os
resultados foram classificados de acordo com o que se segue ODs79 < OD¢ = nédo produtor de
biofilme; OD¢ < ODs7o < 2 x OD¢ = fraco produtor de biofilme; 2 x OD¢ < ODs7p <4 x ODc¢
= produtor moderado de biofilme; 4 x OD¢ < ODsyq = forte produtor de biofilme.

A caracterizacio da producdo do biofilme em Agar Vermelho Congo (CRA) foi
conduzida de acordo com procedimento descrito por Arciola et al. (2002). O CRA utilizado

nos ensaios foi preparado por meio da adi¢do de 0,8 g do corante vermelho congo e 36 g de
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sacarose (Sigma, Missouri, EUA) a 1 L de agar BHI. Todas as cepas foram cultivadas em
CRA e incubadas por 48 h a 37 °C e, subsequentemente, 2 - 4 dias a temperatura ambiente.
Para uma avaliacdo precisa de todas as possiveis variagdes cromaticas exibidas pelas
col6nias cultivadas, foi utilizada uma escala de seis cores, com faixa de escala de muito negra
para muito vermelha. As col6nias negras foram consideradas produtoras de biofilme, as
colonias cinzas fracas produtoras de biofilme, enquanto as colonias vermelhas e roxas nao

produtoras de biofilme.

3.5 Ensaio de inibicdo da formagé&o do biofilme

O efeito dos compostos fenolicos na formacdo de biofilme pelas cepas teste foi
realizado utilizando método de microdiluicdo descrito por Xu, Zhou e Wu (2011), usando
suspensdo de 5 log ufc/mL e uma variagdo dos compostos fenolicos testados de 256 a 0,25
puL/mL. Cada placa incluiu o controle positivo sem o0s compostos fendlicos. Em seguida, o
sistema foi incubado de forma estatica a 37°C por 24 h.

Apds o periodo de incubacdo, o meio de cultivo foi descartado, 0s pogos lavados com
solucdo tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,2 e as células foram coradas com solucédo de Cristal
Violeta de Gram (0,1 g/100 mL). O biofilme corado foi solubilizado pela adigéo de etanol a
95% e a absorbancia a 595 nm (Asgs) foi medida com o uso de leitor de microplaca (BioTek
EONTM). A porcentagem de inibicdo para cada concentracdo dos compostos ensaiados foi
calculada utilizando a equacéo (1 - Asgs/Asgs do controle ndo tratado) x 100. A concentracdo
inibitéria minima dos compostos fendlicos frente ao biofilme (MBICsp) foi definida como a

menor concentracdo que resultou em 50% ou mais de inibi¢do da formacéo de biofilme.

3.6 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes
(repeticdes), os resultados foram expressos com os valores médios dos ensaios. Os resultados
da CIM e MBICs, foram expressos em valor modal, porque ndo foi observada variagdo entre
os resultados replicados (McMAHON et al., 2008). As anélises estatisticas foram realizadas
utilizando o software Sigma-Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California).
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Abstract

This study evaluated the efficacy of flavonoids in inhibiting biofilm formation of
Staphylococcus aureus RN4220 and S. aureus AS-119B strains, which overexpress efflux
protein genes. The S. aureus ATCC259233 strain which does not overexpress genes related to
efflux proteins was also used in tests. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
flavonoids was determined by the microdilution in broth method, while the minimum
concentration for biofilm inhibition (MICBs) was determined by the microdilution in broth
method with quantification of biofilm formation by absorbance at 595 nm. The tested
flavonoids at 512 pg ml™ showed no inhibitory activity on the3 growth of the strains tested;
however, at lower concentrations showed inhibitory effects on biofilm formation by these
same strains. MBICs values varied between 1 to 256 pg ml™, with lower values (1 and 4 ug
ml™) being observed against S. aureus RN-4220. Aglycone flavonoids showed lower MICBs,
values than their respective glycone forms. Myricetin, hesperetin and phloretin exhibited
biofilm formation inhibition > 70% for S. aureus RN- 4220. The results indicate that the
tested flavonoids have the potential of inhibiting biofilm formation by S. aureus strains that
overexpress efflux pumps. However, these effects are more strongly established by flavonoids

in their aglycone forms.

Keywords: flavonoids; glycosylation; Staphylococcus spp.; inhibitory effect; biofilm.

Significance and impact of the study: The biofilm formation capacity of Staphylococcus
aureus is recognized as a characteristic that contributes to the persistence of this pathogen in
the environment. This study demonstrates the efficacy of flavonoids to inhibit biofilm
formation in S. aureus, suggesting the potential of these compounds for controlling biofilm

formation, particularly when used in the aglycone form.
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1. Introduction

Staphylococcus aureus are bacteria that can live as commensals; however, they
frequently colonize humans as pathogens casing different infections (Lee et al., 2011). When
colonizing surfaces, S. aureus can form a structured community named biofilm, in which the
cells are embedded in a polymer matrix. Although the composition of the biofilm matrix may
vary, the main components include extracellular DNA, polysaccharides, proteins and amyloid
fibrils (Schwartz et al., 2012).

Due to the increase in reports of infections caused by multi-resistant S. aureus strains,
there is an interest in the search for molecules with the ability to inhibit the growth and
survival of these microorganisms (Magesh et al., 2013). Treatments for the control of
pathogenic bacteria involve the use of antibiotics; however, some of these compounds have
been shown inefficient in eradicating bacterial populations arranged in biofilm forms (Park et
al., 2012).

In recent years, studies have addressed a variety of biological properties of different
phenolic compounds, mainly due to their antioxidant properties (Espinosa et al., 2015;
Farhadi et al., 2015). Phenolic compounds are one of the major classes of secondary
metabolites of plants and can be categorized into several classes, including phenolic acids,
flavonoids and tannins (Borges et al., 2013; Khan, Zill-E-Huma and Dangles, 2014).
Characterized by a structure composed of 15 carbon atoms (C6 - C3 - C6), flavonoids can be
classified into two different groups (Xiao, Muzashvili and Georgiev, 2014). They occur as a-
glycosides or B-glycosides, including glycosylated flavonoids, galactosides, rhamnosides,
arabinosides and rutinosides (Taheri et al., 2013). Glycosylated flavonoids occur primarily as
C-3 or C-7 O-glycosides (Barreca et al., 2014). Despite the basic skeleton being the same, the

structural characteristics (especially the position and number of hydroxyl groups in the



39

phenolic ring) have a strong influence on the biological properties of phenolic compounds
(Borges et al., 2013; Choi et al., 2014).

Several phenolic compounds have shown antimicrobial properties and capability to
inhibit the biofilm formation by pathogenic bacteria, including S. aureus (Nowatzki et al.,
2012; Xing et al., 2012). However, some phenolic compounds such as the diterpene totarol,
tannic acid (tannin) and tiliroside flavonoids have shown properties to modulate the resistance
to various antibiotics in S. aureus involving efflux pump inhibition (Silva et al., 2009; Smith
et al., 2007; Kyaw, Lim and Zhou, 2013). Increased expression of efflux systems in bacteria
cells is reported as an important strategy for regulating intracellular amounts of waste
compounds from cellular metabolism in the limited biofilm matrix environment (Kvist,
Hancock and Klemm, 2008; Baugh et al., 2013). Thus, conditions influencing efflux systems
activity in bacterial cells may directly impact their capability to form and maintain biofilm.

Considering these aspects, the objective of this study was to evaluate the efficacy of
different flavonoids in inhibiting the biofilm formation by S. aureus strains that overexpress

genes for efflux proteins.

2. Results and discussion

The results of assays for biofilm quantification and CRA (Congo Red Agar) tests
showed that all the S. aureus strains used in the study are biofilm producers. CRA tests
revealed that S. aureus ATCC-25923 presented black coloration according to the reference
scale, while S. aureus RN- 4220 and S. aureus SA-1199B presented an almost black
coloration (Fig. 1).

All tested flavonoids showed weak antimicrobial activity (MIC > 1024 pg ml™, Van
Vuuren, 2008) for all the tested S. aureus strains (Van Vuuren, 2008). However, the tested

flavonoids presented inhibitory effects toward biofilm formation by all the tested strains, with
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exception for myricitrin and phloridzin toward S. aureus SA-1199B (Table 3). MBICs, values
varied between 1 to 256 pg ml™, among the tested flavonoids and strains. In general, the
lowest MBICs values (1 pg ml™) were observed against S. aureus RN-4220, with exception
of myricitrin that presented MBICs, value of 128 pg ml™.

MBICs, values of the assayed flavonoids were considerably lower (4 to 256-fold) than
the respective MIC values (Table 4). These data show that although flavonoids had no
inhibitory effect on the growth of the tested S. aureus strains at the assayed concentrations,
these compounds at subinhibitory concentrations showed inhibitory effects toward the biofilm
formation by these same strains. Still, flavonoids in their aglycone forms (phloretin,
hesperetin, myricitrin) showed lower MBICsq values against S. aureus RN-4220 and S. aureus
SA-1199B than their respective glycone forms.

Previous studies found that aglycone flavonoids have higher antioxidant effects
compared to their respective glycone forms, with such differences being related to difference
in hydroxyl groups and double bonds between carbon in positions 2 and 3 of the molecules
(Pyu, Lee and Lee, 2005; Souza et al., 2015). Furthermore, the O-glycosidic bond in the
molecules is associated with reduced ability to interact with bacterial cells due to a lack of
affinity for phospholipid bilayer or specific receptors located on the cell membrane (Gomes et
al., 2011). Although the relationship between structure and activity has already been observed
in studies evaluating the antibacterial effects of different glycone and aglycone flavonoid
forms (Stafford, 1990; Mandalari et al., 2007), reports of such influence on the inhibitory
effects toward the biofilm formation in bacteria are still scarce or inexistent.

A previous study found that strains of methicillin-resistant S. aureus have a reduced
capability to form biofilms when growing in the presence of subinhibitory concentrations of
ellagic acid (MBICso 50 - 200 pug ml™), with MBICs, values being significantly lower than the

verified MIC (Quave et al., 2012). In another study, the presence of epigallocatechin gallate in
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growth medium inhibited the biofilm formation by Streptococcus mutans with MBICs, of
312.5 ug ml™* (Xu, Zhou and Wu, 2012).

Myricetin at concentrations varying from 64 to 256 pg ml™, hesperetin from 32 to 256
ng mi™ and phloretin from 8 to 256 pg ml™ presented biofilm formation inhibition > 70%
against S. aureus RN- 4220, while the inhibition was lower against S. aureus ATCC-25923
and S. aureus SA-1199B, respectively. For the majority of the concentrations tested, the
highest biofilm formation inhibition was established against S. aureus RN-4220 (Fig. 2).

Studies have verified that plant compounds at subinhibitory concentrations can inhibit
biofilm formation by S. aureus resistant strains (Lin et al., 2011; Christena et al., 2015),
interfering with the function of efflux systems (Kvist et al., 2008). Thus, the exposure to
subinhibitory concentrations of the studied flavonoids may have influenced the function of
efflux system expressed by S. aureus RN4220 and S. aureus SA-1199B strains, consequently
interfering with the capability to produce biofilm. However, the strength of the inhibitory
effects on biofilm formation by the tested flavonoids may also be related to the type of efflux

system expressed in each strain.

3. Material and methods
3.1 Antibiotics and flavonoids

Norfloxacin (Nor), erythromycin (Ery) and flavonoids were obtained from Sigma-
Aldrich (purity > 98%; St. Louis, USA). Nor stock solutions were prepared from a mixture of
1 mol It NaOH and sterile distilled water (1 : 9 ratio) and Ery in absolute alcohol according to
a previously described procedure (CLSI, 2012). The tested flavonoids (Table 1) were
dissolved in a mixture of dimethyl sulfoxide (DMSO) and distilled water (4 : 1 ratio). DMSO
at its highest concentration tested after final dilution in broth (4%, v/v) did not inhibit the

bacterial growth.
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3.2 Test strains and growth conditions

S. aureus RN4220 and S. aureus SA-1199B, which overexpress genes for efflux
proteins, were kindly provided by Dr. S. Gibbons (University of London — UK); and S. aureus
ATCC-25923 that does not overexpress genes for efflux proteins (Table 2), were used as test
strains. Stock cultures were maintained on Brain Heart Infusion broth (BHIB; Himedia, India)
containing glycerol (15 mL 100 ml™) at - 20 °C. For the inoculum preparation, each strain
was grown in BHI broth at 37 °C for 18 - 24 h (until the end of exponential growth phase).
Then, the cells were collected by centrifugation (4500 g, 15 min, 4 °C), washed twice with
sterile saline solution (0.85% w/v NaCl) and re-suspended in sterile saline solution to obtain
the cell suspensions. The OD reading at 660 nm of each cell suspension was 0.1 and provided

viable cell counts of approximately 8 log cfu ml™.

3.3 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

The MIC of the flavonoid was determined in BHIB using a microdilution in both
standard procedure (CLSI, 2012). The 96-well plates were prepared by dispensing 180 pL of
BHI broth containing 1.8 pL of bacterial suspension (final viable counts of approximately 5
log cfu mL™). Then, 20 pL of the solution of each flavonoid tested was added to each well.
Each plate included positive controls without flavonoids (final concentration varying from
512 to 0.25 uL mL™). The microplates were incubated at 37 °C for 24 h. After the incubation
period, the MIC was defined as the lowest concentration that was capable to inhibit visually

the growth of the test bacterial strain.

3.4 Phenotypic characterization of biofilm production
The assay for quantification of biofilm formation was performed using a microdilution

procedure described previously (Stepanovic et al., 2007), 5 log cfu ml™ bacterial suspensions
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in BHI broth. The mixtures were incubated statically at 37 °C for 18 - 24 h. After the
incubation period, the growth medium was discarded, the wells were washed with phosphate
buffered saline (PBS; pH 7.2) and fixed cells were stained with a crystal violet solution (0.5 ¢
100 ml™Y). BHI broth without inoculation of the test strains or flavonoids were used as
negative control. Biofilm development was assessed by absorbance at 570 nm (As70) of
staining bacteria cells. A cut-off value (ODc) of As;y was established, defined as three
standard deviations (SD) above the OD negative control average: OD¢ = negative control
average + (3 x negative control SD). ODs79 < OD¢ = no producer; OD¢ < ODs79 <2 x ODc =
weak producer; 2 X OD¢ < ODs79 < 4 x OD¢ = moderate producer; and 4 x OD¢ < ODs7g =
strong producer.

The characterization of biofilm production by Congo Red agar (CRA) method was
performed according to previously described procedure (Arciola et al., 2002). All strains
were grown in CRA, incubated for 48 h at 37 °C and subsequently left at room temperature
for 2 - 4 days. An internal reference with a six-color scale was used to evaluate colony
growth, ranging between very black (VB) to very red (VR) (Fig. 1). Black colonies were
considered biofilm producers, gray colonies weak biofilm producers, while red and purple

colonies were not biofilm producers.

3.5 Inhibition of biofilm formation assay

The effect of flavonoids on biofilm formation by test strains was performed using a
microdilution in broth method described previously (Xu, Zhou and Wu, 2011), using 5 log cfu
ml™ bacterial suspensions in BHI broth and the tested flavonoids in final concentrations range
of 256 - 0.25 uL ml™. The systems were statically incubated at 37 °C for 18 - 24 h. After the
incubation period, the growth medium was removed and the wells were washed with PBS to

remove planktonic cells. The biofilm was stained with crystal violet (0.1 g 100 mL™). The
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stained biofilm was solubilized by adding 95% ethanol and absorbance at 595 nm (A595) was
recorded in a microplate reader (BioTek EON™, USA). Mixtures without the addition of
flavonoids were tested as untreated (positive) control. The percentage of inhibition for each
concentration of the tested flavonoids was calculated using the equation: (1 - A595/A595 of
the untreated control) x 100. The minimum biofilm inhibitory concentration (MBICsp) of
flavonoids was defined as the lowest concentration that resulted in 50% or more inhibition of

biofilm formation.

3.6 Statistical analysis

Assays were performed in triplicate, in three independent experiments (replicates), and
the results were expressed as average values of assays. The MIC and MBICsq results were
expressed in modal value because no variation among replicated results was observed
(McMahon et al., 2008). Statistical analyzes were performed using Sigma-Stat 3.5 software

(Jandel Scientific Software, San Jose, California).

4. Conclusion

The results of this study show that flavonoids have the potential for inhibiting biofilm
formation by S. aureus strains that overexpress efflux protein genes. These effects were
strongly established by the aglycone forms of muyricetin, hesperetin and phloretin, when
compared to their respective glycone forms. However, further studies are necessary to
elucidate the mechanisms involved in the inhibition of biofilm formation in the test strains by

these flavonoids.
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Table 1 Chemical classification of flavonoids tested for inhibition of biofilm formation by S.

aureus
Flavonoids
O-glycoside
Glycosylated Aglycones
Miricitrina Myricetin
Hesperidin Hesperetin
Phloridzin Phloretin




Table 2 Characteristics of S. aureus strains used in the study, considering the capability to

express efflux protein genes

Strains

Characteristics

Reference

S. aureus RN4220

Contains the pUL5054 plasmid, which carries the
gene encoding the protein for macrolide efflux
(MsrA)

Ross et al. (1989);
Chan et al. (2013)

S. aureus SA-1199B

It overexpresses the gene norA, encoding the efflux
protein  NorA, responsible for efflux of
fluoroquinolones and other substances that bind to
nucleic acids, such as ammonium quaternary
compounds and intercalating dyes (ethidium
bromide)

Kaatz et al.
(1993); Kaatz and

Seo (1995);
Gibbons and Udo
(2000);

Enslie et al.
(1995)

S. aureus ATCC 259233

It does not overexpress genes related protein efflux
pumps

Gibbons and Udo
(2000)
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Table 3 Minimum concentration for inhibition of biofilm formation of flavonoids against S.

aureus strains, expressed as MBICsg

S. aureus RN- 4220 S. aureus SA-1199B

S. aureus ATCC-25923

Flavonoids
MBIC50 (ug mi™) MBIC50 (ug mi™) MBIC50 (ug mi™)
Hesperetin 4 32 16
Hesperidin 32 128 4
Myricetin 1 32 64
Myricitrin 128 No inhibition 64
Phloretin 1 256 4
Phloridzin 16 No inhibition 32

MBICso: Minimum concentration for biofilm inhibition, defined as the lowest concentration capable of reducing

biofilm formation by 50% or more compared to the control assay.
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Table 4 Decreases of the minimum concentration for biofilm inhibition (MBICsp) in relation

to the minimal inhibitory concentration (MIC) of aglycone flavonoids against S. aureus

strains
Aglycone Decrease of MBICs in relation to MIC
flavonoids
S. aureus RN- 4220 S. aureus SA-1199 S. aureus ATCC-25923
Hesperetin 64 8 16
Myricetin 256 8 4
Phloretin 256 1 128
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Fig. 1 Colorimetric scale used for the evaluation of S. aureus colonies in Cong Red agar
(CRA): (A) reference scale (vr, very red; r, red; brd, bordeaux; ab, almost black; b, black; vb,
very black); (B) appearance of colony on CRA, (B1) S. aureus ATCC-25923, (B2) S. aureus
RN4220, (B3) S. aureus SA-1199B. Due to light reflection, digital images of colonies did not
always perfectly match the appearance that resembles a direct visual observation
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Fig. 2 Percentage biofilm formation inhibition of S. aureus strains exposed to different
concentrations of flavonoids. Myricetin (A), Hesperetin (B) and Phloretin (C). black
bar S. aureus ATCC 25923 control strain, gray bar S. aureus RN 4220; dotted bar S.

aureus SA-1199B. Error bars indicate standard deviation
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4 OUTROS RESULTADOS

O tanino &cido ténico (AT) ensaiado ndo apresentou atividade antimicrobiana a 512
pg/mL (CIM > 1024 pg/mL) frente as cepas de S. aureus testadas. Sendo que o AT
apresentou capacidade de inibicdo da formacéo de biofilme por parte das cepas testadas em
concentragOes subinibitorias. Os valores de MBICs, foram de 2 pg/mL para S. aureus RN-
4220 e 32 pg/mL para S. aureus SA-1199B e S. aureus ATCC-25923.

O AT na concentracao de 32 pug/mL apresentou percentual de inibicdo da formacéo de
biofilme > 70% para S. aureus RN- 4220, enquanto estes percentuais foram inferiores para S.
aureus SA-1199B e S. aureus ATCC-25923. Para todas as concentragdes ensaiadas, 0sS
maiores percentuais de inibicdo da formacdo de biofilme foram estabelecidos frente a S.
aureus RN-4220 (Fig. 1).

Um estudo prévio mostrou que o flavonoide floroglucinol inibiu a formacdo de
biofilme por S. aureus e S. epidermidis, com MBIC de 1,95 pg/mL (SARKISIAN, et al.,
2012). Em outro estudo, o flavonoide pinostrobin em concentracbes sub-inibitdrias de
500ug/mL inibiu 90% da formacédo de biofilme em S. aureus 1199-B (NorA) (CHRISTENA
et al., 2015).

Estes dados mostram que, embora 0 AT ndo tenha apresentado efeito inibitorio nas
concentracdes ensaiadas sobre as cepas de S. aureus, tal composto, em concentragdes
subinibitorias, apresentam potencial para inibir a formacdo de biofilme em cepas que

superexpressam genes para proteinas de efluxo.
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Fig. 1 Percentual de inibicdo da formacdo de bioflime por cepas de S. aureus expostas a

40-

diferentes concentracdes de acido tanico. Barra negra cepa controle de S. aureus ATCC-
25923, barra cinza S. aureus RN- 4220; barra pontilhada S. aureus SA-1199B. As barras de

erro indicam o desvio padrédo
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados atenderam aos objetivos propostos pelo estudo. As cepas
de S. aureus utilizadas no trabalho mostraram capacidade para produzir biofilme. Ainda, o0s
compostos fendlicos ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas concentra¢des ensaiadas.
Sendo que, em concentracGes subinibitorias apresentaram potencial para inibir a formacéo de
biofilme frente as linhagem de S. aureus que superexpressam genes para proteinas de efluxo.
Os efeitos das MBICsy foram mais fortemente estabelecidos pelos flavonoides nas suas
formas agliconas quando comparados as suas respectivas formas glisosiladas. Entretanto,
estudos futuros tornam-se necessarios para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na

inibicdo da formac&o de biofilme nas cepas teste por parte destes compostos fendlicos.
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