UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS

Thayna Fernandes Barros

Avaliacao antibacteriana e
antibiofilme associada a
metabolomica para identificacao de
substancias bioativas: um estudo
sobre espécies de Combretum
(Combretaceae)

Porto Alegre
2021



Thayna Fernandes Barros

Avaliacao antibacteriana e antibiofilme
associada a metabolomica para
identificacao de substancias bioativas:
um estudo sobre espécies de
Combretum (Combretaceae)

Dissertagcdao submetida ao Programa de
Pés-Graduacdo em  Biociéncias da
Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre como requisito para
obtencao do grau de Mestre.

Orientadora: Prof. Dra Danielle da Silva Trentin
Co-orientadora: Prof. Dra Denise Brentan da Silva

Porto Alegre
2021



Catalogagao na Publicagao

Barros, Thayna Fernandes

Avaliacdc antibacteriana e antibiofilme associada a
metabolémica para identificagdo de substdncias biocativas:
um estudo scbre espécies de Combretum (Combretaceae) /[
Thayna Fernandes Barros. -- 2021.

146 p. : graf., tab. ; 30 cm.

Dissertacdoc (mestrado) -- Universidade Federal de
Ciéncias da Salde de Porto Alegre, Programa de
Pos-Graduacdoc em Ciéncias da Sande, 2021.

Orientador(a): Dra. Danielle da Silva Trentin ;
coorientador (a) : Dra. Denise Brentan da Silwva.

1. Biofilmes bacterianos . 2. Produtos WNaturais. 3.
Metabol&mica. I. Titulo.

Sistema de Geragao de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




INTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Molecular da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA) e no Laboratorio de
Produtos Naturais e Espectrometria de Massas (LAPNEM) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul.

Recebeu auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande
do Sul (FAPERGS — FAPERGS/CNPq 11/2014 —Edital PRONEM - Processo n° 16/2551-
0000244-4) e da UFCSPA através do Programa de fomento a realizagao de projetos de pesquisa
na UFCSPA (Editais n° 01/2019/PROPPG e n°® 07/2020/PROPPG). A bolsa de mestrado foi
fomentada durante todo o periodo do mestrado académico pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do Maranhdo (FAPEMA — Edital n° 004/2019).



PAGINA DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a minha familia, amigos e
professores.



PAGINA DE AGRADECIMENTOS

Danielle, em primeiro lugar, ndo poderia com palavras descrever o quanto vocé foi importante
nessa etapa da minha vida, mas se eu fosse resumir em uma unica palavra, eu diria "gratidao".
Obrigada por tudo que tens feito, desde o primeiro momento por ter aceitado ser minha
orientadora, obrigada por sua compreensdo, dedicacdo e por nunca desistir de mim. Vocé me
inspira pela mulher, pela amiga e pela pesquisadora que €s. Amo o fato de ter te conhecido, nao
poderia ter uma orientadora, mestre e amiga melhor. Vocé me fez sair de uma pequena semente
para um brotozinho e espero um dia poder florescer igual a vocé.

Denise, o que falar dessa mulher, que me inspira ndo somente pela grande pesquisadora, mas
pelo exemplo de mulher e mae que és. Sim! Vocé ¢ exemplo de fortaleza e calma. Seu otimismo
me encanta. Obrigada por ter aceitado ser a colaboradora no meu amadurecimento profissional
e por nunca medir esfor¢os quanto a isso.

Gostaria de agradecer a banca examinadora, Laura Silva ¢ Raquel Giordani e em especial a
Karine Zimmer que sempre se dispds a colaborar no meu aprendizado, vocé com certeza foi
uma pec¢a chave nessa jornada.

Quero declarar meu amor pelo grupo Bacmea, vocés sdo maravilhosos! Amo cada integrante
desse grupo, em especial Andressa, Josiane e Helber. Obrigada pela amizade e companheirismo
de sempre.

A todos os colaboradores e amigos do laboratorio por cada palavra, por cada gesto e por cada
ensinamento, de forma particular a Muriel e Vivi que sempre me incentivaram.

Aos meus professores e mestres Alexandre e Luis Claudio por me permitirem essa oportunidade
de avancar no mestrado.

A toda minha familia e amigos que me apoiaram e acreditaram em mim. Eu amo vocés!

Por fim, gostaria de encerrar os meus agradecimentos com um versiculo: Nem olhos viram,
nem ouvidos ouviram, nem jamais penetrou o cora¢ao humano, o que Deus tem preparado para
aqueles que o amam. Biblia Sagrada 1 Corintios 2.9.

Tudo isso s6 foi possivel porque vocé€ sonhou primeiro. Obrigada Deus!



RESUMO

Espécies de Combretaceaec t€m sido utilizadas na medicina popular para tratar doencas
inflamatorias e infecciosas, e diversos metabolitos secundarios ja foram descritos para algumas
espécies do género Combretum. Infecgdes causadas por Staphylococcus aureus € Pseudomonas
aeruginosa sao reconhecidas como desafios clinicos dado o grau de viruléncia dos mesmos e
resisténcia a multiplos antibacterianos. Neste sentido, a terapia antiviruléncia, que visa atenuar
a viruléncia sem inibir o crescimento bacteriano, representa uma abordagem alternativa para
controlar infec¢des bacterianas com menor pressdo para o surgimento de populagdes
resistentes. Dessa forma, a aplicacao de técnicas metabolomicas e analises de dados tém se
mostrado ferramentas atrativas para acelerar a descoberta de farmacos. Sendo assim, este estudo
teve como objetivos avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme das espécies C. laxum, C.
leprosum e C. lanceolatum frente a duas bactérias-padrdo, e identificar, através do perfil
metabolico e comprovagdo experimental, os fitocompostos bioativos. Folhas e cascas das trés
espécies foram coletadas na regido do Pantanal, no estado do Mato Grosso do Sul, em 2016. O
material vegetal foi submetido a extracdo acelerada por solvente e a composi¢cdo quimica de
cada extrato foi determinada por CLAE-DAD-EM. Os extratos foram avaliados frente a S.
aureus ATCC 25904 e P. aeruginosa ATCC 27853 quanto a atividade antibacteriana, através
da técnica de microdilui¢do em caldo, e atividade de inibicao de biofilme, pela técnica de cristal
violeta. Os extratos hidrometanolicos das trés espécies apresentaram maior inibi¢do da
formagao de biofilme de S. aureus sem inibir o crescimento, no entanto nao foram ativos para
P. aeruginosa. As andlises de correlagdo de Pearson » sugeriram 35 metabdlitos como possiveis
substancias responsaveis pela agdo antibiofilme de S. aureus. Destas, 18 substancias foram
adquiridas comercialmente e avaliadas in vitro. Os flavonoides luteolina, miricetina e
quercetina inibiram a formagdo de biofilme de S. aureus, porém o precursor de taninos
hidroliséveis, acido elagico, foi a substancia mais ativa inibindo 73% da formacao de biofilme
(5 uM) sem afetar o crescimento bacteriano. Nao foram observadas interacdes sinérgicas entre
as quatro substancias ativas. Considerando que flavonoides glicosilados e aglicares simples
apresentaram correlagdo positiva com a atividade antibiofilme de S. aureus, o efeito de agticares
sobre o crescimento e a viruléncia bacteriana foi aprofundado. Actcares simples, identificados
nas espécies Combretum, nao foram ativos contra S. aureus e também ndo aumentaram a a¢ao
antibiofilme das quatro substincias acima citadas. Em estudo de revisdo da literatura
observamos que, flavonoides glicosilados t€ém menor agdo antibacteriana e antiviruléncia do

que as respectivas agliconas frente a distintas bactérias. Esta dissertacdo evidenciou a aplicacao



da metabolomica para o direcionamento de substancia biotivas, conferindo agilidade e menor
custo no processo de identificacdo de prototipos. As substancias polares das espécies de
Combretum demonstraram-se mais ativas na preven¢ao da formacao de biofilme de S. aureus,
dentre as quais destacamos o acido elagico e a turicina para prosseguir em estudos futuros.
Substancias antibiofilme podem potencialmente ser utilizadas como coadjuvantes no
tratamento de infecgdes e no desenvolvimento de superficies menos propensas a adesdo

bacteriana, fundamental na redugao de infecgdes associadas a dispositivos médicos.

Palavras-chaves: Combretum, metabolomica, S. aureus, P. aeruginosa, flavonoides, acido
elagico



ABSTRACT

Species of Combretaceae have been used in folk medicine to treat inflammatory and infectious
diseases, and several secondary metabolites have already been described for some species of
the genus Combretum. Infections caused by Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa are recognized as clinical challenges given their degree of virulence and resistance
to multiple antibacterials. In this sense, antivirulence therapy, which aims to attenuate virulence
without inhibiting bacterial growth, represents an alternative approach to controlling bacterial
infections with less pressure for the emergence of resistant populations. Thus, the application
of metabolomic techniques and data analysis have been shown to be attractive tools to
accelerate drug discovery. Therefore, this study aimed to evaluate the antibacterial and
antibiofilm activity of C. laxum, C. leprosum and C. lanceolatum species against two standard
bacteria, and to identify, through the metabolic profile and experimental evidence, the bioactive
phytocompounds. Leaves and bark of the three species were collected in the Pantanal region,
in the state of Mato Grosso do Sul, in 2016. The plant material was subjected to accelerated
solvent extraction and the chemical composition of each extract was determined by HPLC-
DAD-EM. The extracts were evaluated against S. aureus ATCC 25904 and P. aeruginosa
ATCC 27853 for antibacterial activity, using the broth microdilution technique, and biofilm
inhibition activity, using the crystal violet technique. The hydromethanolic extracts of the three
species showed greater inhibition of S. aureus biofilm formation without inhibiting growth,
however, they were not active for P. aeruginosa. Pearson's r correlation analyzes suggested 35
metabolites as possible substances responsible for the antibiofilm action of S. aureus. Of these,
18 substances were purchased commercially and evaluated in vitro. The flavonoids luteolin,
myricetin and quercetin inhibited S. aureus biofilm formation, but the hydrolysable tannin
precursor, ellagic acid, was the most active substance, inhibiting 73% of biofilm formation (5
uM) without affecting bacterial growth. No synergistic interactions were observed between the
four active substances. Considering that glycosylated flavonoids and simple sugars correlated
positively with the antibiofilm activity of S. aureus, the effect of sugars on bacterial growth and
virulence was deepened. Simple sugars, identified in Combretum species, were not active
against S. aureus and did not increase the antibiofilm action of the four substances mentioned
above. In a literature review study, we observed that glycosylated flavonoids have less
antibacterial and antivirulence action than the respective aglycones against different bacteria.
This dissertation showed the application of metabolomics for targeting bioactive substances,

providing agility and lower cost in the prototype identification process. The polar substances of



Combretum species proved to be more active in preventing the formation of S. aureus biofilm,
among which we highlight ellagic acid and turicin to continue in future studies. Antibiofilm
substances can potentially be used as adjuncts in the treatment of infections and in the
development of surfaces less prone to bacterial adhesion, essential in reducing infections

associated with medical devices.
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1 INTRODUCAO

Biofilme ¢ definido como uma comunidade microbiana séssil na qual as células sdo
fixadas a uma superficie ou a outras células e incorporadas em uma matriz polimérica
extracelular protetora (LISTER & HORSWILL, 2014). As propriedades intrinsecas
conferidas pela matriz extracelular do biofilme conferem alta resisténcia aos antibacterianos
utilizados na clinica, desencadeando infec¢des de dificil tratamento e que tendem a
cronicidade (MATILLA-CUENCA, 2020). O 6rgdo amareciano National Institutes of
Health (NIH) revelou que, entre todas as infec¢cdes microbianas, 60-80% estdo ligadas a
formagao de biofilme.

Dois agentes patogénicos oportunistas Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, constituem as causas principais de infec¢des agudas e cronicas associadas a
biofilme, particularmente a dispositivos médicos, e impactam significativamente o sistema
de saude (LISTER & HORSWILL, 2014). Nesse sentido, o desenvolvimento de agentes
inovadores, que atuem através de mecanismos diferentes dos antibacterianos convencionais
constitui um dos elementos importantes no controle de infec¢des e de patdogenos resistentes
(MUNGUIA & NIZET, 2017). Cabe ressaltar que, a area de agentes anti-infecciosos ainda
¢ fortemente dependente de produtos naturais e de suas estruturas quimicas; e, o interesse
em produtos naturais para a descoberta de fArmacos deriva especialmente da alta diversidade
quimica de seus metabolitos secundarios (NEWMAN & CRAGG, 2020). Nesse contexto, a
metabolomica ¢ uma ferramenta bastante promissora que pode facilitar e acelerar a
identificacdo de metabdlitos responsaveis por propriedades bioldgicas no processo de
descoberta de novos candidatos a farmacos. A associacdo da metabélomica com métodos
estatisticos fornece uma melhor visualizagdo de vastos dados e simplifica a analise
necessaria para responder a questdo bioldgica colocada (DERMARQUE et al., 2020).

A familia Combretaceae ¢ composta por aproximadamente 20 géneros e 600
espécies, incluindo o género Combretum. Este género compreende cerca de 276 espécies
com uma distribuigdo pantropical principalmente na Africa tropical e na Asia, mas ausente
na maior parte da Australia e das Ilhas do Pacifico (STACE, 2007; POWO, 2019; BOON et
al., 2020). Destaca-se por fornecer uma série de classes de constituintes quimicos
biologicamente ativos (BISOLI et al., 2020), como flavonoides, lignana, taninos, triterpenos,
alcaloides, derivados de estilbenoides e fenantrénicos (NYAMBUYA, et al, 2017; DAWE
etal., 2018; NAINWAL et al., 2019; OLUYEMI et al, 2019). No presente trabalho, focamos
no estudo de trés espécies brasileiras que pertencem ao género Combretum, a saber:

Combretum lanceolatum Pohl. ex Eichl, Combretum laxum Jacq. e Combretum leprosum
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Mart. (Combretaceae), a fim de avaliar (i) a atividade antibacteriana e antibiofilme contra as
duas cepas padronizadas de S.aureus e P. aeruginosa e (ii) a aplicagdo de ferramentas
metabolomicas para a determinagdo dos componentes bioativos, visando contribuir com o

desenvolvimento de novas estratégias de controle de patdogenos bacterianos.



15

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INFECCOES MICROBIANAS

Infecgdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS), sdo entre as principais causas
de morbimortalidade. Sao consideradas um problema relevante de satide publica, que resulta
em indices elevados de complicagdes a saude, prolongamento do periodo de hospitalizacao,
aumento direto sobre os custos da assisténcia (SOUZA et al., 2015). Décadas de uso indevido
e prescricdo excessiva de antibacterianos resultou na sele¢ao de patdogenos que apresentam
resisténcia a multiplos medicamentos (VENTOLA, 2015). A resisténcia antimicrobiana
tornou-se uma preocupagdo séria para a saide humana, pois além da morte causada por
patogenos resistentes a medicamentos (~700.000 mortes anualmente e estima-se em ~10
milhdes para o ano de 2050), procedimentos médicos importantes, como o transplante de
orgdos, a quimioterapia e a cirurgia do cancer também estdo comprometidas (O'NEILL,
2016).

Com o advento de dispositivos médicos, os quais sdo essenciais para recuperagao de
funcdes fisiologicas e para acessar 6rgdos e tecidos humanos, o nimero de infec¢des em
dispositivos médicos passaram a representar um grande problema. Caracteristicamente
relacionado a formacao de biofilmes, infec¢des associadas a estes dispositivos sdo de dificil
tratamento, e representam um reservatorio de bactérias que podem causar reinfecgdes e
inflamacgdes cronicas e levar a danos nos tecidos, entupimento de dispositivos e falhas nos
tratamentos (SCHULZE et al., 2021). Tanto bactérias Gram positivas quanto as Gram
negativas podem aderir e desenvolver biofilmes nas superficies desses dispositivos, mas as
bactérias formadoras de biofilme mais frequentemente relatadas sdo S. aureus,
Staphylococcus epidermidis e P. aeruginosa (MUHAMMAD et al.,, 2020). Nessa
perspectiva existe uma grande necessidade de desenvolvimento de novas estratégias anti-
infectivas e novos agentes com mecanismos de acdo diferentes dos antibacterianos

convencionais.

2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma espécie de bactéria que pertence a familia
Micrococcaceae. Apresenta-se na forma de cocos Gram positivos arranjados em
aglomerado. Metabolicamente sdo anaerdbios facultativos, imdveis, ndo formadores de
esporos. Distinguem-se de outras espécies de estafilococos por produzir a enzima coagulase,
catalisando a conversao de fibrinogénio em fibrina (RIBEIRO & CASTANHEIRA, 2003).

Muitos isolados possuem cépsula e produzem um pigmento amarelo dourado, conhecido
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como estafiloxantina, o qual fornece a pigmentagao caracteristica das colonias desta espécie
(TAYEB-FLIGELMAN et al., 2017). A maioria dos isolados ¢ hemolitico, formando uma
zona de hemolise transparente ao redor das colonias em placas de agar sangue (ZHANG et
al., 2016).

E encontrado na microbiota humana colonizando principalmente a pele e as
cavidades nasais. No entanto, pode causar um amplo espectro de processos infecciosos,
variando desde os mais simples, como espinhas e furinculos, até enfermidades mais graves,
como bacteremia, endocardite infecciosa, infecgdes osteoarticulares, da pele e dos tecidos
moles, pleuropulmonares e relacionadas a dispositivos médicos (TONG et al., 2015). Isso se
deve a sua capacidade de escapar da resposta imune inata, como a morte mediada por
fagocitose, complemento ou peptideo antimicrobiano (AMP), que auxilia na sobrevivéncia
bacteriana no sangue e em outros tecidos durante infecgdes persistentes
(THAMMAVONGSA etal., 2009; LEE et al., 2018). Entre os multiplos fatores de viruléncia
produzidos por esse micro-organismo, ¢ possivel enumerar diversas toxinas, enzimas e
antigenos associados a superficie celular (OLIVEIRA et al., 2018).

Nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana se tornou um grande problema de
saude publica e S. aureus resistente a meticilina (MRSA), o qual resistente a todos os
antibacterianos beta-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas (exceto ceftarolina e
ceftobiprol) e carbapenémicos passaram a ser comumente isolados (LEE et al., 2018). Por
causa do problema emergente de resisténcia, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) listou
MRSA e S. aureus resistente e intermediario a vancomicina (VRSA e VISA,
respectivamente) como patdgenos bacterianos de “alta prioridade” para orientar a pesquisa
e desenvolvimento de novos antibacterianos (WHO, 2017). Adicionalmente, infec¢des
cronicas causadas por S. aureus estdo frequentemente associadas ao desenvolvimento de
biofilmes. Estas, muitas das vezes levam a aumentos significativos na morbidade e

mortalidade (MOORMEIER et al., 2017).

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sdo bactérias Gram negativas, em forma de bastonete, anaerobias
facultativas, frequentemente contendo um unico flagelo polar simples, embora alguns
1solados possam apresentar dois ou trés flagelos. Sao capazes de utilizar uma variedade de
compostos organicos e colonizar uma ampla gama de nichos (PANAYIDOU et al., 2020).
P. aeruginosa ¢ um patégeno humano oportunista que causa infecgdes agudas e

cronicas devastadoras em individuos com sistema imunoldgico comprometido. Sua
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persisténcia altamente notoria em ambientes clinicos ¢ atribuida a sua capacidade de formar
biofilmes (THI & REHM, 2020). Adicionalmente, sua infectividade esta associada a
potencial expressao de diversos fatores de viruléncia, derivados do genoma versatil e flexivel
- 10% de seus genes estdo organizados em ilhas de patogenicidade genomicas (KUNG et al.,
2010). Estes genes estdo envolvidos principalmente na motilidade, troca de motilidade,
desenvolvimento de biofilme, mecanismos de resisténcia a antibacterianos e o ajuste das vias
metabolicas para respostas ao estresse (BARR et al., 2015).

Notavelmente P. aeruginosa destaca-se por possuir diversos mecanismos de
resisténcia a antibacterianos, incluindo tanto mecanismos de resisténcia intrinseca quanto
adquirida, incluindo: a baixa permeabilidade da membrana externa a substancias exogenas,
caracteristica de bactérias Gram negativas; o aumento na expressao de bombas de efluxo que
expelem antibacterianos para fora da célula; a produgdo de enzimas inativadoras de
antibacterianos, como aminoglicosideos e quinolonas; a producao de enzimas degradadoras
de antibacterianos como as diversas B-lactamases; e a alteragdo do sitio de acao de alguns
antibacterianos. A resisténcia adquirida pode ser alcancada por transferéncia horizontal de
genes de resisténcia ou mudancas mutacionais (PANG et al., 2019). Assim em 2017, P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos foi listada como patégeno de prioridade critica
para pesquisa e desenvolvimento de novos antibacterianos pela OMS (OMS, 2017).
Adicionalmente, P. aeruginosa ¢ conhecida por formar biofilme nos pulmdes de pacientes
infectados, especialmente em pacientes com fibrose cistica. Neste contexto, o biofilme
também dificulta a acdo de antibacterianos pois serve como uma barreira que limita a difusao

e o acesso de farmacos as células bacterianas (PANG et al., 2019).

2.2 BIOFILMES BACTERIANOS

O orgao americano NIH revelou que, 60-80% das infecgdes estdo ligadas a formacao
de biofilme. O conceito de biofilme foi descrito pela primeira vez por Marshall et al., (1971)
e posteriormente por Fletcher, Characklis e Costerton (CHARACKLIS, 1973; FLETCHER
E FLOODGATE, 1973; FLEMMING & WUERTZ, 2019, MISHRA et al., 2020). A
descri¢do de biofilmes vem mudando e ganhando novos conceitos. Nao ha davidas de que o
conhecimento e compreensao da natureza das propriedades dos micro-organismos que
crescem em biofilme expandiram (BJARNSHOLT, 2013). Entretanto, ainda existem
incertezas quanto a defini¢do mais apropriada para o termo, quando se leva em questdo todos

0s seus aspectos e caracteristicas fenotipicas.
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Pela defini¢do da Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) de
2002, “Os biofilmes sdo agregados de micro-organismos nos quais as células sdo
frequentemente incorporadas em uma matriz autoproduzida de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que sdao aderentes umas as outras e/ou a uma superficie” (VERT et al.,
2012). Em sua revisdo, Flemming e Wuertz (2019) sugere que essa defini¢do precisa de
esclarecimento porque qualquer interface pode levar a biofilmes, ndo apenas uma contendo
superficies solidas, como afirmado acima, nesse sentido o termo “agregado” explica o fato
de que a maioria das células em biofilmes multicamadas sdo encontradas na matriz
circundante, e ndo na camada ligada a interface.

Estima-se que as bactérias em biofilmes sejam até 1000 vezes mais resistentes aos
agentes antibacterianos do que as respectivas células em estado planctonico (HOIBY et al.,
2010). Viérios fatores foram sugeridos para explicar a extraordindria resisténcia aos
antibacterianos apresentada pelas bactérias em biofilme, incluindo (i) as reduzidas taxas
metabodlicas e de crescimento; (ii) a matriz de EPS que pode bloquear a penetracao de agentes
antibacterianos, dificultando o acesso as regides inferiores do biofilme; bem como (iii) a
expressao por células em biofilme, de bombas de efluxo, enzimas modificadoras de
antibacterianos e proteinas neutralizadoras de antibacterianos (SHARMA et al., 2019;
VUOTTO e DONELLI, 2019). Este estilo de vida multicelular também fornece as células
resisténcia a radiacdo UV, a toxicidade de metal, a exposi¢do a acidos, dessecacdo, e
gradientes de pH (COSTERTON et al.,, 1999; MISHRA et al.,, 2020). Os biofilmes
bacterianos também facilitam a evasdo imune, por exemplo, evitando a fagocitose ou
modulag¢do e disfun¢ao das células imunes por meio da liberagdo de subprodutos bacterianos
ou toxinas (SCHULZE, et al 2021).

Para entender as caracteristicas gerais dos biofilmes ¢ importante saber que a
formacao de biofilme bacteriano ¢ um processo complexo que depende da interagdo entre as
c¢lulas bacterianas, os substratos e o meio circundante (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010),
e pode ser descrito em quatro fases principais (Figura 1):

(1) adesdo reversivel, onde bactérias iniciam a adesdo ao substrato através de adesinas
bacterianas, como fimbrias e lipopolissacarideo (LPS). Interessantemente, a fixacdo de
células bacterianas em superficies bioticas, como tecidos humanos, ¢ mediada por proteinas
de superficie, denominadas componentes de superficie microbiana que reconhecem
moléculas adesivas de matriz (MSCRAMMSs). Durante uma infec¢do, essas proteinas
desempenham papéis importantes na ligacdo a fatores do hospedeiro, como fibrinogénio,

fibronectina e colageno (FOSTER et al., 2014; LISTER & HORSWILL, 2014).
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(i) adesao irreversivel, quando ocorre a producdo de substincias poliméricas
extracelulares (EPS) pelas células bacterianas residentes envolvendo as microcoldnias
aderentes;

(i11) fase de maturacdo do biofilme, na qual as células bacterianas sintetizam e
liberam moléculas sinalizadoras para sentirem a presenca umas das outras conduzem a
maturagdo dos biofilmes. A sinalizagdo/comunicag¢do de um grupo de bactérias governadas
pela secrecao de pequenas moléculas especificas, também denominado Quorum Sensing
(QS), ¢ um elemento-chave na formacao de biofilme, pois permite aos micro-organismos
detectar a densidade populacional e controlar de forma sincrona a expressdo de genes
especificos (MISHRA et al., 2020; KRZYZEK, 2019). A natureza das moléculas do sistema
QS depende do tipo de bactéria. As moléculas de QS de origem peptidica sdo geralmente
expressas por espécies Gram positivas, como Enterococcus spp., Clostridium spp.,
Staphylococcus spp., enquanto derivados de acil-homoserina lactona (AHL) sao
caracteristicos de bactérias Gram negativas, como Vibrio e Pseudomonas (CANIGLIA &
KRANZ, 2020). O di-AMP ciclico (c-di-AMP) um dinucleotideo ciclico, ¢ uma molécula
de sinalizacdo essencial em uma variedade de bactérias (CORRIGAN & GRUNDLING,
2013). Tem sido mostrada por modular a sintese e o transporte de acidos graxos em
Mycobacterium smegmatis (ZHANG et al., 2013) e por alterar o tamanho das células
bacterianas, regular o estresse da parede celular e a formagdo de biofilme em S. aureus
(CORRIGAN et al., 2011). Além disso, as alteragdes nos niveis de c-di-AMP influenciam a
captagdo de potassio, a homeostase do peptidoglicano, a tolerancia a acidos, a resisténcia a
antibacterianos, e a viruléncia bacteriana (CORRIGAN et al., 2011; RAO et al., 2010; BAI
etal., 2013; LUO & HELMANN, 2012).

(iv) fase de dispersao/descolamento, onde as células bacterianas podem se dispesar

dos biofilmes e retornam ao estilo de vida planctonico (MUHAMMAD et al., 2020).



Figura 1. Estagios do desenvolvimento dos biofilmes:
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(A) adesao reversivel, onde bactérias iniciam a adesdo ao substrato e formam microcolonias

no estagio inicial de formacdo de biofilme e, (B) adesdo irreversivel, onde os biofilmes
maduros sdo cobertos pela matriz extracelular produzida pelas bactérias. Fonte com

permissao de TRENTIN et al., 2013.

2.2.1 Biofilmes de S. aureus

O componente da matriz mais conhecido do biofilme de S. aureus ¢ a adesina
intercelular polissacaridica (PIA), também conhecida como N-acetil-glucosamina
polimérica (PNAG) (O’GARA, 2007). PIA ¢ um componente importante em biofilmes de S.
aureus € S. epidermidis que ¢ produzido por enzimas codificadas no locus ica ADBC
(LISTER & HORSWILL, 2014). Apesar da importancia do locus do gene ica no
desenvolvimento do biofilme, os biofilmes podem ocorrer de forma independente da ica.
Neste sentido, Fitzpatrick e colaboradores (2005) mostraram que a formagao de biofilme na
cepa de MRSA BHI1CC nao foi afetada pela dele¢do do locus ica. Adicionalmente, foi
demonstrado que uma variedade de proteinas medeia diferentes estagios da formacao de
biofilme. Certas proteinas contribuem na fixa¢do primaria a superficies enquanto outras
interagem para o acumulo de biofilme (SPEZIALE et al., 2014). Proteinas adesinas
(MSCRAMMs) constituem a maior classe de proteinas que sao ancoradas na parede celular
S.aureus. As MSCRAMMs tém diferentes papéis na viruléncia de S. aureus, como adesdo e
invasdo de células e tecidos hospedeiros, evasdo de respostas imunes e formagao de biofilme.
Elas incluem proteinas associadas a superficie, como proteina A, proteinas de ligacao de
fibrinogénio (FnBPA e FnBPB), proteina de superficie de S. aureus (SasG), proteina
associada a biofilme (Bap), e fator de aglutinagdo B (CIfB) (CUCARELLA et al., 2001;
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CORRIGAN et al., 2007; O’NEILL et al., 2008; MERINO et al., 2009; ABRAHAM &
JEFFERSON, 2012; LISTER & HORSWILL, 2014; PARASTAN et al., 2020).

Nos estafilococos, a capacidade de detectar a densidade celular bacteriana, ou QS, e
de responder com adaptagdes genéticas ¢ devido a um sistema principal, que ¢ denominado
regulador de gene acessorio (Agr). O sinal extracelular de Agr ¢ um peptideo modificado
pos-tradugdo contendo uma estrutura de tiolactona. Em condigdes de alta densidade celular,
Agr € responsavel pelo aumento da expressao de muitas toxinas e exoenzimas degradativas

e diminui¢do da expressao de varios fatores de colonizagdo (LE et al., 2014).

2.2.2 Biofilmes de P. aeruginosa

P. aeruginosa ¢ um formador de biofilme bem conhecido. Trés exopolissacarideos,
Psl (D-glucose, D-manose e L-rhamnose), Pel (N-acetil-d-glucosamina e N-acetil-d-
galactosamina) e alginato (dcido manurdnico e residuos de acido gulurdnico), podem estar
presentes na matriz do biofilme de P. aeruginosa, e estao diretamente envolvidos na fixacao
a superficie, formacao e estabilidade da arquitetura do biofilme (PANG et al., 2019).

Em P. aeruginosa, existem dois sistemas QS interconectados primdrios que
dependem de moléculas de sinalizagdo AHL: o sistema Las, que usa N-(3-oxododecanoil)-
L-homoserina lactona (3-o0xo0-C12-HSL) como molécula sinal e o sistema Rhl, que usa N-
butanoil homoserina lactona como molécula sinalizadora. Dois sistemas QS adicionais que
ndo envolvem moléculas de AHL atuam como vias acessorias redundantes: sistema pqs
(sinal de quinolona de Pseudomonas) e o sistema de deteccdo de quorum integrado (IQS).
O QS direciona a produgdao de componentes essenciais do biofilme, a saber, eDNA, e o
biossurfactante ramnolipideo, sendo portanto, fundamental para o desenvolvimento de

biofilmes maduros (TOLKER et al., 2014; LEE, et al., 2014; MAURICE et al., 2018).

2.3 TERAPIA ANTIVIRULENCIA

Diferentemente da terapia antibacteriana classica, que tem como objetivo inibir o
crescimento ou matar micro-organismos, a terapia antiviruléncia visa inibir a produgdo ou a
atividade de fatores de viruléncia microbianos, e alterar a patogenicidade dos mesmos. Uma
vez que a patogenicidade dos micro-organismos estd diretamente relacionada com a
capacidade de produzir fatores de viruléncia, como enzimas, toxinas, biofilmes, bloquear
sua produgdo ou agdo, representa atenuar a viruléncia dos micro-organismos, o qual pode
ser eliminado pelo sistema imune competente do hospedeiro. Esta abordagem representa

uma nova estratégia de controle de micro-organismos. Importantemente, por ndao modular
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alvos vitais dos micro-organismos, espera-se que a pressdo seletiva exercida sobre os
patégenos expostos a agentes antiviruléncia seja inferior a exercida pelos antibacterianos
convencionais, € o surgimento ¢ disseminacdo de mutantes resistentes podem ser menos
frequentes (SILVA et al., 2016; FLEITAS MARTINEZ et al., 2019).

Agentes com acdo antiviruléncia estdo sendo desenvolvidos nos ultimos anos.
Existem atualmente 27 antibacterianos nao tradicionais na clinica do pipeline antibacteriano,
dos quais quatro agentes antiviruléncia: um fragmento de oligossacarideo de alginato
(OligoG CF-5/20), que possui atividade anti-biofilme, em testes de fase 2; um inibidor de
T3SS (sistema de secregdo tipo III) de P. aeruginosa em fase 2; um agente anti-toxina
lipossomal (CAL02) em fase 1; e um inibidor de proteina adesiva de Escherichia coli, FimH,

(adesina responsavel pela ligacdo a D-manose) em fase 1 (WHO, 2020).

2.3.1 Estratégias terapéuticas antibiofilme

Existem duas grandes estratégias de modulagdo para controlar biofilmes: (i) interferir
na formacao dos biofilmes, em uma abordagem conhecida como inibicdo da formagdo de
biofilmes, ou (ii) romper/desfazer biofilmes j& formados, em uma abordagem chamada de
erradicagdo de biofilmes (MARTINEZ et al., 2019).

Compostos inibidores da formagdo de biofilmes podem dificultar a adesdo
bacteriana, bloquear a produ¢do de matriz extracelular, evitando adesdo irreversivel dos
biofilmes, ou perturbar a transdu¢do de sinal através de interferéncia no sistema QS
(AHMED et al., 2014; MARTINEZ et al., 2019).

Em geral, o di-GMP ciclico e o di-AMP ciclico (PENG et al., 2016), controlam varias
exoenzimas produtoras de EPS, polissacarideos e adesinas que sao alvos para estratégias de
controle de biofilmes. Estas moléculas de sinaliza¢do regulam exoenzimas produtoras de
glucano (glucosiltransferase) em S. mutans (Gram positiva), bem como o0s
exopolissacarideos agregativos Psl e Pel em P. aeruginosa (Gram negativa). A inibi¢cdo da
sintese de EPS glucano pela glucosiltransferase através de moléculas inibitorias tem
mostrado reduzir o acimulo de biofilmes patogénicos nos dentes e suprimir o aparecimento
de doencas orais sem perturbar a microbiota residente de S. mutans (KOO et al., 2017).

A prevencao da comunicacao célula a célula (QS) ¢é outra estratégia eficiente para
restringir a formagdo de biofilme (SHARAHI et al.,, 2019). Os agentes antibiofilme
interrompem os sistemas de detec¢do de quorum principalmente de duas maneiras: (1)
inibi¢ao e degradacdo de moléculas de sinal e (2) mimetizando as moléculas de sinal para a

inibicdo de sua ligagdo aos receptores correspondentes (KALIA, 2013; MISHRAet al.,
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2020). Um dos mecanismos de a¢do mais conhecidos dos inibidores de QS ¢ a inativacgao
das moléculas AHLs (SADEKUZZAMAN et al., 2015). A inibi¢do da sintese de moléculas
sinal (por exemplo AHLs) por inibidores de QS como N-octanoil-L-HSL (C8-HSL) também
¢ bem descrita na literatura (HIRAKAWA & TOMITA, 2013).

J& os compostos erradicadores de biofilmes atuam desestabilizando componentes da
matriz levando a desintegragdo do biofilme existente (AHMED et al., 2014; MARTINEZ et
al., 2019). As DNases demonstraram eficacia em romper biofilmes. O DNA extracelular (e-
DNA) contribui para as interagdes cé€lula-superficie e célula-célula, transferéncia horizontal
de genes, integridade, coesividade e viscoelasticidade da matriz do biofilme,
desempenhando um papel importante na estabilidade do biofilme (WHITCHURCH et al.,
2002; SHARMA & SINGH, 2018). DNases degradam o e-DNA presente na matriz de
biofilmes, tornando-a fraca e suscetivel a antibacterianos (SHARMA & SINGH, 2018).
Outras enzimas de degradagdo da matriz de biofilme, como beta-N-acetilglucosaminidase e
dispersina B secretada pelo patégeno periodontal Gram negativo Actinobacillus
actinomycetemcomitans  desintegram  biofilmes maduros de S. epidermidis
(RAMASUBBUet al., 2005). Estudos mostraram que glucano-hidrolases, glicosideo-
hidrolases e DNases aumentam a liberagdo de antimicrobianos e potencializam a morte por
antibacterianos ou AMPs quando usados em combinagao contra biofilmes pré-formados in
vitro (BAELO et al., 2015).

Dada a maior complexidade envolvida nas infecgdes associadas a biofilmes, o
tratamento requer terapias combinadas ou aquelas que visam mais de um componente deste
microambiente complexo, como por exemplo, um agente eficaz contra componentes da
matriz e outro contra células bacterianas; ou um contra células em estado metabolico mais

reduzido e outro contra células em crescimento (KOO et al, 2017).

2.4 FAMILIA COMBRETACEAE

A familia Combretaceae compreende cerca de 20 géneros (Anogeissus, Buchenavia,
Bucida, Calopyxis, Combretum, Conocarpus, Dansiea, Getonia, Guiera, Laguncularia,
Lumnitzera, Macropteranthes, = Meiostemon,  Ptelepsis, Quisqualis, —Ramatuela,
Strephonema, Terminalia, Terminaliopsis e Thiola) e 600 espécies. Estas ocorrem
principalmente em regides tropicais e subtropicais, com maior diversidade na Asia e na
Africa (JOLY, 1975; LIMA et al., 2012; COCK & VAN VUUREN, 2015).

No Brasil ha registros de ocorréncia de 64 espécies de Combretaceae em todas as

regides, sendo treze endémicas (MARQUETE, 2012). Embora estas espécies estejam
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presentes nos mais diversos dominios fitogeograficos e tipos de vegetacao do pais, elas sdo
mais frequentes em ambientes umidos, contando com o registro de 47, 29 e 16 espécies nos
biomas Amazonia, Mata Atlantica e Caatinga, respectivamente (MARQUETE, 2012;
SOARES NETO et al., 2014)

2.4.1 Género Combretum

Este género compreende cerca de 276 espécies com uma distribui¢do pantropical
principalmente na Africa tropical e na Asia, mas ausente na maior parte da Australia e das
Ilhas do Pacifico (Figura 2A) (STACE, 2007; POWO, 2021; BOON et al., 2020).

As espécies de Combretum incluem arvores, arbustos e trepadeiras, as quais sao
encontradas em quase todos os biomas brasileiros como pode ser observado no mapa
contendo os registros de coleta e depdsito das espécies (Figura 2B) (MARQUETE &
VALENTE, 1997). Estudos fitoquimicos realizados com o género Combretum demonstram
a ocorréncia de diversas classes de produtos naturais bioativos, incluindo, flavonoides,
lignanas, taninos, derivados do acido elagico, diterpenos, triterpenos, saponinas, cumarinas,
alcaloides e derivados fenantrénicos e estilbenoides (PIETROVSKI et al., 2006; LIMA et
al., 2012).

Existe um grande interesse cientifico nesse género em fungdo de seu potencial
terapéutico. Varios metabolitos foram reportados com atividade antibacteriana, a saber:
triterpenoides descritos para as espécies de Combretum racemosum, Combretum imberbe e
Combretum leprosum (GOSSAN et al., 2016; ANGEH et al., 2017; CRUZ et al., 2019,
KATERERE et al., 2003; EVARISTO et al., 2014); os flavonoides apigenina, genkwanina,
5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona, ramnocitrina, kaempferol, rhamnazina, isolados de
Combretum erythrophyllum (MATINI et al., 2004); o flavonol acacetina isolado de
Combretum vendae (KOMAPE et al., 2014); e, a lignana 2,3-dimetil-4-(4-metoxifenil)-6,7-
dihidroxinaftaleno de Combretum alfredii Hance (BAl et al., 2007).
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Figura 2:
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(A) mapa contendo os registros de coleta e depdsito de espécies do género Combretum no
mundo (marcado em verde) e no Brasil (B). Fonte: Missouri Botanical Garden

(http://www.tropicos.org/) e speciesLink (http://www.splink.org.br).

2.4.1.1 Combretum lanceolatum Pohl ex Eicher.

C. lanceolatum, comumente conhecido como pombeiro-vermelho, ¢ uma espécie
neotropical, com distribuicdo exclusiva na América do Sul, encontrada no Paraguai e no
Brasil (EXELL, 1953) (Figura 3A). E notavelmente identificada pelos seus arbustos
escandentes, inflorescéncia paniculada e flores com hipanto superior crateriforme, disco
nectarifero desenvolvido, margem vilosa, pétalas arredondadas a oblatas; e fruto com alas

desenvolvidas (LOIOLA, 2009) (Figura 3B).
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(A) mapa de registros de coletas e depositos de C. lanceolatum no Brasil. (B) amostra da
planta (C. lanceolatum). Fonte: speciesLink (http://www.splink.org.br) e Plants of the Wold

online (http://www.plantsoftheworldonline.org/).

As cascas de C. lanceolatum s3ao usadas na medicina popular no Brasil como
adstringente e anticancer (SAZIMA, 2001; SCHESSL, 1999). Das flores de C. lanceolatum
foram isolados quatro flavonois metoxilados (ARAUJO et al., 2013). Foi demonstrada
atividade antihiperglicémica a partir dos extratos das flores, atuando principalmente na
inibicao da gliconeogénese hepatica, através da ativacao da proteina quinase pela adenosina
monofosfato e da reducdo dos niveis de carboxiquinase fosfoenolpiruvato (SIQUEIRA et
al., 2016). O extrato etanolico das folhas de C. lanceolatum demonstrou efeitos ansiolitico e
anticonvulsivante, o que foi parcialmente explicado por uma interagdo com o receptor
GABA A (DA SILVA et al., 2021). No entanto, C. lanceolatum € uma espécie ainda pouco

estudada, sendo que no banco Chemical Abstracts ha apenas nove artigos publicados.

2.4.1.2 Combretum laxum Jacq.

C. laxum, conhecida como pombeiro-branco, ¢ uma espécie neotropical, exclusiva
nas Américas, com distribuicdo confirmada no México, Panama, Guatemala, Honduras,
Antilhas, Suriname, Guianas, Venezuela, Colombia, Equador, Bolivia, Peru, Paraguai,
Argentina e Brasil (Figura 4A) (EXELL, 1953). Esta espécie pode ser facilmente

reconhecida pelo hipanto superior pateliforme-cupuliforme com lobos do calice reduzidos,
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menores que 0,5 mm de comprimento, pelas pétalas reniformes, e pelo fruto elipsdide com

alas curtas (Figura 4B) (LOIOLA, 2009).
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(A) mapa de registros de coletas e depositos de C. laxum no Brasil. (B) amostra da planta
(C. laxum). Fonte: speciesLink (http://www.splink.org.br) e Plants of the Wold online
(http://www.plantsoftheworldonline.org/).

O trans-4-hidroxiprolinabetaina foi isolada com altos rendimentos a partir de
espécimes coletadas na Venezuela (ADRIAN-ROMERO, 2007). Ja em estudos realizados a
partir de espécimes coletadas no Brasil, foram isolados do caule onze triterpenos
pentaciclicos pertencentes as classes olenano, ursano e lupano, os quais revelaram atividade
antifingica contra Candida albicans, Candida krusei e Cryptococcus neoformans (BISOLI
et al., 2008). Sete flavonois glicosilados e esterificados por acido gélico foram isolados de

C. laxum, como também os acidos eldgico e galico (GULDBRANDSEN et al., 2015).

2.4.1.3 Combretum leprosum Mart.

C. leprosum € uma espécie neotropical com ocorréncia registrada no Brasil (Figura
5A) e no Paraguai. Trata-se de uma espécie de facil identificacdo pelo hébito arbustivo,
frequentemente escandente, as vezes voluvel, pelas folhas verde-acinzentadas, flores com
hipanto superior alongado-campanulado e pétalas arredondadas a oblatas (Figura 5B)
(LOIOLA & SALES, 1996). C. leprosum ¢ conhecida no Nordeste pelo nome popular de

“mufumbo” ou “cipoaba”, cujas raizes sao usadas na medicina popular para o tratamento de
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hemorragias, sendo também citadas propriedades analgésicas e sedativas (LIRA, 2002;

LORENZI, 2002).
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(A) mapa de registros de coletas e depositos de C. leprosum no Brasil. (B) amostra da planta
(C. leprosum). Fonte: speciesLink (http://www.splink.org.br) e Plants of the Wold online
(http://www.plantsoftheworldonline.org/).

A presenga de triterpenos (dcido arjunoico, maslinico, 4cido asidtico e 3[3,6(3,16f3-
trihidroxi-lup-20(29)-eno) e flavonoides (3-O-metilquercetina e quercetrina) tem sido
relatada em C. leprosum (FACUNDO et al., 1993). O acido arjunoico apresentou atividade
anti-inflamatoria, antinociceptiva em duas fases de dor, a partir de testes feitos com o extrato
etanolico das raizes e anticolinesterasica de epicatequina obtida da fragdo hidroalcodlica de
C. leprosum (FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI et al., 2006; LOPES et al., 2012).

O triterpeno lupano 3,6p,16B-trihidroxi-lup-20(29)-eno demonstrou atividade
antitumoral (VIAU et al., 2014), antiproliferativa e anti-inflamatéria (LONGHI-
BALBINOT et al., 2012; NASCIMENTO-NETO et al., 2015; HORINOUCHI et al., 2016),
e tem se destacado por exibir diversas atividades antimicrobianas, tais como (i) inibi¢do do
crescimento planctonico de Streptococcus mutans e Streptococcus mitis (Concentragao
inibitoria minima -MIC 7,8 pg/mL e Concentrag¢ao bactericida minima - MBC 15,6 pg/mL
para ambos micro-organismos) € inibi¢ao da formag¢ao de biofilmes de S. mutans e S. mitis,
com reduc¢do de 97% da biomassa (EVARISTO et al., 2014), (ii) erradicagdo de biofilmes

pré-formados de Streptococcus parasanguinis, onde o tratamento com 500 pg/mL reduziu o
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numero de células vidveis em aproximadamente 5.3 log (EVARISTO et al., 2017), (iii)
atividade antibacteriana frente a S. aureus multirresistente (MIC <4 pg/mL) (CRUZ et al.,
2019), (iv) efeito sinérgico com o antibacteriano amicacina frente a S. aureus ¢ E. coli
multirresistentes, bem como com gentamicina frente a E. coli multirresistente (CRUZ et al.,
2019) e, (v) atividade leishmanicida contra Leishmania (L). amazonensis (TELES et al.,

2015).

2.5 METABOLOMICA

A metaboldmica é uma ferramenta baseada na analise do metaboloma, relacionado a
descri¢dao de metabdlitos de baixo peso molecular (<1 kDa), a partir de um sistema, tecido,
célula ou organismo permitindo e facilitando a compara¢do metabdlica simultanea de
diferentes amostras bioldgicas de um grande nimero de dados (WU et al., 2015). A
metabolomica expressa a funcionalidade dos sistemas bioldgicos através da observacao de
variagoes metabolicas, podendo incluir aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos, cofatores,
farmacos e metabolitos associados a medicamentos (BURDINE & KODADEK, 2004;
SCHENONE et al.,, 2013). Desta maneira, a metabolomica pode ser aplicada na
compreensdo das variagdes metabdlicas dos individuos e obtencdo de diversas respostas
biologicas (BOWNE et al., 2011; SAIA et al., 2019). Além disso, ¢ importante ressaltar que
esta metodologia estd em constante evolugdo em todo o mundo como, por exemplo, sua
combinagdo com a gendmica, o que € refletido na area de produtos naturais.

A associagdo da metaboldmica com métodos estatisticos fornece uma melhor
visualiza¢do de vastos dados e simplifica a anélise necessaria para responder a hipdtese
delineada, incluindo at¢ mesmo aplicagdes quimiotaxondmicas (SANTOS et al., 2017).
Essas ferramentas metabolomicas também estdo sendo utilizadas na elucidacao das
propriedades biologicas de misturas de substancias (extratos e fragdes), auxiliando na
identificacdo de sinergismo, pro-farmacos e determinagdo de substancia(s) ativa(s)
(DEMARQUE et al., 2020). Como, por exemplo, nos estudos de gengibre que foram
realizados através de correlagdes dos perfis metabdlico e bioldgico, foi possivel confirmar
que a atividade anticancer dos extratos ndo estava centrada apenas na concentragdo de
gingerol, uma substancia com propriedades bioldgicas ja conhecidas, mas também esta
diretamente relacionada aos shogaols (CHENG et al., 2011).

Com o desenvolvimento das ciéncias Omicas, e mais particularmente a

metabolomica, os métodos de perfil de metabdlitos evoluiram consideravelmente e podem



30

produzir uma quantidade importante de informacdes sobre a composi¢ao quimica da planta.
Essas investigagcdes podem ser utilizadas para um estudo abrangente da composi¢ao quimica
de um extrato vegetal de interesse ou em combinagdo com analise quimiométricas de dados
na busca de biomarcadores responsaveis pela discriminagdo entre conjuntos de amostras
(WOLFENDER et al., 2019). Embora enormes conjuntos de dados sejam gerados a partir
desses instrumentos, a evolu¢do da quimiometria e dos algoritmos de analise de dados
multivariados fornece uma ferramenta eficaz para extrair informagoes uteis de tais resultados
de alta dimensionalidade (SALEM et al., 2020).

Dentre os principais métodos de analise associados as técnicas cromatograficas, tem-
se a espectrometria de massas (EM) e a ressonancia magnética nuclear (RMN). A EM tem
sido mais amplamente empregada devido as suas vantagens, as quais incluem a
sensibilidade, reprodutibilidade e custos, além de gerar informagdes que auxiliam a anotagao
dos componentes das amostras (DEMARQUE et al., 2020). A anotagcdo dos componentes
pode ser realizada através da combinagdo de dados de EM em alta resolugdo e perfis de
fragmentacdes. Isto se aplica especialmente para séries homologas de compostos cuja
relagdo estrutura-fragmentagao ja tenha sido previamente estudada e descrita (PIVATTO et
al., 2005). Grandes bancos de dados espectrais de massas e espectrais de RMN foram criados
para facilitar e acelerar a anotagdo dos constituintes, dentre esses bancos podemos citar o
GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) (SALEM et al., 2020).

As bases de dados espectrais publicas mais utilizadas para compara¢do dos dados
espectrais, estdo o Metlin e MassBank com aproximadamente 11,209 e 2,000 espectros (ESI-
MS/MS), respectivamente. Entretanto, este nimero de compostos presentes nessas bases €
insignificante quando se compara as mais de 19 milhdes de estruturas quimicas contidas na

base de dados do PubChem (ALLEN et al., 2015).
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3  JUSTIFICATIVA

E importante destacar que a industria farmacéutica ndo apresenta ha pelo menos duas
décadas farmacos para infecgdes bacterianas com mecanismos de acao diferentes dos ja
disponiveis no mercado, evidenciando a necessidade dessa busca por alternativas e que a
pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de novos antimicrobianos contra S. aureus e P.
aeruginosa ¢ considerada como alta prioridade pela OMS (2017).

No presente estudo, selecionamos trés espécies brasileiras de Combretum, a saber:
C. leprosum, C. laxum e C. lanceolatum. Até o momento apenas trés artigos foram
publicados quanto a atividade antimicrobiana de apenas uma dessas espécies, a C. leprosum.
O triterpeno isolado 3B, 6B, 16B-tri-hidroxilup-20(29)-eno de C. leprosum, foi descrito por
seus efeitos na inibicdo do crescimento planctonico e de biofilmes de S. mutans, S. mitis, S.
parasanguinis, S. aureus multirresistente e sinergismo com os antibacterianos gentamicina
e amicacina contra Escherichia coli multirresistente (EVARISTO et al., 2014; EVARISTO,
2017, CRUZ et al., 2019).

Considerando (i) a necessidade de novos agentes para o controle de micro-
organismos, (ii) a importante contribuicdo de produtos naturais e suas estruturas quimicas
no tratamento de doengas infecto-contagiosas causadas por S. aureus ¢ P. aeruginosa com
menor pressdo seletiva para o surgimento de cepas resistentes, refletindo diretamente em
menor morbi-mortalidade e reducdo nos custos financeiros dos sistemas de saude, (iii) a
escassez de trabalhos publicados avaliando a atividade antibacteriana e antiviruléncia das
espécies C. laxum, C. lanceolatum e C. leprosum, (iv) as vantagens oferecidas pelas analises
metabolomicas na geracdo de novos compostos lideres, e (v) a demonstragao do potencial
biotecnoldgico da biodiversidade brasileira na prospec¢do de produtos naturais como
moléculas prototipo para o planejamento de novos agentes anti-infectivos, e
desenvolvimento de hospedeiros experimentais invertebrados, a realizagdo deste trabalho ¢

justificada, demonstrando importancia e relevancia para as areas envolvidas.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar substancias com ag¢do antibiofilme ou antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus e/ou Pseudomonas aeruginosa provenientes das espécies

Combretum lanceolatum, Combretum laxum e Combretum leprosum (Combretaceae).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a capacidade de extratos organicos de trés espécies de Combretum em
inibir a fomagao de biofilme de cepas padronizadas de S. aureus e P. aeruginosa.

b) Avaliar a capacidade de extratos organicos de trés espécies de Combretum em
inibir o crescimento de cepas padronizadas de S. aureus e P. aeruginosa.

¢) Determinar através de analises metabolomicas e estatisticas possiveis substancias
bioativas presentes nos diferentes extratos vegetais.

d) Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme das substancias puras e em
combinacao.

e) Avaliar a toxicidade dos extratos e de substancias puras in vivo utilizando
hospedeiro alternativo de larvas de Galleria mellonella.

f) Determinar a eficacia in vivo dos extratos e de substancias puras no tratamento de

infec¢des utilizando o hospedeiro alternativo de larvas de Galleria mellonella.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo redigidos na forma de dois artigos cientificos em
lingua inglesa conforme as normas e diretrizes de dissertagdes e teses do programa de pos-
graduacao em Biociéncias da UFCSPA. Contudo, considerando a confidencialidade para

publicacdo, os artigos foram suprimidos deste documento.
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6 DISCUSSAO GERAL

A formagdo de biofilme é muito relacionada ao desenvolvimento de infecgdes
bacterianas persistentes, particularmente quando associados a dispositivos médicos,
acarretando falha nos tratamentos com antibacterianos (ZHANG et al., 2020). Isso tem
levado a aumentos na morbidade e mortalidade, impondo também uma forte pressdo
econdmica ao setor de satide (SRINIVASAN et al., 2021). A busca por novas estratégias
antibiofilme a partir de moléculas com mecanismos de agdo diferentes dos atuais
antibacterianos ¢ extremamente necessaria. Os produtos naturais por sua vez, constituem
fonte de uma ampla diversidade de estruturas quimicas, o que os torna interessantes na busca
de novos prototipos a candidatos a farmacos (NEWMAN & CRAGG, 2020). Nessa
perspectiva, abordagens metabolomicas pode acelerar, com menor custo, o processo de
identificacdo de compostos responsaveis por propriedades bioldégicas (DEMARQUE et al.,
2020).

No presente estudo, focamos nas atividades antibacteriana e antibiofilme de trés
espécies brasileiras de Combretum, C. laxum, C. lanceolatum e C. leprosum a fim identificar,
com o auxilio de ferramentas metabolomica, os compostos naturais bioativos, como descrito
no manuscrito I. Optamos pelo método de extragdo acelerada por solvente devido as suas
iniimeras vantagens frente a outras técnicas de extragdo, como, por exemplo, maior
rendimento e possibilidade de posterior escalonamento. Além disso, este sistema aceita a
extracdo com solventes de diferentes polaridades de maneira subsequente, o que permite a
obtencdo de extratos com composicdes quimicas diferentes e, maior exaustdo na extragdo
dos componentes presentes nos materiais vegetais, ampliando a possibilidade de obtencao
de novas substancias bioativas. Os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que os
extratos hidrometandlicos (MeOH70) na concentracdo de 0,5 mg/mL se destacaram por
inibir 65 a 90% a formagdo de biofilmes de S. aureus sem afetar o crescimento.
Importantemente, estes extratos foram os que apresentaram maior rendimento na extragao,
evidenciando a alta quantidade de compostos polares presentes nas trés espécies vegetais.
Nao foi observado efeito dos extratos de Combretum contra P. aeruginosa. Da mesma forma,
o estudo conduzido por Evaristo et al., (2014), demonstrou que o triterpeno 33,6p3,16f -
tritddroxilup-20 (29) -eno isolado de C. leprosum, ativo contra os Gram positivos
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguinis, € S. aureus,
também ndo foi ativo contra os Gram negativos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella

oxytoca.



35

As analises de componentes principais (PCA) e o dendrograma de andlise de
agrupamento hierarquico (HCA) mostraram a formacao de dois grupos, um formado pelos
extratos mais ativos (MeOH70) e outro pelos extratos menos ativos (DCM), com
diferenciagdo quimica dos perfis metabolicos entre os grupos. Isto indica que as substancias
polares foram as mais importantes para a atividade antibiofilme de S. aureus. A este respeito,
flavonoides e outros compostos fenolicos constituem uma classe de compostos naturais com
marcada atividade contra fatores de viruléncia bacterianos (SILVA et al., 2016). E
importante reportar que alguns flavonoides podem ainda aumentar a sensibilidade das
bactérias aos antibacterianos e, at¢ mesmo, reverter a resisténcia antibacteriana (CUSHNIE
et al., 2005). Um exemplo ¢ o caso do flavonoide miricetina quando combinado com
oxacilina, que ¢ capaz de reverter a resisténcia de MRSA (S. aureus resistente a meticilina),
como descrito pelo nosso grupo de pesquisa (PINTO et al., 2020).

A andlise do coeficiente de correlagdo de Pearson » sugeriu 35 metabolitos bioativos
a partir das amostras analisadas de Combretum, entre eles alcaldides, taninos, acidos
fenolicos, flavonoides, agucares simples e flavonoides glicosilados, como potenciais
substancias com atividade antibiofilme de S. aureus. A predicao de flavonoides glicosilados
como isoorientina (22), vitexina (26), isovitexina (28) e acucares simples, como di-O-
hexoside (2) e manitol (3) com correlacdo positiva para a atividade antibiofilme de S. aureus,
nos levou a realizar uma busca da literatura sobre o efeito da glicosilacdo na atividade de
flavonoides. A relagdo estrutura/atividade relacionada a agdo antibacteriana de flavonoides
glicosilados e nao glicosilados (forma aglicona) tem sido demonstrada (VIKRAN et al.,
2010), sendo que maior atividade antibacteriana € observada para formas agliconas e do que
para as formas glicosiladas dos flavonoides. Propomos entdo, no manuscrito II desta
dissertagdo, investigar se esta observagdo também se aplica para a atividade antiviruléncia.
Com base na mesma estrutura central, diferencas na resposta bioldgica das subclasses de
flavonoides glicosilados foram observadas. Embora um nimero relativamente baixo de
estudos correlacionando a estrutura dos flavonoides com atividades antivirulentas esteja
disponivel na literatura, no geral, a glicosilacdo ndo apenas reduz a atividade antibacteriana
dos flavonoides, mas também influencia negativamente a resposta antibiofilme e para outros
fatores de viuléncia, como sistema QS, motilidade, enzimas, toxinas e pigmentos.

O efeito de 18 substancias puras, a saber: galocatequina (9), catequina (10),
epicatequina (16), acido elagico (25), vitexina (26), isovitexina (28), isoquercetrina (29),
quercetina (34), acucares simples, sugeridos por EM como isomeros di-O-hexosideos (2) e

manitol (3) e seus possiveis isdmeros, ou seja, sacarose, lactose, maltose (MW 342) e
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sorbitol, galactitol e dulcitol (MW 182), e as agliconas miricetina, luteolina e apigenina,
relacionadas com O-desoxihexosil miricetina (27), O-desoxihexosil luteolina (32), e C-
vitexina (26) e isovitexina (28), respectivamente, foram investigadas, nas concentracdes de
200 e 20 uM, na formacgao de biofilme e crescimento de S. aureus. As substancias luteolina,
miricetina e quercetina (34) apresentaram melhores atividades, inibindo em 50% a formagao
de biofilme na concentragdo 200 uM e em 35% na concentracao de 20 pM. O acido elagico
(25) por sua vez, determinou ser mais ativo, inibindo em 66% a formagao de biofilme em 20
uM, sem afetar o crescimento bacteriano. Ensaios de combinagdes de acido elagico (25) em
concentragdes mais baixas (10 ou 5 uM) com miricetina, quercetina e luteolina a 20 uM, nao
demonstraram efeitos sinérgicos, do contrario evidenciaram o acido elagico (25) como o
principal responsével pela atividade de inibi¢cao do biofilme de S. aureus.

A curva dose-resposta realizada para 4cido elagico mostrou supressdo da formacao
de biofilme até 0,1563 uM (33%) e 72% de inibi¢do do biofilme ¢é alcangada em 2,5 uM,
enquanto o crescimento bacteriano nao ¢ afetado. Quando avaliado o efeito da substancia na
hidrofobicidade da superficie de S. aureus, observou-se um aumento significativo na
hidrofobicidade da superficie celular, indicando que o 4cido eldgico induz alteragdes na
superficie de S. aureus que interferem no material bacteriano. A medida que a concentragio
de acido elagico diminui, o revestimento hidrofébico também diminui e a capacidade de
inibir a formagdo de biofilme ¢ perdida. Além disso, esta substancia nao foi ativa sobre
biofilmes de S. aureus pré-formados, indicando o &cido elagico pode ser ttil para prevenir,
mas ndo para tratar, infecgdes associadas a biofilmes.

Esses resultados apontam o 4cido elagico, como um importante componente ativo
das espécies de Combretum. Sua acao antibiofilme ja foi evidenciada para Streptococcus
dysgalactiae (DURIG et al., 2010). Adicionalmente, a caracterizagio do extrato metanolico
de romd (Punica granatum L.) revelou a presenca de acido elagico como componente
majoritario. O &cido elagico foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus em concentragoes
mais elevadas (>75 pg/mL) e formacdo de biofilme em concentracdes mais baixas (<40
pg/mL) (BAKKIYARALJ et al., 2013). Posteriormente, a combinagao entre acido elagico e o
antibacteriano tetraciclina foi capaz de inibir efetivamente a formagdo de biofilme por
Propionibacterium acnes (80-91%) sem afetar seu crescimento (SIVASANKAR et al.,
2016).

E importante destacar que Quave et al., (2012) demonstraram que o extrato de amora
(Rubus ulmifolius Schott.), rico em acido elagico e derivados glicosilados do 4cido elagico,

limita a formagdo de biofilme de S. aureus e que Fontaine e colaboradores (2017)
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identificaram glicosideos de acido elagico, como xilosideo de acido elagico e ramnosido de
acido elagico, como os componentes do extrato de Rubus com atividade comparavel ao
extrato complexo. Neste contexto, cabe destacar que, como ja descrito, nosso dados nao
evidenciaram potencializagdo da atividade do acido eldgico quando na presenca de uma
mistura de agucares simples.

Tem sido bem reconhecido que substancias isoladas raramente tém o mesmo grau de
atividade que o extrato bruto em concentragdes ou doses comparaveis do componente ativo
(RASOANAIVO etal., 2011), o que indica que efeitos sinérgicos desempenham importante
papel nas diversas propriedades biologicas encontradas em extratos, como vegetais. No
presente trabalho, os extratos de Combretum foram capazes de inibir em 65-90% a formagao
de biofilme de S. aureus. Embora nao tenham sido observados efeitos entre quercetina,
miricetina, luteolina, 4cido eldgico, e os aclicares, a taxa de inibi¢do observada para o acido
elagico ¢ comparavel a dos extratos mais ativos, mesmo em concentragdes de 2,5 uM (72%).
E possivel que outros componentes ativos ndo tenham sido avaliados. Além disso, nem todas
as substancias anotadas para as espécies de Combretum foram caracterizadas ou mesmo
testadas, como ¢ o caso do alcaldide turicina (4), que apresentou alta correlagdo com a
atividade antibiofilme e para o qual ndo ha relatos na literatura sobre atividade bioldgica.
Esta substancia ndo esta disponivel comercialmente, portanto, deve ser posteriormente
isolada para avaliacdo in vitro.

Por fim, o presente trabalho evidencia a aplicabilidade de abordagens metabolomicas
e estatisticas na predi¢do e determinag¢do de potenciais substancias candidatas ao estudo
microbiologico experimental. Dentre as grandes vantagens estdo o menor tempo e custo
quando comparado abordagens tradicionais que envolvem o isolamento, purificacao,
elucidagdo de uma série de compostos para posterior avaliagdo biologica. Assim, a partir de
analises metabolomica estatisticas foi possivel identicar o acido eldgico como substincia-
prototipo antiviruléncia, a partir de espécies de Combretum. Sua atividade antibiofilme, sem
acdo sobre o crescimento bacteriano, foi confirmada experimentalmente (73% inibigdo).
Substancias antibiofilme, como o 4cido elégico, podem potencialmente ser utilizadas como
coadjuvantes no tratamento de infecgdes, com menor probabilidade de surgimento de
resisténcia, € no desenvolvimento de superficies menos propensas a adesdo bacteriana,

fundamental na reducdo de infec¢des associadas a dispositivos médicos.



38

7 CONCLUSOES

- Os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que 0s extratos
hidrometandlicos (MeOH70) na concentragdo de 0,5 mg/mL inibem em 65 a 90% a
formacao de biofilmes de S. aureus sem afetar o crescimento bacteriano.

- Os extratos das trés espécies de Combretum nao tiveram efeito sobre o biofilme e
crescimento de P. aeruginosa.

- As analises metabolomicas e estatisticas sugeriram 35 metabolitos bioativos a partir
das amostras analisadas de Combretum, entre eles alcaloides, taninos, acidos fenolicos,
flavonoides, agucares simples e flavonoides glicosilados, como candidatos potenciais a
agentes antibiofilme.

- Quatro substancias, miricetina, quercetina, luteolina e 4cido elégico, se destacaram
na inibi¢do da formagdo de biofilme de S. aureus. O efeito de inibicdo do 4cido elagico se
compara aos efeitos vistos pelos extratos mais ativos, destacando a sua agdo antibiofilme
(73%), sem inibir o crescimento bacteriano, mesmo em concentragdes baixas como 0,1563
uM. Além disso, dentre os 35 metabdlitos com correlagdo com atividade antibiofilme de S.
aureus, alguns desses ainda ndo foram estudados, como por exemplo a turicina.

- E provavel que o acido elagico impega a interagio bactéria-material das superficies,
uma vez que levou ao aumento da hidrofobicidade na superficie de S. aureus nas mesmas
concentragdes que afetaram a formagao do biofilme (até 0,1563 uM). No entanto, o acido
elagico ndo foi capaz de erradicar a biomassa ja aderida no ensaio de erradicagdo de biofilme
de S. aureus.

- O 4cido elagico e os 4 extratos brutos de Combretum mais ativos ndo sao toxicos,
conforme determinado pelo modelo de larva da Galleria mellonella.

- Os resultados demonstraram o potencial antibiofilme de Combretum, especialmente
frente a bactérias Gram positivas, como S. aureus.

- As ferramentas metabolomicas foram importantes para sugestao e determinagao dos
possiveis componentes bioativos, € mostra a aplicabilidade dessa abordagem para a predi¢ao

de substancias ativas contra micro-organismos.
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8 PERSPECTIVAS
- Verificar a eficacia de extratos de Combretum e do composto acido eldgico no
tratamento de infecgdes por S. aureus por meio de ensaios in vivo no modelo experimental

alternativo de larvas de G. mellonella.

- Isolar a substancia turicina a partir de extratos de Combretum e realizar posterior

investigacao do seu efeito na inibi¢ao de crescimento e biofilmes bacterianos.
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ANEXO 1

Colaboracdo em manuscrito a ser submetido para revista cientifica: Avaliagdo
antibacteriana e antibiofilme dos extratos e fragdes de Cuscuta platyloba and Cuscuta
xanthochortos.

Titulo: Metabolomics analyses from holoparasites Cuscuta platyloba and Cuscuta
xanthochortos (Convolvulaceae) and their correlation with antibiofilm activity

Autores: Caroline De Moura Costa!; Amanda Galdi Boaretto!; Thayna Fernandes Barros?, Flavio

Macedo Alves®; Danielle da Silva Trentin?, Denise Brentan Silva'”
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Figure 1. The effects of extracts and fractions (CX-Et, CX-DCM, CX-Ac, CX-AqEt, CP-
Et, CP-DCM, CP-Ac and CP-AqEt) at concentration 100 pg/mL (A) and 500 pug/mL (B) on
bacterial biofilm formation and growth in S. aureus. (* p<0.05, Student’s t-test).
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Figure 2. The effects of extracts and fractions (CX-Et, CX-DCM, CX-Ac, CX-AqEt, CP-
Et, CP-DCM, CP-Ac and CP-AqEt) at concentration 100 pg/mL (A) and 500 pug/mL (B) on

bacterial biofilm formation and growth in P. aeruginosa (* p<0.05, Student’s t-test).
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ANEXO I1
Colaboracdo em manuscrito a ser submetido para revista cientifica: Avaliagdo
antibacteriana e antibiofilme dos extratos e fracdes de Tibouchina spp.

Manuscrito estd sendo redigido em colaboragdo com a Dra. Fernanda Rodrigues Garcez
(Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — UFMS)
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Figure 1. Biofilm formation and bacterial growth of S. aureus ATCC 25904 in the presence of
crude extracts and fractions of Tibouchina spp.: A) 0.125 mg/mL and B) 0.5 mg/mL. Significant
differences in comparison to negative control (2% DMSO - vehicle) with p value < 0.05 are
represented by ** for biofilm formation and * for bacterial growth.
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ANEXO III — Registro do projeto na Compesq

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE QIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE
COMISSAO DE PESQUISA

Atestado

Atestamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo antibacteriana
e antiviruléncia associada ao perfil metabdlico para identificagdo de
fitocompostos bioativos: estudo de espécies Combretum lanceolatum Pohl. ex
Eichl, Combretum laxum Jacq. e Combretum leprosum Mart. (Combretaceae)”
esta registrado na Comisséo de Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre com o numero 067/2019, sob responsabilidade de

Danielle da Silva Trentin.

Salientamos que este registro ndo autoriza o pesquisador a coletar ou

analisar dados oriundos de sujeitos de pesquisa.

Salientamos ainda que este registro ndo garante a concessido de

recursos financeiros por parte da UFCSPA a este projeto de pesquisa.

Porto Alegre, 20 de maio de 2019.
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AVANCOS NA CARACTERIZAGAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE
COMPOSTOS NATURAIS

Descricao: O sucesso de novas estratégias antimicrobianas é limitado
pela disponibilidade de biomoléculas, sendo necessario implementar
metodologias eficientes de prospeccao e identificacdo de compostos
ativos, elucidagdo de mecanismos de acdo, e seus efeitos sistémicos.
Diante desse contexto, novas alternativas de tratamento estdo sendo
desenvolvidas, entre elas temos a busca de moléculas que atuem em
alvos terapéuticos novos ou pouco explorados (como a maquinaria de
replicacdo do DNA). Além disso, a apesar de varios trabalhos tenham
demonstrado o potencial de produtos naturais brasileiros, estudos mais
detalhados visando elucidar os mecanismos de acao destes produtos e
seus efeitos sistémicos ainda sdo escassos. Evidéncias recentes tém
apontado o papel essencial da micrabiota intestinal nos processos
patoldgicos e na eficacia dos agentes terapéuticos. Estes efeitos estdo
relacionados com agdo desta microbiota sobre o agente terapéutico e
sobre o sistema imune do hospedeiro, sendo extremamente necessario
avaliar o efeito de novos candidatos a agentes terapéuticos neste
ecossistema. Num contexto em que a biodiversidade vem sendo
progressivamente dizimada e onde existem inimeras doengas que
carecem de um tratamento eficaz, o valor dos produtos naturais como
fontes de medicamentos para a sociedade e para a economia é
incalculdvel. Deste modo, este projeto visa explorar a biodiversidade de
produtos naturais brasileiros com o intuito de contribuir no
desenvolvimento de moléculas antimicrobianas através da (i)
caracterizagdo do (s) mecanismo (s) de agdo de agentes
antimicrobianos; (ii) avaliacdo dos efeitos de agentes antimicrobianos
na microbiota intestinal; (iii) selecdo de compostos capazes de inibir a
replicacdo do DNA. Para os estudos de mecanismos de acdo e efeitos
sobre a microbiota intestinal serdo utilizadas plantas com agdo
antimicrobiana comprovada cientificamente e produtos naturais
comercializados na forma de fitoterapicos. A prospeccédo de novos
agentes inibidores da replicacdo do DNA bacteriano sera realizada a
partir de plantas coletadas na regido da Baixada Maranhense e de
micro-organismos marinhos. Além do importante fator econémico,
deve-se ressaltar também o valor estrateégico que representa, para
qualquer estado/nacdo, a independéncia na producdo de
medicamentos com matéria-prima e tecnologias derivadas de sua
propria biodiversidade. Desta forma este projeto propiciara a inovagdo
ao fornecer subsidios para o desenvolvimento de formulacGes
farmacéuticas mais eficazes a partir de residuos de baixo custo,
resultando em ganhos cientificos, sociais e econdmicos para o
Maranh&o...

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (7) / Mestrado académico: (4) /
Doutorado: (1) .

Integrantes: Thayna Fernandes Barros - Integrante / Luis Claudio
Nascimento da Silva - Coordenador / Joice Castelo Branco Santos -
Integrante / Hermerson Sousa Maia - Integrante / Alexsander
Rodrigues Carvalho Junior - Integrante / ADRIELLE ZAGMIGNAM -
Integrante / CRISTIANE SANTOS SILVA E SILVA FIGUEIREDO -
Integrante / Isana M S F Lima - Integrante / Arthur Lima de Berrédo
Martins - Integrante / Amanda Caroline de Souza Sales - Integrante /
Brenda Ferreira de Oliveira - Integrante / anders lgbner-olesen -
Integrante / MARIELA ANDREA MEDEIROS SUAREZ - Integrante /
ROSEANE COSTA DINIZ - Integrante / MARI SILMA MAIA DA SILVA -
Integrante / Patricia Vieira de Oliveira - Integrante / Alexandre José
Macedo - Integrante / L Kato - Integrante / A G Abreu - Integrante.
PROSPECGAOQ DE INIBIDORES DA REPLICACAO, INFECTIVIDADE E
MUTAGENICIDADE BACTERIANA A PARTIR DE PLANTAS DA BAIXADA
MARANHENSE.

Descricdo: Apesar dos esforgos aplicados, a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos continua a avancgar em ritmo alarmante, desafiando os
sistemas de satide globalmente por resultar em elevados indices de
mortalidade e morbidade. Dentre os patégenos, Staphylococcus aureus
se destaca devido sua capacidade de expressar uma variedade de
fatores de viruléncia e adquirir resisténcia aos antimicrobianos. Este
cenario imp&e a necessidade de desenvolver estratégias para combater
esta versatil bactéria, que incluem (i) a utilizagdo de
novos/subexplorados alvos antimicrobianos (como a Replicagdo do
DNA); (ii) inibicdo da capacidade de infeccdo; (iii) aperfeigoamento da



defesa imune do hospedeiro; e (iv) aumento da eficacia dos
antibiéticos tradicionais (pela inibicdo da resposta SOS relacionada com
a mutagénese induzida por drogas). O objetivo desta proposta é
selecionar produtos derivados de plantas da Baixada Maranhense
capazes de inibir a viruléncia, mutagenicidade, ou a replicacdo do DNA
de S. aureus. Para tanto, produtos naturais (extratos, oleos essenciais,
compostos) serdo avaliados quanto ao potencial de inibir a infecgdo
causada por S. aureus em Caenorhabditis elegans, utilizando cepa
padrao e mutantes transgénicos. Paralelamente, plataformas genéticas
serdo empregadas para selecionar compostos capazes de inibir
proteinas de replicagdo do DNA (ensaio Duplo hibrido bacteriano) e
Reposta SOS (expressdo do gene recA). Os mecanismos de agdo serdo
avaliados através de Citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia. Os extratos serdo caracterizados quimicamente para
identificacdo de compostos ativos. Através da utilizacdo de novas
abordagens moleculares, este projeto vai beneficiar o acesso a novas
colegbes de compostos derivados de Plantas da Baixada Maranhense,
estabelecendo um caminho sustentavel para explorar 0s recursos
naturais desta regido. Além disso, propiciara a inovacdo ao fornecer
subsidios para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas mais
eficazes a partir de residuos de baixo custo, resultando em ganhos
cientificos, sociais e econdmicos para o Maranh3o..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (12) / Mestrado académico: (4) /
Doutorado: (3) .

Integrantes: Thayna Fernandes Barros - Integrante / Luis Claudio
Nascimento da Silva - Coordenador / Joice Castelo Branco Santos -
Integrante / Hermerson Sousa Maia - Integrante / Alexsander
Rodrigues Carvalho Junior - Integrante / MARIA TEREZA SANTOS
CORREIA - Integrante / MARCOS AUGUSTO GRIGOLIN GRISOTTO -
Integrante / Valério Monteiro Neto - Integrante / CRISTIANE SANTOS
SILVA E SILVA FIGUEIREDO - Integrante / Isana M S F Lima -
Integrante / Arthur Lima de Berrédo Martins - Integrante / Arthur
Henrique Mendes Colasso - Integrante / Amanda Caroline de Souza
Sales - Integrante / Brenda Ferreira de Oliveira - Integrante / anders
lgbner-olesen - Integrante / ADRIELLE ZAGMIGNAN - Integrante /
MARIELA ANDREA MEDEIROS SUAREZ - Integrante / ROSEANE COSTA
DINIZ - Integrante / MARI SILMA MAIA DA SILVA - Integrante /
Patricia Vieira de Oliveira - Integrante.

Outros Projetos

2017 - 2017 INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF MICROBIAL PATHOGENESIS AND
DRUG DEVELOPMENT- 4TH DANISH BRAZILIAN WORKSHOP ON
INNOVATIVE MODELS TO STUDY BACTERIAL PATHOGENESIS AND
DRUG DEVELOPMENT
Descricao: O evento ?International Symposium on Microbial
Pathogenesis and Drug development? (Simposio Internacional sobre
Patogénese Microbiana e Desenvolvimento de Drogas) é extremamente
importante para o estado de Maranh?o, uma vez que sera possivel uma
ampla discussdo dos desafios e perspectivas em relagdo as infecgbes
microbianas e seu tratamento. E sempre importante ressaltar que o
Maranh&o ocupa uma posigdo estratégica no Brasil, ligando diferentes
ecossistemas brasileiros (Amazonas, Cerrado), o que faz deste estado
uma importante fonte de Biodiversidade essencial para a descoberta de
drogas. Assim, as discussdes sobre como desenvolver novos modelos
para explorar de forma sustentavel esses recursos também sdo
relevantes. Durante este evento, os professores, pesquisadores,
estudantes de graduacéo e pds-graduados terdo a oportunidade de
acessar e trocar conhecimentos com pesquisadores de renomadas
instituigdes nacionais e internacionais (Universidade de Copenhague,
Staten Serum Institute, Universidade da Virginia, PUC-RS, UFGRS,
UFMG, UFMA UFRJ, Insitituto Butant?, UFPE, UFPA, CPgAM). Teremos
discussdo sobre varios temas relacionados a patogénese microbiana e
descoberta de medicamentos, incluindo os seguintes tdpicos: (i)
Biologia celular de parasitas; (ii) Interagﬁes Microbiota-patégenos;{iii)
Mecanismos de viruléncia e resisténcia a drogas; (iv) Novas opgoes
terapéuticas contra patégenos; (v) Imunopatologia das doencas
endémicas brasileiras; (vi) Diagnéstico de doengas endémicas
brasileiras. Nesse sentido, o ?International Symposium on Microbial
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Pathogenesis and Drug development? é uma oportunidade excepcional
para os pesquisadores de Maranhao criar efou solidificar colaboragdes
com essas instituicoes. Acreditamos que essas conexdes sdo
extremamente importantes para o desenvolvimento cientifico de
Maranhdo...

Situagdo: Concluido; Natureza: Outra.

Alunos envolvidos: Graduacdo: (6) / Mestrado académico: (2) .

Integrantes: Thayna Fernandes Barros - Integrante / Luis Claudio
Nascimento da Silva - Coordenador / Lidio Gongalves Lima Neto -
Integrante / Elizabeth Soares Fernandes - Integrante / Joice Castelo
Branco Santos - Integrante / Hermerson Sousa Maia - Integrante /
Valério Monteiro Neto - Integrante / Arthur Henrique Mendes Colasso -
Integrante / Amanda Caroline de Souza Sales - Integrante / Brenda
Ferreira de Oliveira - Integrante / MARIELA ANDREA MEDEIROS
SUAREZ - Integrante / MARI SILMA MAIA DA SILVA - Integrante / A G
Abreu - Integrante / Andrea de Souza Monteiro - Integrante / Eduardo
Martins de Sousa - Integrante / Julliana Ribeiral Alves dos Santos -
Integrante / RODRIGO ASSUNCAQ DE HOLANDA - Integrante / KAREN
ANGELIKI KROGFELT - Integrante / MARIA ROSA QUARESMA BOMFIM
- Integrante.

Areas de atuacdo

1. Grande area: Ciéncias Biologicas / Area: Microbiologia.

2. Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Farmacologia.

Idiomas

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve
Pouca.

Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, L& Bem, Escreve

Prémios e titulos

Razoavelmente.

2021

Prémio "Destaque Cientifico" do VI Encontro do PPG "(Bio)Ciéncia que
transforma"., Universidade Federal de Ciéncias da Saude Porto Alegre.
Prémio aluno Destaque no IV Encontro PPG Biociéncias, Universidade

2019
Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre.

2017 TOP 5 - Programa de Premiacdo dos Melhores Discentes, Universidade
Ceuma.

2017 Honra ao Mérito no I Férum de Meio Ambiente do Estado do Maranhdo,
Universidade Ceuma.

2015 TOP 5 - Programa de Premiacdo dos Melhores Discentes, Universidade
Ceuma.

Producdes

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

Ordem Cronolégica

v

1. DIAS, E. 1. S. ; ROCHA, C. Q. ; DA SILVA, LUIS CLAUDIO NASCIMENTO ; SANTOS, 1.C.B ;
BARROS, T. F. ; SANTOS, D. M. . Antimicrobial Activity of Extracts from the Humiria balsamifera
(Aubl). PLANTSscr, v. 10, p. 1479, 2021.

Citagﬁes: WEB OF SCEMNCE *

3

2 COLASSO, ARTHUR HENRIQUE MENDES ; BARROS, THAYNA FERNANDES ;
FIGUEIREDO, ISABELLA FERNANDES DA SILVA ; CARVALHO JUNIOR, ALEXSANDER RODRIGUES
; FERNANDES, ELIZABETH SOARES ; UCHOA, MICHELLE RUSSO BENDELAK ; DA SILVA, LUIS
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CLAUDIO NASCIMENTO . The latex of Euphorbia tirucalli inhibits staphyloxanthin production and
protects Tenebrio molitor larvae against Staphylococcus aureus infection. NATURAL PRODUCT
RESEARCHer, v. 33, p. 1-4, 2019.

Citagles: wes of saesuce« 7

Resumos publicados em anais de congressos

1. BARROS, T. F.; SANTOS, J.C.B ; DA SILVA, T.F ; CORREIA, M. T. S. ; Colasso, A.H.M ; DA SILVA,
L.C.N . Atividade antimicrobiana in vivo dos extratos de Senna splendida contra Staphylococcus
aureus. In: I Férum de Meio Ambiente do Estado do Maranhdo, 2017, SAO LUIS. I Férum de Meio
Ambiente do Estado Maranhdo, 2017.

2. DE ANDRADE, E.P ; ALVES, T. C. ; DA SILVA, B.L.R ; BARROS, T. F. ; DA SILVA, L.C.N ; NETO,
LG.L; FERNANDES E.S . Efeito da fracdo hexanlca obtida do extrato, hldroalcoolrco das folhas da
Punlca _granatum em macrofagos cultivados.. In: 100 SEMIC - SEMINARIO DE INICIACAO
CIENTIFICA, 2016, SAQ LUIS. SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA SEMIC 2016, 2016,

Artigos aceitos para publicacdo

1. BARROS, T. F.; BORGES, J. S. ; PRIMON-BARROS, M. ; ZANUNCIO, S. S. ; SILVA, D. B. ;
TRENTIN, D. S. . Staphylococcus aureus antibiofilm agents from Combretum speaes
(Combretaceae) by metabolomics profiling. Industrial Crops And Productsier, 2023.

Apresentacoes de Trabalho
BARROS, T. F.; BORGES, 1. S. ; PRIMON-BARROS, M. ; DA SILVA, M.V ; TRENTIN, D. S. .
Avaliagdo antlbactenana e antibiofilme associada a metabolémica para identificagdo de
substancias bioativas : um es tudo sobre espécies de Combretum (Combretaceae). 2021.
(Apresentagao de Trabalho/Outra).

2. BARROS, T. F.; BORGES, 1. S. ; SILVA, D. B. ; TRENTIN, D. S. . A ciéncia das plantas: novas
formas de acgdo sobre bactérias. 2020. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).
3. BARROS, T. F.; SILVA, D. B. ; TRENTIN, D. S. . ANTIBACTERIAL AND ANTIVIRULENCE

EVALUATION ASSOCIATED WITH THE METABOLIC PROFILE TO IDENTIFY BIOACTIVE
PHYTOCOMPOSITES: STUDY OF SPECIES COMBRETUM LANCEOLATUM POHL. EX EICHL,
COMBRETUM LAXUM JACQ. AND COMBRETUM LEPROSUM MART. (COMBRETACEAE). 2019.
(Apresentacdo de Trabalho/Outra).

4, BARROS, T. F.; SANTOS, J.C.B ; CARVALHO JUNIOR, A. R. ; Colasso, A.H.M : CANTANHEDE
FILHO, A. J. ; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DOS EXTRATO DE
HUMIRIA BALSAMIFERA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2018. (Apresentacdo de
Trabalho/Simpdsio).

5. CUTRIM, B. S. ; CARVALHO JUNIOR, A. R. ; SANTOS, D. M. ; PONTES, J. P. ; BARROS, T.F. ;
SAMINEZ, W. F. S. ; SALES, L, A. T. ; CORDEIRO, B. M. P. ; PAIVA, P. M. G. ; DA SILVA, L.C.N .
AVALIACAO DA ACAO CITOTOXICA DO EXTRATO METANOLICO E HEXANCO DE SPONDIA
TUBEROSA EM LARVAS DE TENEBRIO MOLITOR. 2018. (Apresentacdo de Trabalho/Simposio).

6. CARVALHO JUNIOR, A. R. ; SANTOS, D. M. ; CUTRIM, B. S. ; PONTES, J. P. ; BARROS, T.F. ;
SAMINEZ, W. F. S. ; SALES LAT; CORDEIRO B:M.P.: PAIVA P.MG.; ‘DA SILVA, L.C. N.
AVALIA(;AO E CARACT ERIZA(;AO DA ACAO ANTIFUNGICA DO EXTRATO HEXANICO DE SPONDIA
DE SPONDIA TUBEROSA NO CONTROLE DA INFECCAO EM TENEBRIO MOLITOR INDUZIDA POR
CRYPTOCOCCUS GATTII. 2018. (Apresentagdo de Trabalho/Simpoésio).

7. BARROS, T. F.; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DOS EXTRATOS DE
SENNA SPLENDIDA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2018. (Apresentagdo de
Trabalho/Seminario).

8. MARTINS, A. L. B. ; SILVA, M. S. M. ; BARROS, T. F. ; SANTOS, J.C.B ; COLASSO, A. H. M. ;
MAIA, H. S. ; OLIVEIRA, B. F. ; SALES, A. C. S. ; CANTANHEDE FILHO, A. J. ; DA SILVA, L.C.N .
EVALUATION OF INHIBITORY ACTION OF PLANT-DERIVED PRODUCTS ON SOS RESPONSE
INDUCED BY CIPROFLOXACIN IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2018. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

9. BARROS, T. F.; TRENTIN, D. S. . Avaliagdo Antimicrobiana e Antibiofilme de Espécies
Combretum lanceolatum, Combretum laxum e Combretum leproso (Combretaceae). 2018.
(Apresentacdo de Trabalho/Outra).

10. BARROS, T. F.; SANTOS, J.C.B ; DA SILVA, T.F ; FIGUEIREDO, L. F. S. ; PONTES, J. P. ; Colasso,
A.H.M ; MAIA, H. S. ; CORREIA, M.T.S ; DA SILVA, L.C.N . EVALUATION OF THE IN VIVO
EFFICACY OF SENNA SPLENDIDA EXTRACTS AGAINST STAPHYLOCCOCUS AUREUS. 2017.
(Apresentacdo de Trabalho/Simposio).

11. BEZERRA FILHO, C. M. ; SANTOS, 1.C.B ; BARROS, T. F. ; MAIA, H. S. ; ZAGMIGNAM, A. ;
CORREIA, M. T. S. ; DA SILVA, L.C.N . CAATINGA PLANTS AS INHIBITORS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS VIRULENCE: IN VITRO AND IN VIVO INSIGHTS. 2017. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

12, BARROS, T. F.; SANTOS, J.C.B ; PONTES, J. P. ; Colasso, A.H.M ; DIAS, E. 1. S. ; CANTANHEDE
FILHO, A. J. ; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE IN VIVO DO EXTRATO DE HUMIRIA BALSAMIFERA
CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2017. (Apresentacdo de Trabalho/Congresso).

13. COLASSO, A. H. M. ; MAIA, H. S. ; FIGUEIREDO, 1. F. S. ; SANTOS, 1.C.B ; ARAUJO, M. C. ;
BARROS, T. F. ; DA SILVA, L.C.N ; UCHOA, M.R.B . EVALUANTION OF IN VIVO ANTIMICROBIAL
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EFECTS OF LATEX OBTAINED FROM EUPHORBIA TIRUCALLI LINEU USING TENEBRIO MOLITOR

LARVA AS MODEL. 2017. (Apresentacdo de Trabalho/Simposio).

14. PONTES, J. P. ; FIGUEIREDO, I. F. S. ; PEREIRA, D. M. S. ; SANTOS, 1.C.B ; BARROS, T. F. ;
ROCHA, C. Q. ; ALMEIDA, L. S. B. ; DA SILVA, L.C.N ; FERNANDES, E.S . EVALUATION OF THE
ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF theobrama grandiflorum (CUPUACU) SEED EXTRACT IN
ESCHERICHIA COLI INFECTION IN VIVO. 2017. (Apresentagéo de Trabalho/Simpdsio).

15. ALVES, T.C ; DE ANDRADE, E.P ; DA SILVA, B.L.R ; BARROS, T. F. ; PEREIRA, M.S ; MENDES,
S.J.F ; DA SILVA, L.C.N ; NETO, L.G.L ; FERNANDES, E.S . EFECT OF THE HEXANE FRACTION
OBTAINED FROM THE LEAF HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF PUNICA GRANATUM ON
MACRQOPHAGE VIABILITY AND NO PRODUCTION IN VITRO. 2016. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

16. ALVES, T.C ; DA SILVA, B.L.R ; BARROS, T. F. ; DA SILVA, L.C.N ; NETO, L.G.L ; FERNANDES,
E.S . EFEITO DA FRA(;AO HEXANICA OBTIDA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DA
PUNICA GRANATUM EM MACROFAGOS CULTIVADOS. 2016. (Apresentacdo de
Trabalho/Seminario).

17. SANTOS, J.C.B ; BARROS, T. F. ; DA SILVA, T.F ; DA SILVA, M.V ; CORREIA, M.T.S ; MONTEIRO,
A.S ; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE SENNA SPLENDIDA
CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2016. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

18. SANTOS, J.C.B ; BARROS, T. F. ; DA SILVA, T.F ; DA SILVA, M.V ; CORREIA, M.T.S ; MONTEIRO,
A.S ; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE SENNA SPLENDIDA
CONTRA ISOLADOS CLINICOS STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2016. (Apresentacdo de
Trabalho/Seminério).

19. BARROS, T. F.; SANTOS, J.C.B ; DOS SANTOS, B.S ; FILHO, C.M.B ; PAIVA, P.M.G ; DA SILVA,
M.V ; DA SILVA, L.C.N . ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DO OLEO ESSENCIAL DE
SYAGRUS CORONATA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2016. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

20. BARROS, T. F.; SANTOS, 1.C.B ; DOS SANTOS, B.S ; FILHO, C.M.B ; PAIVA, P.M.G ; DA SILVA,
M.V ; DA SILVA, L.C.N ., ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DO OLEQ ESSENCIAL DE
SYAGRUS CORONATA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2016. (Apresentacdo de
Trabalho/Seminario).

21. Colasso, A.H.M ; BARROS, T.F. ; SERRAO R.J.L ; UCHOA, M.R.B . LEVANTAMENTO DAS
PRINCIPAIS PLANTAS MEDICINAIS UTILIZADAS NO MUNICIPIO DE MARACACUME-MA. 2015.
(Apresentacao de Trabalho/Congresso).

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. Ciclo de Palestra sobre o Meio Ambiente e Satde. 2021. (Qutra).

2. II Brazilian South Symposium on Neuroscience. 2021. (Simpdsio).

3. Simposios Cientifico dos Membros afiliados da ABC sobre biologia e produtos naturais. 2021.
(Simpdsio).

4, VI Encontro do PPG "(Bio)Ciéncia que transforma".Avaliagdo antibacteriana e antibiofilme

associada a metaboldmica para identificacdo de substéncias bioativas: um estudo sobre espécies
de Combretum (Combretaceae). 2021. (Encontro).

5. V Biosciences Meeting - Crossing Borders.A ciéncia das plantas: novas formas de acdo sobre
bactérias. 2020. (Encontro).
6. 1V Encontro Biociéncias. ANTIBACTERIAL AND ANTIVIRULENCE EVALUATION ASSOCIATED WITH

THE METABOLIC PROFILE TO IDENTIFY BIOACTIVE PHYTOCOMPOSITES: STUDY OF SPECIES
COMBRETUM LANCEOLATUM POHL. EX EICHL, COMBRETUM LAXUM JACQ. AND COMBRETUM
LEPROSUM MART. (COMBRETACEAE). 2019. (Encontro).

7. 11° Seminério de iniciagao cientifica da Universidade Ceuma.ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN
VIVO DOS EXTRATOS DE SENNA SPLENDIDA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2018.
(Seminario).

8. 111 ENCONTRO DO PPG BIOCIENCIAS DA UFCSPA E ENCONTRO DE PESQUISA EM BIOLOGIA

CELULAR.Avaliacdo Antimicrobiana e Antibiofilme de espécies Combretum lanceolatum,
Combretum Laxum e Combetum Leprosum (Combretaceae). 2018. (Encontro).

9. Simposio Nacional em Bioética e Experimentacdo Animal ATIVIDADE IN VIVO DO EXTRATO DE
HUMIRIA BALSAMIFERA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2018. (Simposio).

10. 1st International Symposium on Microbial Pathogenesis.EVALUATION OF THE IN VIVO EFFICACY
OF SENNA SPLENDIDA EXTRACTS AGAINST STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2017. (Simpdsio).

11. I Férum de Meio Ambiente do Estado do Maranh&o.ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DOS
EXTRATOS DE SENNA SPLENDIDA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2017. (Qutra).

12, 11 Semana Académica de Farmdcia. 2017. (Simpdsio).

13. V Congresso de Salde e Bem Estar. ATIVIDADE IN VIVO DO EXTRATO DE HUMIRIA
BALSAMIFERA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2017. (Congresso).

14. Conceitos de Cancer Relacionados ao Trabalho e Exposicdo Ocupacional. 2016. (Outra).

15. I Congresso de Ostomia do Maranhdo. 2016. (Congresso).



16. I semana de farmacia. 2016. (Outra).

17, 1V Congresso de Salude e Bem Estar do Maranhdo. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO DO
OLEO DE SYAGRUS CORONATA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS. 2016. (Congresso).

18. 11T Congresso de Saude e Bem Estar do Maranhdo. 2015, (Congresso).

Organizagao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. BARROS, T. F.. UFCSPA Acolhe 2019. 2019. (Outro).
2. BARROS, T. F.; DA SILVA, L.C.N . 1ST INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON MICROBIAL
PATHOGENESIS AND DRUG DEVELOPMENT. 2017. (Outro).
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