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RESUMO 

Espécies de Combretaceae têm sido utilizadas na medicina popular para tratar doenças 

inflamatórias e infecciosas, e diversos metabólitos secundários já foram descritos para algumas 

espécies do gênero Combretum. Infecções causadas por Staphylococcus aureus e Pseudomonas 

aeruginosa são reconhecidas como desafios clínicos dado o grau de virulência dos mesmos e 

resistência a múltiplos antibacterianos. Neste sentido, a terapia antivirulência, que visa atenuar 

a virulência sem inibir o crescimento bacteriano, representa uma abordagem alternativa para 

controlar infecções bacterianas com menor pressão para o surgimento de populações 

resistentes. Dessa forma, a aplicação de técnicas metabolômicas e análises de dados têm se 

mostrado ferramentas atrativas para acelerar a descoberta de fármacos. 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-padrão, e identificar, através do perfil 

metabólico e comprovação experimental, os fitocompostos bioativos. Folhas e cascas das três 

espécies foram coletadas na região do Pantanal, no estado do Mato Grosso do Sul, em 2016. O 

material vegetal foi submetido à extração acelerada por solvente e a composição química de 

cada extrato foi determinada por CLAE-DAD-EM. Os extratos foram avaliados frente à S. 

aureus ATCC 25904 e P. aeruginosa ATCC 27853 quanto à atividade antibacteriana, através 

da técnica de microdiluição em caldo, e atividade de inibição de biofilme, pela técnica de cristal 

violeta. Os extratos hidrometanólicos das três espécies apresentaram maior inibição da 

formação de biofilme de S. aureus sem inibir o crescimento, no entanto não foram ativos para 

P. aeruginosa. As análises de correlação de Pearson r sugeriram 35 metabólitos como possíveis 

substâncias responsáveis pela ação antibiofilme de S. aureus. Destas, 18 substâncias foram 

adquiridas comercialmente e avaliadas in vitro. Os flavonoides luteolina, miricetina e 

quercetina inibiram a formação de biofilme de S. aureus, porém o precursor de taninos 

hidrolisáveis, ácido elágico, foi a substância mais ativa inibindo 73% da formação de biofilme 

(5 μM) sem afetar o crescimento bacteriano. Não foram observadas interações sinérgicas entre 

as quatro substâncias ativas. Considerando que flavonoides glicosilados e açúcares simples 

apresentaram correlação positiva com a atividade antibiofilme de S. aureus, o efeito de açúcares 

sobre o crescimento e a virulência bacteriana foi aprofundado. Açúcares simples, identificados 

nas espécies Combretum, não foram ativos contra S. aureus e também não aumentaram a ação 

antibiofilme das quatro substâncias acima citadas. Em estudo de revisão da literatura 

observamos que, flavonoides glicosilados têm menor ação antibacteriana e antivirulência do 

que as respectivas agliconas frente a distintas bactérias. Esta dissertação evidenciou a aplicação 



 
 

da metabolômica para o direcionamento de substância biotivas, conferindo agilidade e menor 

custo no processo de identificação de protótipos. As substâncias polares das espécies de 

Combretum demonstraram-se mais ativas na prevenção da formação de biofilme de S. aureus, 

dentre as quais destacamos o ácido elágico e a turicina para prosseguir em estudos futuros. 

Substâncias antibiofilme podem potencialmente ser utilizadas como coadjuvantes no 

tratamento de infecções e no desenvolvimento de superfícies menos propensas à adesão 

bacteriana, fundamental na redução de infecções associadas à dispositivos médicos. 

 

Palavras-chaves: Combretum, metabolômica, S. aureus, P. aeruginosa, flavonoides, ácido 

elágico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

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 

μM) 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 INTRODUÇÃO  

Biofilme é definido como uma comunidade microbiana séssil na qual as células são 

fixadas a uma superfície ou a outras células e incorporadas em uma matriz polimérica 

extracelular protetora (LISTER & HORSWILL, 2014). As propriedades intrínsecas 

conferidas pela matriz extracelular do biofilme conferem alta resistência aos antibacterianos 

utilizados na clínica, desencadeando infecções de difícil tratamento e que tendem à 

cronicidade (MATILLA‑CUENCA, 2020). O órgão amareciano National Institutes of 

Health (NIH) revelou que, entre todas as infecções microbianas, 60-80% estão ligadas à 

formação de biofilme.   

Dois agentes patogênicos oportunistas Staphylococcus aureus e Pseudomonas 

aeruginosa, constituem as causas principais de infecções agudas e crônicas associadas a 

biofilme, particularmente a dispositivos médicos, e impactam significativamente o sistema 

de saúde (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 infecções e de patógenos resistentes 

(MUNGUIA & NIZET, 2017). Cabe ressaltar que, a área de agentes anti-infecciosos ainda 

é fortemente dependente de produtos naturais e de suas estruturas químicas; e, o interesse 

em produtos naturais para a descoberta de fármacos deriva especialmente da alta diversidade 

química de seus metabólitos secundários (NEWMAN & CRAGG, 2020). Nesse contexto, a 

metabolômica é uma ferramenta bastante promissora que pode facilitar e acelerar a 

identificação de metabólitos responsáveis por propriedades biológicas no processo de 

descoberta de novos candidatos a fármacos. A associação da metabôlomica com métodos 

estatísticos fornece uma melhor visualização de vastos dados e simplifica a análise 

necessária para responder à questão biológica colocada (DERMARQUE et al., 2020).  

A família Combretaceae é composta por aproximadamente 20 gêneros e 600 

espécies, incluindo o gênero Combretum. Este gênero compreende cerca de 276 espécies 

com uma distribuição pantropical principalmente na África tropical e na Ásia, mas ausente 

na maior parte da Austrália e das Ilhas do Pacífico (STACE, 2007; POWO, 2019; BOON et 

al., 2020). Destaca-se por fornecer uma série de classes de constituintes químicos 

biologicamente ativos (BISOLI et al., 2020), como flavonoides, lignana, taninos, triterpenos, 

alcaloides, derivados de estilbenoides e fenantrênicos (NYAMBUYA, et al, 2017; DAWÉ 

et al., 2018; NAINWAL et al., 2019; OLUYEMI et al, 2019). No presente trabalho, focamos 

no estudo de três espécies brasileiras que pertencem ao gênero 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 aplicação de ferramentas 

metabolômicas para a determinação dos componentes bioativos, visando contribuir com o 

desenvolvimento de novas estratégias de controle de patógenos bacterianos. 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1   INFECÇÕES MICROBIANAS 

Infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS), são entre as principais causas 

de morbimortalidade. São consideradas um problema relevante de saúde pública, que resulta 

em índices elevados de complicações à saúde, prolongamento do período de hospitalização, 

aumento direto sobre os custos da assistência (SOUZA et al., 2015). Décadas de uso indevido 

e prescrição excessiva de antibacterianos resultou na seleção de patógenos que apresentam 

resistência a múltiplos medicamentos (VENTOLA, 2015). A resistência antimicrobiana 

tornou-se uma preocupação séria para a saúde humana, pois além da morte causada por 

patógenos resistentes a medicamentos (~700.000 mortes anualmente e estima-se em ~10 

milhões para o ano de 2050), procedimentos médicos importantes, como o transplante de 

órgãos, a quimioterapia e a cirurgia do câncer também estão comprometidas (O'NEILL, 

2016). 

Com o advento de dispositivos médicos, os quais são essenciais para recuperação de 

funções fisiológicas e para acessar órgãos e tecidos humanos, o número de infecções em 

dispositivos médicos passaram a representar um grande problema. Caracteristicamente 

relacionado à formação de biofilmes, infecções associadas a estes dispositivos são de difícil 

tratamento, e representam um reservatório de bactérias que podem causar reinfecções e 

inflamações crônicas 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 superfícies desses dispositivos, mas as 

bactérias formadoras de biofilme mais frequentemente relatadas são 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 ação diferentes dos antibacterianos 

convencionais. 

 

2.1.1   Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus é uma espécie de bactéria que pertence à família 

Micrococcaceae. Apresenta-se na forma de cocos Gram positivos arranjados em 

aglomerado. Metabolicamente são anaeróbios facultativos, imóveis, não formadores de 

esporos. Distinguem-se de outras espécies de estafilococos por produzir a enzima coagulase, 

catalisando a conversão de fibrinogênio em fibrina (RIBEIRO & CASTANHEIRA, 2003). 

Muitos isolados possuem cápsula e produzem um pigmento amarelo dourado, conhecido 
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como estafiloxantina, o qual fornece a pigmentação característica das colônias desta espécie 

(TAYEB-FLIGELMAN et al., 2017). A maioria dos isolados é hemolítico, formando uma 

zona de hemólise transparente ao redor das colônias em placas de ágar sangue (ZHANG et 

al., 2016).  

É 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 furúnculos, até enfermidades mais graves, 

como bacteremia, endocardite infecciosa, infecções osteoarticulares, da pele e dos tecidos 

moles, pleuropulmonares e relacionadas a dispositivos médicos (TONG et al., 2015). Isso se 

deve à sua capacidade de escapar da resposta imune inata, como a morte mediada por 

fagocitose, complemento ou peptídeo antimicrobiano (AMP), que auxilia na sobrevivência 

bacteriana no sangue e em outros tecidos durante infecções persistentes 

(THAMMAVONGSA et al., 2009; LEE et al., 2018). Entre os múltiplos fatores de virulência 

produzidos por esse micro-organismo, é possível enumerar diversas toxinas, enzimas e 

antígenos associados à superfície celular (OLIVEIRA et al., 2018). 

Nos últimos anos, a resistência antimicrobiana se tornou um grande problema de 

saúde pública e S. aureus resistente a meticilina (MRSA), o qual resistente a todos os 

antibacterianos beta-lactâmicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas (exceto ceftarolina e 

ceftobiprol) e carbapenêmicos passaram a ser comumente isolados (LEE et al., 2018). Por 

causa do problema emergente de resistência, a Organização Mundial da Saúde (OMS) listou 

MRSA e S. aureus resistente e intermediário à vancomicina (VRSA e VISA, 

respectivamente) como patógenos bacterianos de “alta prioridade” para orientar a pesquisa 

e desenvolvimento de novos antibacterianos (WHO, 2017). Adicionalmente, infecções 

crônicas causadas por S. aureus estão 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 são bactérias Gram negativas, em forma de bastonete, anaeróbias 

facultativas, frequentemente contendo um único flagelo polar simples, embora alguns 

isolados possam apresentar dois ou três flagelos. São capazes de utilizar uma variedade de 

compostos orgânicos e colonizar uma ampla gama de nichos (PANAYIDOU et al., 2020). 

P. aeruginosa é um patógeno humano oportunista que causa infecções agudas e 

crônicas devastadoras em indivíduos com sistema imunológico comprometido. Sua 
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persistência altamente notória em ambientes clínicos é atribuída à sua capacidade de formar 

biofilmes (THI & REHM, 2020). Adicionalmente, sua infectividade está associada à 

potencial expressão de diversos fatores de virulência, derivados do genoma versátil e flexível 

- 10% de seus genes estão organizados em ilhas de patogenicidade genômicas (KUNG et al., 

2010). Estes genes estão envolvidos principalmente na motilidade, troca de motilidade, 

desenvolvimento de biofilme, mecanismos de resistência a antibacterianos e o ajuste das vias 

metabólicas para respostas ao estresse (BARR et al., 2015). 

Notavelmente P. aeruginosa destaca-se por possuir diversos mecanismos de 

resistência a antibacterianos, incluindo tanto mecanismos de resistência intrínseca quanto 

adquirida, incluindo: a baixa permeabilidade da membrana externa a substâncias exógenas, 

característica de bactérias Gram negativas; o aumento na expressão de bombas de efluxo que 

expelem antibacterianos para fora da célula; a produção de enzimas inativadoras de 

antibacterianos, como aminoglicosídeos e quinolonas; a produção de enzimas degradadoras 

de antibacterianos como as diversas β-lactamases; e a alteração do sítio de ação de alguns 

antibacterianos. A resistência adquirida pode ser alcançada por transferência horizontal de 

genes de resistência ou mudanças mutacionais (PANG et al., 2019). Assim em 2017, P. 

aeruginosa resistente aos carbapenêmicos foi listada como patógeno de prioridade crítica 

para pesquisa e desenvolvimento de novos antibacterianos pela OMS (OMS, 2017). 

Adicionalmente, P. aeruginosa é conhecida por formar biofilme nos pulmões de pacientes 

infectados, especialmente em pacientes com fibrose cística. Neste contexto, o biofilme 

também dificulta a ação de antibacterianos pois serve como uma barreira que limita a difusão 

e o acesso de fármacos às células bacterianas (PANG et al., 2019). 

 

2.2    BIOFILMES BACTERIANOS 

O órgão americano NIH revelou que, 60-80% das infecções estão ligadas à formação 

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 

descrição de biofilmes vem mudando e ganhando novos conceitos. Não há dúvidas de que o 

conhecimento e compreensão da natureza das propriedades dos micro-organismos que 

crescem em biofilme expandiram (BJARNSHOLT, 2013). Entretanto, ainda existem 

incertezas quanto a definição mais apropriada para o termo, quando se leva em questão todos 

os seus aspectos e características fenotípicas. 
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Pela definição da Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) de 

2002, “Os biofilmes são agregados de micro-organismos nos quais as células são 

frequentemente incorporadas em uma matriz autoproduzida de substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) que são aderentes umas às outras e/ou a uma superfície” (VERT et al., 

2012). Em sua revisão, Flemming e Wuertz (2019) sugere que essa definição precisa de 

esclarecimento porque qualquer interface pode levar a biofilmes, não apenas uma contendo 

superfícies sólidas, como afirmado acima, nesse sentido o termo “agregado” explica o fato 

de que a maioria das células em biofilmes multicamadas são encontradas na matriz 

circundante, e não na camada ligada à interface.  

Estima-se que as bactérias em biofilmes sejam até 1000 vezes mais resistentes aos 

agentes antibacterianos do que as respectivas células em estado planctônico (HØIBY et al., 

2010). Vários fatores foram sugeridos para explicar a extraordinária resistência aos 

antibacterianos apresentada pelas bactérias em biofilme, incluindo (i) as reduzidas taxas 

metabólicas e de crescimento; (ii) a matriz de EPS que pode bloquear a penetração de agentes 

antibacterianos, dificultando o acesso às regiões inferiores do biofilme; bem como (iii) a 

expressão por células em biofilme, de bombas de efluxo, enzimas modificadoras de 

antibacterianos e proteínas neutralizadoras  de antibacterianos (SHARMA et al., 2019; 

VUOTTO e  DONELLI, 2019). Este estilo de vida multicelular também fornece às células 

resistência à radiação UV, à toxicidade de metal, à exposição a ácidos, dessecação, e 

gradientes de pH (COSTERTON et al., 1999; MISHRA et al., 2020). Os biofilmes 

bacterianos também facilitam a evasão imune, por exemplo, evitando a fagocitose ou 

modulação e disfunção das células imunes por meio da liberação de subprodutos bacterianos 

ou toxinas (SCHULZE, et al 2021). 

Para entender as características gerais dos biofilmes é importante saber que a 

formação de biofilme bacteriano é um processo complexo que depende da interação entre as 

células bacterianas, os substratos e o meio circundante (VAN HOUDT & MICHIELS, 2010), 

e pode ser descrito em quatro fases principais (Figura 1):  

(i) adesão reversível, onde bactérias iniciam a adesão ao substrato através de adesinas 

bacterianas, como fímbrias e lipopolissacarídeo (LPS). Interessantemente, a fixação de 

células bacterianas em superfícies bióticas, como tecidos humanos, é mediada por proteínas 

de superfície, denominadas componentes de superfície microbiana que reconhecem 

moléculas adesivas de matriz (MSCRAMMs). Durante uma infecção, essas proteínas 

desempenham papéis importantes na ligação a fatores do hospedeiro, como fibrinogênio, 

fibronectina e colágeno (FOSTER et al., 2014; LISTER & HORSWILL, 2014). 



19 
 

(ii) adesão irreversível, quando ocorre a produção de substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) pelas células bacterianas residentes envolvendo as microcolônias 

aderentes; 

(iii) fase de maturação do biofilme, na qual as células bacterianas sintetizam e 

liberam moléculas sinalizadoras para sentirem a presença umas das outras conduzem à 

maturação dos biofilmes. A sinalização/comunicação de um grupo de bactérias governadas 

pela secreção de pequenas moléculas específicas, também denominado Quorum Sensing 

(QS), é um elemento-chave na formação de biofilme, pois permite aos micro-organismos 

detectar a densidade populacional e controlar de forma síncrona a expressão de genes 

específicos (MISHRA et al., 2020; KRZYŻEK, 2019). A natureza das moléculas do sistema 

QS depende do tipo de bactéria. As moléculas de QS de origem peptídica são geralmente 

expressas por espécies Gram positivas, como Enterococcus spp., Clostridium spp., 

Staphylococcus spp., enquanto derivados de acil-homoserina lactona (AHL) são 

característicos de bactérias Gram negativas, como Vibrio e Pseudomonas (CANIGLIA & 

KRANZ, 2020). O di-AMP cíclico (c-di-AMP) um dinucleotídeo cíclico, é uma molécula 

de sinalização essencial em uma variedade de bactérias (CORRIGAN & GRUNDLING, 

2013). Tem sido mostrada por modular a síntese e o transporte de ácidos graxos em 

Mycobacterium smegmatis (ZHANG et al., 2013) e por alterar o tamanho das células 

bacterianas, regular o estresse da parede celular e a formação de biofilme em S. aureus 

(CORRIGAN et al., 2011). Além disso, as alterações nos níveis de c-di-AMP influenciam a 

captação de potássio, a homeostase do peptidoglicano, a tolerância a ácidos, a resistência a 

antibacterianos, e a virulência bacteriana (CORRIGAN et al., 2011; RAO et al., 2010; BAI 

et al., 2013; LUO & HELMANN, 2012). 

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

dos biofilmes e retornam ao estilo de vida planctônico (MUHAMMAD et al., 2020).  
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Figura 1. Estágios do desenvolvimento dos biofilmes: 

 

 

(A) adesão reversível, onde bactérias iniciam a adesão ao substrato e formam microcolônias 

no estágio inicial de formação de biofilme e, (B) adesão irreversível, onde os biofilmes 

maduros são cobertos pela matriz extracelular produzida pelas bactérias. Fonte com 

permissão de TRENTIN et al., 2013. 

 

2.2.1   Biofilmes de S. aureus 

O componente da matriz mais conhecido do biofilme de S. aureus é a adesina 

intercelular polissacarídica (PIA), também conhecida como N-acetil-glucosamina 

polimérica (PNAG) (O’GARA, 2007). PIA é um componente importante em biofilmes de S. 

aureus e S. epidermidis que é produzido por enzimas codificadas no locus ica ADBC 

(LISTER & HORSWILL, 2014). Apesar da importância 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 formação de biofilme na 

cepa de MRSA BH1CC não foi afetada pela deleção do locus ica. Adicionalmente, foi 

demonstrado que uma variedade de proteínas medeia diferentes estágios da formação de 

biofilme. Certas proteínas contribuem na fixação primária a superfícies enquanto outras 

interagem para o acúmulo de biofilme (SPEZIALE et al., 2014). Proteínas adesinas 

(MSCRAMMs) constituem a maior classe de proteínas que são ancoradas na parede celular 

S.aureus. As MSCRAMMs têm diferentes papéis na virulência de S. aureus, como adesão e 

invasão de células e tecidos hospedeiros, evasão de respostas imunes e formação de biofilme. 

Elas incluem proteínas associadas à superfície, como proteína A, proteínas de ligação de 

fibrinogênio (FnBPA e FnBPB), proteína de superfície de S. aureus (SasG), proteína 

associada a biofilme (Bap), e fator de aglutinação B (ClfB) (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 adaptações genéticas é devido a um sistema principal, que é denominado 

regulador de gene acessório (Agr). O sinal extracelular de Agr é um peptídeo modificado 

pós-tradução contendo uma estrutura de tiolactona. Em condições de alta densidade celular, 

Agr é responsável pelo aumento da expressão de muitas toxinas e exoenzimas degradativas 

e diminuição da expressão de vários fatores de colonização (LE et al., 2014).  

 

2.2.2   Biofilmes de P. aeruginosa 

P. aeruginosa é um formador de biofilme bem conhecido. Três exopolissacarídeos, 

Psl (D-glucose, D-manose e L-rhamnose), Pel (N-acetil-d-glucosamina e N-acetil-d-

galactosamina) e alginato (ácido manurônico e resíduos de ácido gulurônico), podem estar 

presentes na matriz do biofilme de P. aeruginosa, e estão diretamente envolvidos na fixação 

à superfície, formação e estabilidade da arquitetura do biofilme (PANG et al., 2019).  

Em P. aeruginosa, existem dois sistemas QS interconectados primários que 

dependem de moléculas de sinalização AHL: o sistema Las, que usa N-(3-oxododecanoil)-

L-homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) como molécula sinal e o sistema Rhl, que usa N-

butanoil homoserina lactona como molécula sinalizadora. Dois sistemas QS adicionais que 

não envolvem moléculas de AHL atuam como vias acessórias redundantes: sistema pqs 

(sinal de quinolona de Pseudomonas) e o sistema de detecção de quorum integrado (IQS). 

O QS direciona a produção de componentes essenciais do biofilme, a saber, eDNA, e o 

biossurfactante ramnolipídeo, sendo portanto, fundamental para o desenvolvimento de 

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

 

2.3   TERAPIA ANTIVIRULÊNCIA 

Diferentemente da terapia antibacteriana clássica, que tem como objetivo inibir o 

crescimento ou matar micro-organismos, a terapia antivirulência visa inibir a produção ou a 

atividade de fatores de virulência microbianos, e alterar a patogenicidade dos mesmos. Uma 

vez que a patogenicidade dos micro-organismos está diretamente relacionada com a 

capacidade de produzir fatores de virulência, como enzimas, toxinas, biofilmes, bloquear 

sua produção ou ação, representa atenuar a virulência 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 não modular 
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alvos vitais dos micro-organismos, espera-se que a pressão seletiva exercida sobre os 

patógenos expostos a agentes antivirulência seja inferior à exercida pelos antibacterianos 

convencionais, e o surgimento e disseminação de mutantes resistentes podem ser menos 

frequentes (SILVA et al., 2016; FLEITAS MARTÍNEZ et al., 2019).  

Agentes com ação antivirulência estão sendo desenvolvidos nos últimos anos. 

Existem atualmente 27 antibacterianos não tradicionais na clínica do pipeline antibacteriano, 

dos quais quatro agentes antivirulência: um fragmento de oligossacarídeo de alginato 

(OligoG CF-5/20), que possui atividade anti-biofilme, em testes de fase 2; um inibidor de 

T3SS (sistema de secreção tipo III) de P. aeruginosa em fase 2; um agente anti-toxina 

lipossomal (CAL02) em fase 1; e um inibidor de proteína adesiva de Escherichia coli, FimH, 

(adesina responsável pela ligação à D-manose) em fase 1 (WHO, 2020).  

 

2.3.1   Estratégias terapêuticas antibiofilme 

Existem duas grandes estratégias de modulação para controlar biofilmes: (i) interferir 

na formação dos biofilmes, em uma abordagem conhecida como inibição da formação de 

biofilmes, ou (ii) romper/desfazer biofilmes já formados, em uma abordagem chamada de 

erradicação de biofilmes (MARTÍNEZ et al., 2019).  

Compostos inibidores da formação de biofilmes podem dificultar a adesão 

bacteriana, bloquear a produção de matriz extracelular, evitando adesão irreversível dos 

biofilmes, ou perturbar a transdução de sinal através de interferência no sistema QS 

(AHMED et al., 2014; MARTÍNEZ et al., 2019). 

Em geral, o di-GMP cíclico e o di-AMP cíclico (PENG et al., 2016), controlam várias 

exoenzimas produtoras de EPS, polissacarídeos e adesinas que são alvos para estratégias de 

controle de biofilmes. Estas moléculas de sinalização regulam exoenzimas produtoras de 

glucano (glucosiltransferase) em S. mutans (Gram positiva), bem como os 

exopolissacarídeos agregativos Psl e Pel em P. aeruginosa (Gram negativa). A inibição da 

síntese de EPS glucano pela glucosiltransferase através de moléculas inibitórias tem 

mostrado reduzir o acúmulo de biofilmes patogênicos nos dentes e suprimir o aparecimento 

de doenças orais sem perturbar a microbiota residente de S. mutans (KOO et al., 2017).  

A prevenção da comunicação célula a célula (QS) é outra estratégia eficiente para 

restringir a formação de biofilme (SHARAHI et al., 2019). Os agentes antibiofilme 

interrompem os sistemas de detecção de quorum principalmente de duas maneiras: (1) 

inibição e degradação de moléculas de sinal e (2) mimetizando as moléculas de sinal para a 

inibição de sua ligação aos receptores correspondentes (KALIA, 2013; MISHRAet al., 
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2020). Um dos mecanismos de ação mais conhecidos dos inibidores de QS é a inativação 

das moléculas AHLs (SADEKUZZAMAN et al., 2015). A inibição da síntese de moléculas 

sinal (por exemplo AHLs) por inibidores de QS como N-octanoil-L-HSL (C8-HSL) também 

é bem descrita na literatura (HIRAKAWA & TOMITA, 2013). 

Já os compostos erradicadores de biofilmes atuam desestabilizando componentes da 

matriz levando a desintegração do biofilme existente (AHMED et al., 2014; MARTÍNEZ et 

al., 2019). As DNases demonstraram eficácia em romper biofilmes. O DNA extracelular (e-

DNA) contribui para as interações célula-superfície e célula-célula, transferência 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 suscetível a antibacterianos (SHARMA & SINGH, 2018). 

Outras enzimas de degradação da matriz de biofilme, como beta-N-acetilglucosaminidase e 

dispersina B secretada pelo patógeno periodontal Gram negativo Actinobacillus 

actinomycetemcomitans desintegram biofilmes maduros de S. epidermidis 

(RAMASUBBUet al., 2005). Estudos mostraram que glucano-hidrolases, glicosídeo-

hidrolases e DNases aumentam a liberação de antimicrobianos e potencializam a morte por 

antibacterianos ou AMPs quando usados em combinação contra biofilmes pré-formados in 

vitro (BAELO et al., 2015). 

Dada a maior complexidade envolvida nas infecções associadas à 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 metabólico mais 

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

 

2.4   FAMÍLIA COMBRETACEAE 

A família Combretaceae compreende cerca de 20 gêneros (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 regiões tropicais e subtropicais, com maior diversidade na Ásia e na 

África (JOLY, 1975; LIMA et al., 2012; COCK & VAN VUUREN, 2015).  

No Brasil há registros de ocorrência de 64 espécies de Combretaceae em todas as 

regiões, sendo treze endêmicas (MARQUETE, 2012). Embora estas espécies estejam 
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presentes nos mais diversos domínios fitogeográficos e tipos de vegetação do país, elas são 

mais frequentes em ambientes úmidos, contando com o registro de 47, 29 e 16 espécies nos 

biomas Amazônia, Mata Atlântica e Caatinga, respectivamente (MARQUETE, 2012; 

SOARES NETO et al., 2014) 

 

2.4.1   Gênero Combretum 

Este gênero compreende cerca de 276 espécies com uma distribuição pantropical 

principalmente na África tropical e na Ásia, mas ausente na maior parte da Austrália e das 

Ilhas do Pacífico (Figura 2A) (STACE, 2007; POWO, 2021; BOON et al., 2020). 

As espécies de Combretum incluem árvores, arbustos e trepadeiras, as quais são 

encontradas em quase todos os biomas brasileiros como pode ser observado no mapa 

contendo os registros de coleta e depósito das espécies (Figura 2B) (MARQUETE & 

VALENTE, 1997). Estudos fitoquímicos realizados com o gênero Combretum demonstram 

a ocorrência de diversas classes de produtos naturais bioativos, incluindo, flavonoides, 

lignanas, taninos, derivados do ácido elágico, diterpenos, triterpenos, saponinas, cumarinas, 

alcaloides e derivados fenantrênicos e estilbenoides (PIETROVSKI et al., 2006; LIMA et 

al., 2012).   

Existe um grande interesse científico nesse gênero em função de seu potencial 

terapêutico. Vários metabólitos foram reportados com atividade antibacteriana, a saber: 

triterpenóides 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 (BAI et al., 2007). 
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Figura 2: 

 

(A) mapa contendo os registros de coleta e depósito de espécies do gênero 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, é uma espécie 

neotropical, com distribuição exclusiva na América do Sul, encontrada no Paraguai e no 

Brasil (EXELL, 1953) (Figura 3A). É notavelmente identificada pelos seus arbustos 

escandentes, inflorescência paniculada e flores com hipanto superior crateriforme, disco 

nectarífero desenvolvido, margem vilosa, pétalas arredondadas a oblatas; e fruto com alas 

desenvolvidas (LOIOLA, 2009) (Figura 3B). 
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Figura 3: 

 

(A) mapa de registros de coletas e depósitos 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 são usadas na medicina popular no Brasil como 

adstringente e anticâncer (SAZIMA, 2001; SCHESSL, 1999). Das flores de C. lanceolatum 

foram isolados quatro flavonóis metoxilados (ARAÚJO et al., 2013). Foi demonstrada 

atividade antihiperglicêmica a partir dos extratos das flores, atuando principalmente na 

inibição da gliconeogênese hepática, através da ativação da proteína quinase pela adenosina 

monofosfato e da redução dos níveis de carboxiquinase fosfoenolpiruvato (SIQUEIRA et 

al., 2016). O extrato etanólico das folhas de C. lanceolatum demonstrou efeitos ansiolítico e 

anticonvulsivante, o que foi parcialmente explicado por uma interação com o receptor 

GABA A (DA SILVA et al., 2021). No entanto, C. lanceolatum é uma espécie ainda pouco 

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

 

2.4.1.2   Combretum laxum Jacq. 

C. laxum, conhecida como pombeiro-branco, é uma espécie neotropical, exclusiva 

nas Américas, com distribuição confirmada no México, Panamá, Guatemala, Honduras, 

Antilhas, Suriname, Guianas, Venezuela, Colômbia, Equador, Bolívia, Peru, Paraguai, 

Argentina e Brasil (Figura 4A) (EXELL, 1953). Esta espécie pode ser facilmente 

reconhecida pelo hipanto superior pateliforme-cupuliforme com lobos do cálice reduzidos, 

A B
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menores que 0,5 mm de comprimento, pelas pétalas reniformes, e pelo fruto elipsóide com 

alas curtas (Figura 4B) (LOIOLA, 2009). 

 

Figura 4: 

 

 

(A) mapa de registros de coletas e depósitos 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-hidroxiprolinabetaína foi isolada com altos rendimentos a partir de 

espécimes coletadas na Venezuela (ADRIAN-ROMERO, 2007). Já em estudos realizados a 

partir de espécimes coletadas no Brasil, foram isolados do caule onze triterpenos 

pentacíclicos pertencentes às classes olenano, ursano e lupano, os quais revelaram atividade 

antifúngica contra Candida albicans, Candida krusei e Cryptococcus neoformans (BISOLI 

et al., 2008). Sete flavonóis glicosilados e esterificados por ácido gálico foram isolados de 

C. laxum, como também os ácidos elágico e gálico (GULDBRANDSEN et al., 2015). 

 

2.4.1.3   Combretum leprosum Mart. 

C. leprosum é uma espécie neotropical com ocorrência registrada no Brasil (Figura 

5A) e no Paraguai. Trata-se de uma espécie de fácil identificação pelo hábito arbustivo, 

frequentemente escandente, às vezes volúvel, pelas folhas verde-acinzentadas, flores com 

hipanto superior alongado-campanulado e pétalas arredondadas a oblatas (Figura 5B) 

(LOIOLA & SALES, 1996). C. leprosum é conhecida no Nordeste pelo nome popular de 

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

LORENZI, 2002). 

 

Figura 5: 

 

(A) mapa de registros de coletas e depósitos 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 presença de triterpenos (ácido arjunóico, maslínico, ácido asiático e 3β,6β,16β-

trihidroxi-lup-20(29)-eno) e flavonoides (3-O-metilquercetina e quercetrina) tem sido 

relatada em C. leprosum (FACUNDO et al., 1993). O ácido arjunóico apresentou atividade 

anti-inflamatória, antinociceptiva em duas fases de dor, a partir de testes feitos com o extrato 

etanólico das raízes e anticolinesterásica de epicatequina obtida da fração hidroalcoólica de 

C. leprosum (FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI et al., 2006; LOPES et al., 2012).  

O triterpeno lupano 3β,6β,16β-trihidroxi-lup-20(29)-eno demonstrou atividade 

antitumoral (VIAU et al., 2014), antiproliferativa e anti-inflamatória (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) inibição do 

crescimento planctônico de Streptococcus mutans e Streptococcus mitis (Concentração 

inibitória mínima -MIC 7,8 μg/mL e Concentração bactericida mínima - MBC 15,6 μg/mL 

para ambos micro-organismos) e inibição da formação de biofilmes de S. mutans e S. mitis, 

com redução de 97% da biomassa (EVARISTO et al., 2014), (ii) erradicação de biofilmes 

pré-formados de Streptococcus parasanguinis, onde o tratamento com 500 μg/mL reduziu o 

A B
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número de células viáveis em aproximadamente 5.3 log (EVARISTO et al., 2017), (iii) 

atividade antibacteriana frente a S. aureus multirresistente (MIC <4 μg/mL) (CRUZ et al., 

2019), (iv) efeito sinérgico com o antibacteriano amicacina frente a S. aureus e 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   METABOLÔMICA  

A metabolômica é uma ferramenta baseada na análise do metaboloma, relacionado à 

descrição de metabólitos de baixo peso molecular (<1 kDa), a partir de um sistema, tecido, 

célula ou organismo permitindo e facilitando a comparação metabólica simultânea de 

diferentes amostras biológicas de um grande número de dados (WU et al., 2015). A 

metabolômica expressa a funcionalidade dos sistemas biológicos através da observação de 

variações metabólicas, podendo incluir aminoácidos, nucleotídeos, ácidos graxos, cofatores, 

fármacos e metabólitos associados a medicamentos (BURDINE & KODADEK, 2004; 

SCHENONE et al., 2013). Desta maneira, a metabolômica pode ser aplicada na 

compreensão das variações metabólicas dos indivíduos e obtenção de diversas respostas 

biológicas (BOWNE et al., 2011; SAIA et al., 2019). Além disso, é importante ressaltar que 

esta metodologia está em constante evolução em todo o mundo como, por exemplo, sua 

combinação com a genômica, o que é refletido na área de produtos naturais. 

A associação da metabolômica com métodos estatísticos fornece uma melhor 

visualização de vastos dados e simplifica a análise necessária para responder a hipótese 

delineada, incluindo até mesmo aplicações quimiotaxonômicas (SANTOS et al., 2017). 

Essas ferramentas metabolômicas também estão sendo utilizadas na elucidação das 

propriedades biológicas de misturas de substâncias (extratos e frações), auxiliando na 

identificação de sinergismo, pro-fármacos e determinação de substância(s) ativa(s) 

(DEMARQUE et al., 2020). Como, por exemplo, nos estudos de gengibre que foram 

realizados através de correlações dos perfis metabólico e biológico, foi possível confirmar 

que a atividade anticâncer dos extratos não estava centrada apenas na concentração de 

gingerol, uma substância com propriedades biológicas já conhecidas, mas também está 

diretamente relacionada aos shogaols (CHENG et al., 2011).  

Com o desenvolvimento das ciências ômicas, e mais particularmente a 

metabolômica, os métodos de perfil de metabólitos evoluíram consideravelmente e podem 
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produzir uma quantidade importante de informações sobre a composição química da planta. 

Essas investigações podem ser utilizadas para um estudo abrangente da composição química 

de um extrato vegetal de interesse ou em combinação com análise quimiométricas de dados 

na busca de biomarcadores responsáveis pela discriminação entre conjuntos de amostras 

(WOLFENDER et al., 2019). Embora enormes conjuntos de dados sejam gerados a partir 

desses instrumentos, a evolução da quimiometria e dos algoritmos de análise de dados 

multivariados fornece uma ferramenta eficaz para extrair informações úteis de tais resultados 

de alta dimensionalidade (SALEM et al., 2020).  

Dentre os principais métodos de análise associados às técnicas cromatográficas, tem-

se a espectrometria de massas (EM) e a ressonância 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 informações que auxiliam a anotação 

dos componentes das amostras (DEMARQUE et al., 2020). A anotação dos componentes 

pode ser realizada através da combinação de dados de EM em alta resolução e perfis de 

fragmentações. Isto se aplica especialmente para séries homólogas de compostos cuja 

relação estrutura-fragmentação já 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 anotação dos constituintes, dentre esses bancos podemos citar o 

GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) (SALEM et al., 2020).  

As bases de dados espectrais públicas mais utilizadas para comparação dos dados 

espectrais, estão o Metlin e MassBank com aproximadamente 11,209 e 2,000 espectros (ESI-

MS/MS), respectivamente. Entretanto, este número de compostos presentes nessas bases é 

insignificante quando se compara as mais de 19 milhões de estruturas químicas contidas na 

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

É importante destacar que a indústria farmacêutica não apresenta há pelo menos duas 

décadas fármacos para infecções bacterianas com mecanismos de ação diferentes dos já 

disponíveis 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 é considerada como alta prioridade pela OMS (2017). 

No presente estudo, selecionamos três espécies brasileiras de Combretum, a saber: 

C. leprosum, C. laxum e C. lanceolatum. Até o momento apenas três artigos foram 

publicados quanto à atividade antimicrobiana de apenas uma dessas espécies, a C. leprosum. 

O triterpeno isolado 3β, 6β, 16β-tri-hidroxilup-20(29)-eno de C. leprosum, foi descrito por 

seus efeitos na inibição do crescimento planctônico 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 contribuição de produtos naturais e suas estruturas químicas 

no tratamento de doenças infecto-contagiosas causadas por S. aureus e P. aeruginosa com 

menor pressão seletiva para o surgimento de cepas resistentes, refletindo diretamente em 

menor morbi-mortalidade e redução nos custos financeiros dos sistemas de saúde, (iii) a 

escassez de trabalhos publicados avaliando a atividade antibacteriana e antivirulência das 

espécies C. laxum, C. lanceolatum e C. leprosum, (iv) as vantagens oferecidas pelas análises 

metabolômicas na geração de novos compostos líderes, e (v) a demonstração do potencial 

biotecnológico da biodiversidade brasileira na prospecção de produtos naturais como 

moléculas protótipo para o planejamento de novos agentes anti-infectivos, e 

desenvolvimento de hospedeiros experimentais invertebrados, a realização deste trabalho é 

justificada, demonstrando importância e relevância para as áreas envolvidas.  
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4 OBJETIVOS 

4.1   OBJETIVO GERAL 

Identificar substâncias com ação 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 ESPECÍFICOS 

a) Avaliar a capacidade de extratos orgânicos de três espécies de Combretum em 

inibir a fomação de biofilme de cepas padronizadas de S. aureus e P. aeruginosa. 

b) Avaliar a capacidade de extratos orgânicos de três espécies de Combretum em 

inibir o crescimento de cepas padronizadas de S. aureus e P. aeruginosa. 

c) Determinar através de análises metabolômicas e estatísticas possíveis substâncias 

bioativas presentes nos diferentes extratos vegetais.  

d) Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme das substâncias puras e em 

combinação.  

e) Avaliar a toxicidade dos extratos e de substâncias puras in vivo utilizando 

hospedeiro alternativo de larvas de Galleria mellonella. 

f) Determinar a eficácia in vivo dos extratos e de substâncias puras no tratamento de 

infecções utilizando o hospedeiro alternativo de larvas de Galleria mellonella. 
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5 RESULTADOS 

Os resultados deste trabalho estão redigidos na forma de dois artigos científicos em 

língua inglesa conforme as normas e diretrizes de dissertações e teses do programa de pós-

graduação em Biociências da UFCSPA. Contudo, considerando a confidencialidade para 

publicação, os artigos foram suprimidos deste documento.  
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6 DISCUSSÃO GERAL 

A formação de biofilme é muito relacionada ao desenvolvimento de infecções 

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 pressão 

econômica ao setor de saúde (SRINIVASAN et al., 2021). A busca por novas estratégias 

antibiofilme a partir de moléculas com mecanismos de ação diferentes dos atuais 

antibacterianos é extremamente necessária. Os produtos naturais por sua vez, constituem 

fonte de uma ampla diversidade de estruturas químicas, o que os torna interessantes na busca 

de novos protótipos a candidatos a fármacos (NEWMAN & CRAGG, 2020). Nessa 

perspectiva, abordagens metabolômicas pode acelerar, com menor custo, o processo de 

identificação de compostos responsáveis por propriedades biológicas (DEMARQUE et al., 

2020).   

No presente estudo, focamos nas atividades antibacteriana e antibiofilme de três 

espécies brasileiras de Combretum, C. laxum, C. lanceolatum e C. leprosum a fim identificar, 

com o auxílio de ferramentas metabolômica, os compostos naturais bioativos, como descrito 

no manuscrito I. Optamos pelo método de extração acelerada por solvente devido as suas 

inúmeras vantagens frente a outras técnicas de extração, como, por exemplo, maior 

rendimento e possibilidade de posterior escalonamento. Além disso, este sistema aceita a 

extração com solventes de diferentes polaridades de maneira subsequente, o que permite a 

obtenção de extratos com composições químicas diferentes e, maior exaustão na extração 

dos componentes presentes nos materiais vegetais, ampliando a possibilidade de obtenção 

de novas substâncias bioativas. Os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que os 

extratos hidrometanólicos (MeOH70) na concentração de 0,5 mg/mL se destacaram por 

inibir 65 a 90% a formação de biofilmes de S. aureus sem afetar o crescimento. 

Importantemente, estes extratos foram os que apresentaram maior rendimento na extração, 

evidenciando a alta quantidade de compostos polares presentes nas três espécies vegetais. 

Não 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 3β,6β,16β -

triidroxilup-20 (29) -eno isolado de C. leprosum, ativo contra os Gram positivos 

Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguinis, e S. aureus, 

também não foi ativo contra os Gram negativos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 

oxytoca. 
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As análises de componentes principais (PCA) e o dendrograma de análise de 

agrupamento hierárquico (HCA) mostraram a formação de dois grupos, um formado pelos 

extratos mais ativos (MeOH70) e outro pelos extratos menos ativos (DCM), com 

diferenciação química dos perfis metabólicos entre os grupos. Isto indica que as substâncias 

polares foram as mais importantes para a atividade antibiofilme de S. aureus. A este respeito, 

flavonoides e outros compostos fenólicos constituem uma classe de compostos naturais com 

marcada atividade contra fatores de virulência bacterianos (SILVA et al., 2016). É 

importante reportar que alguns flavonoides podem ainda aumentar a sensibilidade das 

bactérias aos antibacterianos e, até mesmo, reverter a resistência antibacteriana (CUSHNIE 

et al., 2005). Um exemplo é o caso do flavonoide miricetina quando combinado com 

oxacilina, que é capaz de reverter a resistência de MRSA (S. aureus resistente à meticilina), 

como descrito pelo nosso grupo de pesquisa (PINTO et al., 2020).  

A análise do coeficiente de correlação de Pearson r sugeriu 35 metabólitos bioativos 

a partir das amostras analisadas de Combretum, entre eles alcalóides, taninos, ácidos 

fenólicos, flavonoides, açúcares simples e flavonoides glicosilados, como potenciais 

substâncias com atividade antibiofilme de S. aureus. A predição de flavonoides glicosilados 

como isoorientina (22), vitexina (26), isovitexina (28) e açúcares simples, como di-O-

hexoside (2) e manitol (3) com correlação positiva para a atividade antibiofilme de S. aureus, 

nos levou a realizar uma busca da literatura sobre o efeito da glicosilação na atividade de 

flavonoides. A relação estrutura/atividade relacionada a ação antibacteriana de flavonoides 

glicosilados e não glicosilados (forma aglicona) tem sido demonstrada (VIKRAN et al., 

2010), sendo que maior atividade antibacteriana é observada para formas agliconas e do que 

para as formas glicosiladas dos flavonoides. Propomos então, no manuscrito II desta 

dissertação, investigar se esta observação também se aplica para a atividade antivirulência. 

Com base na mesma estrutura central, diferenças na resposta biológica das subclasses de 

flavonóides glicosilados foram observadas. Embora um número relativamente baixo de 

estudos correlacionando a estrutura dos flavonoides com atividades antivirulentas esteja 

disponível na literatura, no geral, a glicosilação não apenas reduz a atividade antibacteriana 

dos flavonoides, mas também influencia negativamente a resposta antibiofilme e para outros 

fatores de viulência, como sistema QS, motilidade, enzimas, toxinas e pigmentos. 

O efeito de 18 substâncias puras, a saber: galocatequina (9), catequina (10), 

epicatequina (16), ácido elágico (25), vitexina (26), isovitexina (28), isoquercetrina (29), 

quercetina (34), açúcares simples, sugeridos por EM como isômeros di-O-hexosídeos (2) e 

manitol (3) e seus possíveis isômeros, 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 concentrações de 

200 e 20 µM, na formação de biofilme e crescimento de S. aureus. As substâncias luteolina, 

miricetina e quercetina (34) apresentaram melhores atividades, inibindo em 50% a formação 

de biofilme na concentração 200 μM e em 35% na concentração de 20 µM. O ácido elágico 

(25) por sua vez, determinou ser mais ativo, inibindo em 66% a formação de biofilme em 20 

μM, sem afetar o crescimento bacteriano. Ensaios de combinações de ácido elágico (25) em 

concentrações mais baixas (10 ou 5 μM) com miricetina, quercetina e luteolina a 20 μM, não 

demonstraram efeitos sinérgicos, do contrário evidenciaram o ácido elágico (25) como o 

principal responsável pela atividade de inibição do biofilme de S. aureus.  

A curva dose-resposta realizada para ácido elágico mostrou supressão da formação 

de biofilme até 0,1563 µM (33%) e 72% de inibição do biofilme é alcançada em 2,5 µM, 

enquanto o crescimento bacteriano não é afetado. Quando avaliado o efeito da substância na 

hidrofobicidade da superfície de S. aureus, observou-se um aumento significativo na 

hidrofobicidade da superfície celular, indicando que o ácido elágico induz alterações na 

superfície de S. aureus que interferem no material bacteriano. À medida que a concentração 

de ácido elágico diminui, o revestimento hidrofóbico também diminui e a capacidade de 

inibir a formação de biofilme é perdida. Além disso, está substância não foi ativa sobre 

biofilmes de S. aureus pré-formados, indicando o ácido elágico pode ser útil para prevenir, 

mas não para tratar, infecções associadas a biofilmes. 

Esses resultados apontam o ácido elágico, como um importante componente ativo 

das espécies de Combretum. Sua ação antibiofilme já foi evidenciada para Streptococcus 

dysgalactiae (DÜRIG et al., 2010). Adicionalmente, a caracterização do extrato metanólico 

de romã (Punica granatum L.) revelou a presença de ácido elágico como componente 

majoritário. O ácido elágico foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus em concentrações 

mais elevadas (>75 μg/mL) e formação de biofilme em concentrações mais baixas (<40 

μg/mL) (BAKKIYARAJ et al., 2013). Posteriormente, a combinação entre ácido elágico e o 

antibacteriano tetraciclina foi capaz de inibir efetivamente a formação de biofilme por 

Propionibacterium acnes (80-91%) sem afetar seu crescimento (SIVASANKAR et al., 

2016).  

É importante destacar que Quave et al., (2012) demonstraram que o extrato de amora 

(Rubus ulmifolius Schott.), rico em ácido elágico e derivados glicosilados do ácido elágico, 

limita a formação de biofilme de S. aureus e que Fontaine e colaboradores (2017) 
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identificaram glicosídeos de ácido elágico, como xilosídeo de ácido elágico e ramnosído de 

ácido elágico, como os componentes do extrato de Rubus com atividade comparável ao 

extrato complexo. Neste contexto, cabe destacar que, como já descrito, nosso dados não 

evidenciaram potencialização da atividade do ácido elágico quando na presença de uma 

mistura de açúcares simples. 

Tem sido bem reconhecido que substâncias isoladas raramente têm o mesmo grau de 

atividade que o extrato bruto em concentrações ou doses comparáveis do componente ativo 

(RASOANAIVO et al., 2011), o que indica que efeitos sinérgicos desempenham importante 

papel nas diversas propriedades biológicas encontradas em extratos, como vegetais. No 

presente trabalho, os extratos de Combretum foram capazes de inibir em 65-90% a formação 

de biofilme de S. aureus. Embora não tenham sido observados efeitos entre quercetina, 

miricetina, luteolina, ácido elágico, e os açúcares, a taxa de inibição observada para o ácido 

elágico é comparável à dos extratos mais ativos, mesmo em concentrações de 2,5 µM (72%). 

É possível que outros componentes ativos não tenham sido avaliados. Além disso, nem todas 

as substâncias anotadas para as espécies de Combretum foram caracterizadas ou mesmo 

testadas, como é o caso do alcalóide turicina (4), que apresentou alta correlação com a 

atividade antibiofilme e para o qual não há relatos na literatura sobre atividade biológica. 

Esta substância não está disponível comercialmente, portanto, deve ser posteriormente 

isolada para avaliação in vitro. 

Por fim, o presente trabalho evidencia a aplicabilidade de abordagens metabolômicas 

e estatísticas na predição e determinação de potenciais substâncias candidatas ao estudo 

microbiológico experimental. Dentre as grandes vantagens estão o menor tempo e custo 

quando comparado abordagens tradicionais que envolvem o isolamento, purificação, 

elucidação de uma série de compostos para posterior avaliação biológica. Assim, a partir de 

análises metabolômica estatísticas foi possível identicar o ácido elágico como substância-

protótipo antivirulência, a partir de espécies de Combretum. Sua atividade antibiofilme, sem 

ação sobre o crescimento bacteriano, foi confirmada experimentalmente (73% inibição). 

Substâncias antibiofilme, como o ácido elégico, podem potencialmente ser utilizadas como 

coadjuvantes no tratamento de infecções, com menor probabilidade de surgimento de 

resistência, e no desenvolvimento de superfícies menos propensas à adesão bacteriana, 

fundamental na redução de infecções associadas à dispositivos médicos.  
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7 CONCLUSÕES  

- Os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que os extratos 

hidrometanólicos (MeOH70) na concentração de 0,5 mg/mL inibem em 65 a 90% a 

formação de biofilmes de S. aureus sem afetar o crescimento bacteriano. 

- Os extratos das três espécies de Combretum não tiveram efeito sobre o biofilme e 

crescimento de P. aeruginosa.  

- As análises metabolômicas e estatísticas sugeriram 35 metabólitos bioativos a partir 

das amostras analisadas de Combretum, entre eles alcaloides, taninos, ácidos fenólicos, 

flavonoides, açúcares simples e flavonoides glicosilados, como candidatos potenciais a 

agentes antibiofilme. 

- Quatro substâncias, miricetina, quercetina, luteolina e ácido elágico, se destacaram 

na inibição da formação de biofilme de S. aureus. O efeito de inibição do ácido elágico se 

compara aos efeitos vistos pelos extratos mais ativos, destacando a sua ação antibiofilme 

(73%), sem inibir o crescimento bacteriano, mesmo em concentrações baixas como 0,1563 

μM. Além disso, dentre os 35 metabólitos com correlação com atividade antibiofilme de S. 

aureus, alguns desses ainda não foram estudados, como por exemplo a turicina. 

- É provável que o ácido elágico impeça a interação bactéria-material das superfícies, 

uma vez que levou ao aumento da hidrofobicidade na superfície de S. aureus nas mesmas 

concentrações que afetaram a formação do biofilme (até 0,1563 µM). No entanto, o ácido 

elágico não foi capaz de erradicar a biomassa já aderida no ensaio de erradicação de biofilme 

de S. aureus.  

- O ácido elágico e os 4 extratos brutos de Combretum mais ativos não são tóxicos, 

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 metabolômicas foram importantes para sugestão e determinação dos 

possíveis componentes bioativos, e mostra a aplicabilidade dessa abordagem para a predição 

de substâncias ativas contra micro-organismos.  
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8 PERSPECTIVAS 

- Verificar a eficácia de extratos de Combretum e do composto ácido elágico no 

tratamento de infecções por S. aureus por meio de ensaios in vivo no modelo experimental 

alternativo de larvas de G. mellonella. 

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

investigação do seu efeito na inibição de crescimento e biofilmes bacterianos.  
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ANEXO I 

 

Colaboração em manuscrito a ser submetido para revista científica: Avaliação 

antibacteriana e antibiofilme dos extratos e frações de Cuscuta platyloba and Cuscuta 

xanthochortos. 

 

Título: Metabolomics analyses from holoparasites Cuscuta platyloba and Cuscuta 

xanthochortos (Convolvulaceae) and their correlation with antibiofilm activity 

Autores: Caroline De Moura Costa1; Amanda Galdi Boaretto1; Thayná Fernandes Barros2, Flávio 

Macedo Alves3; Danielle da Silva Trentin2; Denise Brentan Silva1* 

 

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 μg/mL (A) and  500 μg/mL (B) on 

bacterial biofilm formation and growth in S. aureus. (* p<0.05, Student’s t-test).  

 

 

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 μg/mL (A) and  500 μg/mL (B) on 

bacterial biofilm formation and growth in P. aeruginosa  (* p<0.05, Student’s t-test).  
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ANEXO II 

 

Colaboração em manuscrito a ser submetido para revista científica: Avaliação 

antibacteriana e antibiofilme dos extratos e frações de Tibouchina spp.  

 

Manuscrito está sendo redigido em colaboração com a Dra. Fernanda Rodrigues Garcez 

(Universidade Federal do Mato Grosso do Sul – UFMS)  

 

 

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 
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