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RESUMO

Santos, L. M. C. Nanoparticulas de prata biogénicas e extratos de préopolis em biofilmes de
Corynebacterium pseudotuberculosis. 2021. 129p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal nos
Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2021.

A linfadenite caseosa é uma doenca infecto-contagiosa, cronica e debilitante causada por
Corynebacterium pseudotuberculosis. Esta enfermidade é caracterizada pelo desenvolvimento
de granulomas encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos
6rgdos. O problema principal da LC deve-se a dificuldade de implantacdo de um tratamento
eficaz, em vista de que o atual basea-se na drenagem e limpeza das les6es utilizando solugéo
de iodo a 10%, acarretando assim altos riscos de contaminacdo ambiental. Além disso, o
tratamento é geralmente refratério a terapia antibidtica. Portanto, é vital a busca de estratégias
inovadoras, a partir de novas terapias antimicrobianas, para enfrentar o principal problema da
LC. A partir deste cenario, objetivou-se com este estudo avaliar, a capacidade de formacéo de
biofilme de C. pseudotuberculosis e determinar a susceptibilidade de isolados bacterianos
formadores de biofilme aos extratos etandlico e supercritico de prépolis e a nanoparticulas de
prata (AgNP) biogénicas. Foram utilizadas as metodologias de microdiluicdo em caldo,
atividade da disrupgdo do biofilme consolidado, interferéncia na formagéo de biofilme e
imagens obtidas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para determinar a
sensibilidade dos isolados aos agentes antimicrobianos. As AgNPs, bem como o0s extratos
etanolico de prépolis verde e supercritico de propolis vermelha causarm disrupcao do biofilme
consolidado de C. pseudotuberculosis e foram eficazes na capacidade de interferir na formacéo
inical do biofilme bacteriano. As AgNPs reduziram de forma significativa os biofilmes
consolidados de C. pseudotuberculosis. As imagens da MEV mostram mudancas da morfologia
do biofilme consolidado e poucas alteracdes estruturais das bactérias expostas aos extratos de
prépolis. Observamos disrupgdo completa do biofilme e severos danos estruturas das bactérias
expostas a AgNPs. Conclui-se que as nanoparticulas de prata e os extratos de propolis podem
ser consideradas como um agente terapéutico promissor para o tratamento da linfadenite
caseosa em pequenos ruminantes, com acdes ndo somente em forma planctonica de C.
pseudotuberculosis, mas também sobre seu biofilme associado.

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, linfadenite caseosa, nanotecnologia, terapias
alternativas



ABSTRACT

Santos, L. M. C. biogenic silver nanoparticles and of propolis extracts in Corynebacterium
pseudotuberculosis biofilms. 2021. 130p. Thesis (PhD in Tropical Animal Science) — School
of Veterinary Medicine and Zootechny. Federal University of Bahia, Salvador, 2021.

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive and intracellular bacterium that causes
caseous lymphadenitis (CL) in small ruminants, a chronic disease characterized by the
development of encapsulated granulomas in superficial and visceral lymph nodes, as well as in
various organs. An important feature of chronic bacterial infections is the development of
biofilm. Considering this scenario, the aim of this study was to evaluate the biofilm formation
capacity of C. pseudotuberculosis and to determine the susceptibility of biofilm-forming
bacterial isolates to ethanolic and supercritical extracts of propolis, and to silver nanoparticles
(AgNP). The broth microdilution methodology, the analysis of the disruption of the
consolidated biofilm and the interference in the formation of biofilm assays were used to
determine the sensitivity of the isolates to antimicrobials. Mature biofilms were visualized by
Scanning Electron Microscopy. The ethanolic extracts of green propolis and supercritical red
propolis were not effective in inhibiting the C. pseudotuberculosis consolidated biofilm but
were able to interfere in the formation of bacterial biofilm. The AgNPs acted for 48 hours in C.
pseudotuberculosis controlling the change between planktonic and sessile forms, decreasing
the fixation and colonization in a microplate. The colloidal AgNP solution significantly reduced
the consolidated biofilms of C. pseudotuberculosis. The SEM images showed that the AgNP
were able to disrupt the bacterial biofilm, and that there were morphological changes in the
bacteria present in the treated biofilms. It can be concluced that AgNPs con be considered a

promising therapeutical agent in the treatment of the caseous lymphadenitis in small ruminants.

Keywords: antimicrobial agents, caseous lymphadenitis, nanotechnology,
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1 INTRODUCAO

A criacdo de pequenos ruminantes tem contribuido de forma significativa no
crescimento socioeconémico do Brasil, com énfase para a regido Nordeste, gracas a aplicagéo
de ferramentas inovadoras que proporcionam melhorias no segmento (TEIXEIRA et al., 2013).
No entanto, um dos fatores limitantes desse tipo de criacdo é o alto indice de doencas infecciosas
(CAMPOS et al., 2017; DE MACEDO et al., 2020; FURTADO et al., 2020). Dentre essas
enfermidades, destaca-se a linfadenite caseosa (SEYFFERT et al., 2010).

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infecto-contagiosa, cronica, debilitante,
causada por C. pseudotuberculosis caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de
granulomas encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, e em diversos 6rgdos causando
uma reducdo significativa da produtividade e eficiéncia reprodutiva dos animais infectados
(DORELLA et al., 2006; VOIGT et al., 2012; OREIBY et al., 2014).

Atualmente, os principais avancos tecnolégicos aplicados a sanidade desses animais
visam o desenvolvimento de métodos capazes de superar o diagnéstico subclinico da
enfermidade (BARRAL et al., 2019), bem como o uso da vacina como uma das medidas de
controle, a qual tem apresentado taxas de protecdo variaveis (SILVA et al., 2014; SILVA et al.,
2018). Todavia, 0 problema cardinal da LC concentra-se na dificuldade de implantagéo de um
tratamento ecossustentavel e eficaz, em vista de que o atual basea-se na drenagem e limpeza
das lesdes utilizando solugéo de iodo a 10%, acarretando assim altos riscos de contaminacgdo
ambiental (SANTIAGO et al., 2013). Aliado a isto, o tratamento é geralmente refratario a
terapia antibiotica, provavelmente devido a espessa capsula formada em torno das lesdes tipicas
e a natureza caseosa do conteldo dentro da cépsula (WILLIAMSON, 2001; BAIRD &
FONTAINE, 2007).

Diante de uma era onde € vital a busca de ferramentas ecologicamente sustentaveis, a
necessidade de implantacdo de estratégias inovadoras, a partir de novas terapias
antimicrobianas, para enfrentar o principal problema da LC além de indispensavel, também se
mostra urgente. Neste cenario que surge a propolis como um novo agente antibacteriano devido
a acao de diversos compostos antimicrobianos de amplo espectro contra inimeros tipos de
bactérias (ALMUHAYAWI, 2020). De igual modo, as nanoparticulas protagonizam como
agente antibacteriano em potencial para o gerenciamento das infecgOes bacterianas gracas a
acdo antimicrobiana em biofilmes e cepas multirresistentes (ALMATAR et al., 2018).
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Com isso, espera-se obter, sob o viés da bioprospeccdo, melhores resultados no
tratamento desta enfermida, que tem engendrado prejuizos econémicos e sociais significativos
na indUstria de curtumes (GUIMARAES et al., 2011) e afetando principalmente uma cultura
de subsisténcia basica para os pequenos produtores nordestinos, onde a cadeia produtiva da
pecuéria de pequenos ruminantes envolve um numero elevado de estabelecimentos rurais de
pequeno porte (FARIAS et al., 2018).

Por fim, visando encontrar estratégias que oferecam alguma promessa clinica para LC,
este trabalho avaliou a acdo de extratos de prépolis obtidos por diferentes métodos de extragdo
e aacao de nanoparticulas de prata biogénica como agentes antibactericida e antibiofilme contra

C. pseudotuberculosis.



22

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis pertence ao género Corynebacterium, o qual est& incluido em um
grupo supragenérico dos Actinomicetos que também inclui os géneros Mycobacterium,
Nocardiae Rhodococcus. Este grupo, chamado CMNR, € bastante heterogéneo, porém a
maioria destas espécies compartilham caracteristicas em comum, tais como a organizacdo da
parede celular, compostas principalmente de peptidoglicano, arabinogalactano e &cidos
micélicos, bem como o elevado teor de guanina-citosina (G + C) do genoma (47-74%)
(DORELLA et. al., 2006).

Dentro deste género, destacam-se C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis,
que possuem grande importancia em saude humana e veterinaria. C. diphtheriae é o agente
etioldgico da difteria (ZASADA, 2015). C. ulcerans ¢é considerado um importante patégeno
oportunista em infec¢Ges hospitalares, e pode causar difteria (OTSUJI et al., 2017). C.
pseudotuberculosis tem grande importancia veterinaria por causar a linfadenite caseosa (LC)
em pequenos ruminantes (WINDSOR et al., 2016).

C. pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva intracelular facultativa e
pleomorfica, variando de cocos a bacilos, medindo cerca de 0,5 pm a 0,6 um por 1 ym a 3 um
em tamanho. Este patdgeno ndo esporula, ndo possui capsula e é imovel. Apresenta-se como
uma bactéria anaerdbia facultativa com condi¢des 6timas de crescimento a 37 °C em pH entre
7.0 e 7.2. Na superficie do agar e, se organiza em colbnias opacas, de crescimento concéntrico
e de coloragdo creme alaranjado (DORELLA et al., 2006; TRIPATHI et al., 2016). Em meio
de cultivo liquido, cresce desenvolvendo um biofilme na superficie, sem turvacao. A formacao
do biofilme na superficie é atribuida principalmente a lipideos de superficie, e a quantidade
destes lipideos na membrana celular esta diretamente correlacionada com a espessura do
biofilme e a viruléncia da cepa bacteriana (MOURA COSTA, 2002).

C. pseudotuberculosis € exigente do ponto de vista nutricional, necessitando de meios
enriquecidos como &gar sangue, agar BHI e caldo BHI. A bactéria produz B-hemdlise
caracteristica em agar sangue que pode ndo aparecer até 48 a 72h de incubacdo (MOURA
COSTA, 2002), porem largas zonas de hemolise se desenvolvem na presenca do

Rhodococcusequino teste CAMP (OLIVEIRA et al., 2014a). Pode ser caracterizada por provas
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bioguimicas, tais como producédo de catalase, producgdo de urease e fermentacdo de carboidratos
sem producdo de gas, tais como maltose, manose, glicose, galactose (variavel); ndo fermenta
lactose; ndo tem atividade proteolitica, ndo hidrolisando a gelatina ou a caseina, e é oxidase
negativo (SANTOS et al., 2019).

A reducdo de nitrato em nitrito classifica as cepas que infectam principalmente equinos
(biovar equi) e as cepas que infectam caprinos e ovinos (biovar ovis). Os bovinos podem ser
infectados pelos dois biovares, com predominio do biovar equi (SONGER et al., 1988;
ARAUJO et al., 2016; BARAUNA et al., 2017).

2.2 LINFADENITE CASEOSA

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca infecto-contagiosa, cronica, debilitante,
causada por C. pseudotuberculosis. Eventualmente, a infeccdo pode ser encontrada em bovinos
e equinos, causando a acne contagiosa e a linfangite ulcerativa, respectivamente (ARAUJO et
al., 2016; CORBEIL et al., 2016). Os suinos sdo descritos como hospedeiros da bactéria
(OLIVEIRA et al., 2014), porém, em ovinos e caprinos, esta enfermidade assume importancia
econdmica e sanitaria (DORELLA et al., 2006; SELLERA et al., 2016).

A LC é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de granulomas em
linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos 6rgdos (SOUZA et al., 2011;
SANTOS et al., 2019), com periodo de incubagéo podendo variar de 2 a 6 semanas (CHIRINO-
ZARRAGA et al., 2006). A doenca culmina com duas manifestacGes, podendo ocorrer
concomitantemente, levando a perdas econémicas significativas relacionadas a reducdo da
produtividade e desempenho, bem como reducdo da eficiéncia reprodutiva dos animais
infectados (DORELLA et al.,, 2006a; O'REILLY et al., 2010). Tais situacGes se tornam
evidentes quando a bactéria coloniza 6rgdos reprodutivos e nddulos linfaticos associados
causando orquite e infertilidade em machos e mastite e aborto em fémeas (LATIF et al., 2015;
OTHMAN et al., 2016; YITAGESU et al., 2020).

As perdas econdmicas sdo devidas ao carater debilitante da doenca (ARSENAULT et
al., 2003; SEYFFERT et al., 2010), custos com medicamentos (GUIMARAES et al., 2011) e
por afetar uma cultura de subsisténcia basica para o pequeno produtor nordestino, onde a cadeia

produtiva da pecuéria de pequenos ruminantes envolve um nimero elevado de estabelecimentos
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rurais de pequeno porte (FARIAS et al., 2018). Os prejuizos significativos também séo
observados nos curtumes regionais, devido as les6es de pele geradas pelos granulomas em
linfonodos superficiais (GUIMARAES et al., 2011).

Diante de tais fatores, € importante considerar a LC como um problema de salde
publica, pois ha 33 casos relatados na literatura cientifica de infeccdo em humanos em diversos
paises (Bastos et al. 2012). O relato mais recente descreve a infeccdo em uma estudante de
medicina veterinaria de 23 anos, previamente saudavel, com um histérico de 4 semanas de
sintomas leves das vias aéreas evoluindo para tosse com secrecdo purulenta. O alto nivel de
identidade gendmica compartilhada entre a cepa isolada do paciente e a cepa do curso apodia
fortemente a hipétese de que a infecgdo foi adquirida durante o trabalho de laboratério, uma
observacgdo relevante para os profissionais de laboratério que trabalham com isolados de C
pseudotuberculosis (HEGGELUND et al., 2015).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A ocorréncia da LC é relatada em diversos paises, tais como Argentina (AUAD et al.,
2018), india (KUMAR et al., 2012), Egito (AL-GAABARY et al., 2009), Tunisia (BEN SAID
etal., 2002), Estados Unidos (HAAS et al., 2017), Canadad (ARSENAULT et al., 2003) e Brasil
(FARIAS et al., 2018). No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos esteja infectado, sendo
os estados da regido Nordeste os mais afetados, em razdo de possuirem a maior concentracao
de rebanhos caprinos do pais (IBGE, 2015). Um estudo de prevaléncia em caprinos de cinco
estados do Nordeste realizado por Farias et al. (2018) concluiu que, dos 2571 caprinos
avaliados, 783 (30,4%) foram soropositivos, sendo a menor prevaléncia de animais observada

em Sergipe (22,5%), e a maior no Piaui (41,4%).

Em Minas Gerais, um levantamento soroepidemioldgico realizado por Seyffert et al.
(2010) apresentou uma elevada soroprevaléncia (78,9%) de animais positivos para LC. No
Distrito Federal, a soroprevaléncia da linfadenite caseosa em rebanhos comerciais de ovinos,
determinada através de ELISA indireto, foi de 44% (CARMO et al., 2012).

A transmissao ocorre por contato direto com secre¢des ou por fomites, e a entrada da
bactéria no organismo é facilitada por lesGes na pele (WILLIAMSON, 2001; ANDRADE et

al., 2012). Animais infectados podem transmitir a infeccdo para muitos animais em um curto
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periodo sob condi¢cdes de contato proximo e fluxo de ar reduzido em galpBes cobertos
(OREIBY etal., 2014).

A frequéncia de infec¢do em linfonodos parotideos indica que a ingestdo de alimentos,
a tosquia e a descorna possuem um papel importante na transmissdo de LC em ovinos
(O’REILLY et al., 2008). A falta de higiene das instalacGes, o contato direto entre animais
infectados e a poeira s&o outros fatores de risco (O’REILLY et al., 2008).

Os estudos epidemioldgicos sobre LC realizados na Pol6nia entre 1996 e 2002 em
rebanhos de cabras leiteiras evidenciaram que os principais fatores de risco foram a presenca
de machos soropositivos em um rebanho, presenca de abscessos superficiais em animais,
presenca de sintomas respiratorios, presenca de animais debilitados e a ocorréncia de falhas
reprodutivas em rebanhos (KABA et al., 2011).

Considerando o papel socioecondmico da caprinocultura na regido Nordeste do Brasil,
Farias et al. (2019) identificaram a auséncia de silagem de forragem, nao separacdo dos animais
por sexo ou por idade, ndo substituicdo dos caprinos idosos e ndo tratamento de carocos de LC
antes da ruptura espontanea séo os principais fatores de riscos da doenga. Outro importante
fator de risco € a vegetacdo presente na regido nordeste brasileira, caracterizada pela presenca
de numerosas plantas cactaceas que podem provocar lesdes na pele dos animais (ANDRADE
etal., 2012).

2.4 PATOGENIA

Apo6s a entrada da bactéria no hospedeiro, ha uma répida disseminacdo do
microrganismo para o linfonodo de drenagem local, onde se desenvolvem madltiplos
granulomas microscopicos, que vao crescendo e se unindo até formar um granuloma maior. A
disseminacdo da infec¢cdo também pode ocorrer através da circulagdo sanguinea ou pelo sistema
linfatico, o que pode resultar na formagdo de lesGes em linfonodos internos e/ou pulmao,
podendo também atingir outros tecidos e 6rgdos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Estes incluem
figado, baco, rim, coracdo, glandula mamaria, testiculo, sistema nervoso central e articulagdes
(DOMENIS et al., 2018). A infeccdo pode ocorrer através do contato entre o contetido caseoso
da lesdo e a pele ou mucosas integras dos animais sadios, ou onde existem solucGes de
continuidade (WASHBURN et al., 2013), ou, aerossdis (BASTOS et al., 2011).



26

Acredita-se que fosfolipase D (PLD, um importante fator de viruléncia de C.
pseudotuberculosis, desempenhe um papel critico na disseminacdo da bactéria no local da
infeccdo (MOURA-COSTA, 2002). A fosfolipase D é uma exotoxina que possui atividade
esfingomielinase e age causando a hidrdlise das ligacdes éster da esfingomielina da membrana
celular dos mamiferos, facilitando a disseminacgdo bacteriana do sitio inicial de infecgdo para
sitios secundarios (DORELLA et. al., 2006; BAIRD & FONTAINEY, 2007). A PLD é capaz
de ativar o sistema complemento, esgotando assim o complemento na regido que circunda as
bactérias invasoras e protegendo-as da opsonizacdo. Ela pode prejudicar a quimiotaxia dos
neutréfilos e, como consequéncia, diminuir a probabilidade de fagocitose no inicio da infec¢do
(YOZWIAK E SONGER, 1993). A expressio de Pld
por C pseudotuberculosis intracelular desempenha um significativo na reducdo da viabilidade
dos macréfagos apés a infeccdo (MCKEAN et al., 2007).

A infeccdo, seja em linfonodos, seja em outros 6rgdos, evolui com fagocitose por
neutrofilos e macrofagos, multiplicacdo intracelular do C. pseudotuberculosis e degeneracéo e
morte das células hospedeiras (DORELLA et. al., 2006). Em infec¢des naturais, o revestimento
ceroso de acidos micolicos fornecem a bactéria protecdo mecanica, e possivelmente
bioquimica, contra as enzimas hidroliticas presentes nos lisossomos., permitindo resisténcia a
fagocitose e sobrevivéncia dentro do hospedeiro como um parasita intracelular facultativo.
(WILLIAMSON, 2001; BAIRD & FONTAINEY, 2007). Com a morte dos macrofagos, ha
liberacdo da bactéria e formagdo de uma lesdo necrética, ficando a bactéria livre para se
disseminar para outros orgaos. Na tentativa de conter e eliminar 0 microrganismo, ocorre a
formagéo de granulomas. (KURIA et al., 2001; KALIL et al., 2019).

As lesbes ocorrem em duas formas principais: superficial e visceral. A forma superficial
é caracterizada pela formacdo de lesdes nos ganglios linfaticos, com ou sem abcessos, de
tamanhos variados e em diferentes locais, com conteido coloracdo amarelo-esverdeado ou
branco-amarelado de consisténcia variando de purulenta a caseosa (DOMENIS et al., 2018).
Clinicamente, a LC desenvolve abcessos em linfonodos superficiais na cabeca e no pescoco,
sendo os ganglios linfaticos parotideos mais comumente afetados nos ovinos e os linfonodos
cervicais sdo 0s mais comumente afetados nos caprinos (AL-GABARY et al., 2009; OREIBY
et al., 2014). A forma visceral estd associada a lesbes nos ganglios linfaticos internos,
parénquima pulmonar e visceras. As lesbes também podem ser encontradas no figado, nos rins,
Uber e, em menor frequéncia, no coracdo, nos testiculos, nas articulagdes e no sistema nervoso

central (DOMENIS et al., 2018). Exemplos de leséo séo encontrados na Figura 1.
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Figura 1 - Abcessos de linfadenite caseosa no figado e nédulos linfaticos mesentéricos de
pequenos ruminantes. (A) Granulomas associados a infec¢do por C. pseudotuberculosis em

figado de ovino; (B) lesdo drenante em linfonodo submandibular de caprino.

Fonte: WASHBURN, 2014

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico da LC é fundamentado nos achados clinico e epidemiolégicos, onde se
observam a formacao de lesdes tipicas, a presenca de cicatrizes nos linfonodos superficiais ou,
em casos mais raros, se o envolvimento de 6rgados viscerais causar emagrecimento (conhecido
como sindrome da ovelha magra) (WINDSOR, et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012). O exame
clinico por si s0 ndo é capaz de detectar todos os animais infectados no rebanho (MALONE et
al., 2006), por isso varios métodos soroldgicos foram desenvolvidos para superar o problema
do diagnostico subclinico da LC. Os ensaios desenvolvidos e considerados aplicaveis ao
diagndstico de LC sdo: o ensaio de microaglutinagdo (MENZIES &MUCKLE.,1989), teste de
imunodifusdo (RAMLAN et al., 2010), teste sinérgico de inibi¢cdo de hemolise (JESKE et al.,
2013), Dot-blot (PRODHAN et al., 2013), Western blot (KABA et al., 2001), teste
de hemaglutinacdo indireta (SHIGIDI, 1978) e PCR (CETINKAYA et al., 2002; BASTOS et
al., 2012).

Alguns testes sorologicos, como o ELISA, foram capazes de detectar animais portadores
da forma visceral da LC e séo eficazes em programas do controle da enfermidade (DERCKSEN
et al., 2000; MALONE et al., 2006; REBOUCAS et al., 2013). O ELISA indireto, utilizando
as proteinas CP40 e PLD em forma recombinante, surge como uma ferramenta promissora que

pode ser utilizada em pesquisas epidemioldgicas e programas de controle de LC devido a sua
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alta precisdo na deteccdo de cabras e ovelhas infectadas por C. pseudotuberculosis (BARRAL
etal., 2019)

O isolamento de C. pseudotuberculosis feito diretamente do material purulento de
linfonodos permanece como um dos procedimentos mais fidedignos de diagnostico, o qual é
considerado o teste padrdo ouro. As amostras de linfonodos com lesdes sdo coletadas para
exame de esfregaco e exame microbiolégico, seguida por identificacdo bioquimica de isolados
(KALIL et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

A identificacdo de bactérias corineformes é realizada de forma bem estabelecida pelo
sistema APl Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes, France). Esse método
consiste em uma bateria de 21 testes bioquimicos que podem ser realizados entre 24 e 48 horas.
O sistema contém 20 tubos contendo substratos que permitem testes para 11 enzimas
(pirazinamidase, pirrolidonilarilamidase, 3-galactosidase, fosfatase alcalina, a-glucosidase, N-
acetilglucosaminidase, 3-glucoronidase, reducdo de nitrato e hidrélise de esculina e uréia) e 8
testes de fermentacdo de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose, manitol, maltose, lactose,

sacarose e glicogénio).

Um ensaio de PCR com base no gene 16S rRNA foi desenvolvido para identificacdo
de isolados de C. pseudotuberculosis. Embora sendo Util para estimar a prevaléncia de LC nos
animais estudados, a técnica apresentou algumas limitacdes de dependéncia da cultura
bacteriana e ndo foi suficientemente especifico para distinguir C. pseudotuberculosis de C.
ulcerans (CETINKAYAet al, 2002). A fim de melhorar adeteccio deC.
pseudotuberculosis por PCR, Almeida et al. (2017) desenvolveram um ensaio de PCR
quadruplex com os genes 16S, narG, rpoB e pld, aumentando o valor diagndstico e detecgédo

simultanea das cepas de C. pseudotuberculosis biovares equi e ovis.

2.6 TRATAMENTO

Atualmente, o tratamento baseia-se na drenagem e limpeza das lesdes, utilizando
solugcdo de iodo a 10%. Porém, este método representa elevados riscos de contaminacgdo
ambiental, por ruptura espontanea e inesperada de lesdo ou por exposi¢do do patdgeno ao
ambiente externo através dos abcessos. A aplicacdo de tintura de iodo a 10% e hipoclorito de
sodio a 2,5% nas lesbes de animais afetados pelo LC ndo tem sido eficaz para controlar a
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enfermidade, além de serem responsaveis pelas rea¢des de dor e edema na regido dos ganglios
linfaticos (SANTIAGO et al., 2013).

A espessa céapsula formada em torno das lesGes tipicas e a natureza espessa e caseosa
do conteddo contido dentro da capsula torna a antibioticoterapia um tratamento. Com isso, 0s
antibidticos conseguem eliminar apenas 0s microrganismos presentes nas lesdes superficiais,
nédo atingindo aqueles contidos nas lesdes ou em abcessos internos (WILLIAMSON, 2001,
BAIRD & FONTAINE, 2007). Uma alternativa a abertura e drenagem para o tratamento de
ovinos e caprinos com linfadenite caseosa foi proposta por Washburnet et al. (2009), onde
conseguiram a resolucdo de lesdes de infeccdo um més apOs o tratamento com o uso de
tulatromicina e penicilina; entretanto, o uso dessas drogas exige tempo de caréncia prolongados

antes que o leite ou a carne sejam vendidos para consumo humano.

Sendo as terapias com antibioticos ineficazes no tratamento da LC, a excisdo cirlrgica
associada ao uso de compostos com propriedades antimicrobiana tem apresentado resultados
promissores. O uso de uma pomada a base de propolis verde como agente terapéutico para o
tratamento pos-cirargico da LC em ovinos foi eficiente devido a aceleracdo da cicatrizacdo da
ferida cirdrgica, recuperacdo capilar, inibicdo da contaminacdo da ferida e crescimento
bacteriano (KALIL et al., 2019). Santos et al. (2019) também verificaram acdo notavel de uma
pomada a base de nanoparticulas de prata biogénicas (AgNPs) no tratamento pos-cirdrgico da
LC. Os animais tratados com AgNP demonstraram uma cicatrizagdo mais répida,
uma diminui¢do da contaminacdo da ferida, nenhum efeito toxico aparente e uma atividade

antimicrobiana significativa de AgNPs sobre os isolados de C. pseudotuberculosis.

2.7 PREVENCAO E CONTROLE

Devido a capacidade do patdgeno em persistir no meio ambiente e na dificuldade em
detectar os animais com infeccdo subclinica nos rebanhos, a prevengdo tem sido a melhor
alternativa, a qual pode ser feita através de inspecfes periddicas do rebanho, isolamento dos
animais doentes, limpeza das instalagdes e tratamento e desinfeccdo de qualquer tipo de
ferimento superficial (WILLIAMSON, 2001; COLOM-CADENA et al., 2014; SA et al., 2018).

Atualmente, a medida de controle com melhor custo-beneficio contra a introducao da

LC no plantel seria a imunizacdo. A eficacia da vacina nos rebanhos depede do programa de
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vacinacao, bem como das recomendagOes dos fabricantes quanto as doses e reforgos anuais
(WINDSOR et al., 2011).Vérios relatos na literatura mostram diferentes tipos de vacinas
oferecendo niveis de protecdo variaveis contra LC, com o uso de bactérias atenuadas, mortas,
fracdes contendo antigenos da parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana, mistura
de componentes celulares e sobrenadante, proteinas recombinantes e DNA (EGGLETON et al.,
1991; ELLIS et al.,, 1991; FONTAINE et al., 2006; WINDSOR et al., 2011; COLOM-
CADENA et al., 2014; MOUSSA et al., 2016; BRUM et al., 2017).

A principal medida de controle atual se baseia em procedimentos de manejo cujo
objetivo é evitar a disseminacdo bacteriana. Todos os instrumentos de uso comunitario devem
ser descontaminados com desinfetantes apos contato com cada animal. Os galp@es, troncos de
tosquia e baias de contencdo também devem ser desinfetados (WINDSOR et al., 2011). E
sugerida a retirada de animais soropositivos e com lesdes superficiais do rebanho como medida
de controle na fase inicial da infeccdo e com prevaléncia inferior a 60% (O'REILLY et al.,
2010).

Outras medidades de controle incluem um manejo dos animais durante a tosquia, que
deve ser iniciada pelos animais mais jovens e deixando por Gltimos aqueles com ledes
palpaveis. As lesdes dos animais devem ser desinfetadas. Agentes bactericidas devem ser
adicionados a agua a ser utilizada no banho dos animais. No caso de caprinos confinados, deve-
se evitar equipamentos que constituam possiveis fontes de traumas, como arames. Além disso,
deve-se realizar a quarentena dos animais recém adquiridos, mesmo que a antiga propriedade
tenha o histdricno livre da patologia (AL-GAABARYet al., 2009).

2.8 BIOFILME

Um biofilme é um conjunto de células microbianas associadas a uma superficie,
envoltas por uma matriz de substancia polimeérica extracelular (EPS). Os biofilmes podem se
formar em uma ampla variedade de superficies, incluindo tecidos vivos, dispositivos medicos,
tubulagdes industriais ou de sistemas de &gua potdvel ou sistemas aquaticos naturais
(DONLAN, 2002; SKNOWNLEY et al., 2004). Dependo do ambiente em que foi
desenvolvido, materiais ndo celulares, tais como cristais minerais, particulas de corroséo,
particulas de argila ou componentes sanguineos podem ser encontrados na sua matriz
(DONLAN, 2002).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448809002156
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A capacidade de formar biofilmes é um atributo universal das bactérias. A maioria das
bactérias na natureza ndo existem de forma independente, mas persistem em comunidades
multicelulares organizadas e metabolicamente ativas em superficies naturais ou artificiais
(LOPEZ et al., 2010).

2.8.1 Formacéao do biofilme e Quorum sensing

A formacédo do biofilme bacteriano passou a ser reconhecida como um processo de
desenvolvimento complexo, multifacetado e dindmico (KOSTAKIOTO et al., 2013). A
transicdo do crescimento planctonico para o biofilme envolve diversas etapas em respostas aos
fatores ambientais, multiplas redes regulatérias e traducdo de sinais para mudancas combinadas
de expressao génica (RASAMIRAVAKA et al., 2015).

Segundo Stoodley et al. (2002), os estagios envolvidos no desenvolvimento do biofilme
incluem (1) a fixacdo reversivel da bactéria a uma superficie; (I1) fixacdo irreversivel mediada
pela formacdo de material exopolimérico; (I1l) formagdo de microcol6nias e inicio da
maturacdo do biofilme; (IV) formacdo de biofilme maduro com estrutura tridimensional
contendo células acondicionadas em cachos com canais de agua, permitindo o transporte de
nutrientes e a remocao de residuos; e (V) descolamento e dispersdo das células do biofilme e
inicio da formacdo de novo biofilme (as células dispersas sdo mais semelhantes as células
plancténicas do que as células maduras do biofilme). Uma representacdo simplificada desse

processo pode ser encontrada na Figura 2.

Dentro da comunidade bacteriana, as células se comunicam entre si por meio de
comunicacdo baseada em sinais quimicos conhecido como quorum sensing (QS). O papel do
QS é modular as func@es celulares, patogénese baseada na densidade populacional, aquisi¢éo
de nutrientes, transferéncia de material genético entre as células, motilidade e sintese de
metabolitos secundarios e a sincronizagdo da expressdo diferencial de genes para regular as
caracteristicas de viruléncia e formacéo de biofilme (PREDA et al., 2019; MUNIR et al., 2020).
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Figura 2. Representacdo esquematica das distintas etapas da formacdo de biofilme

bacteriano.
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Esse sistema de sinalizacdo depende da capacidade dessas bactérias de sintetizarem
pequenas moléculas sinalizadoras intracelularmente, que sdo passivamente ou ativamente
trocadas com o ambiente circundante. O acumulo de moléculas de sinais é compativel com o
aumento da populagdo bacteriana e, quando a densidade bacteriana excede um limite de
“quora¢do”, os niveis correspondentes de sinais podem induzir uma resposta sincronizada na
expressao génica em toda a populacdo (LI & NAIR, 2012). Essas moléculas de sinais sdo
chamadas de autoindutores, e desencadeiam o processo QS ao se ligar a receptores cognatos,
que por sua vez regulam a transcri¢cdo de muitos genes que estdo envolvidos no comportamento
dependente de densidade celular (Figura 3) (LI & NAIR, 2012). Esses processos sdo
importantes para os biofilmes e em diversos tipos de infeccdes e doengas, controlando a
expressao do gene de viruléncia, processos fisiologicos celulares ou a aderéncia microbiana e a
formagcéo de biofilme (PREDA et al., 2019)
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Figura 3 - Esquema dos sistemas de detec¢do de quorum em bactérias Gram-negativas
(A) e bactérias Gram-positivas (B).
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2.8.2 Componentes estruturais

Todos os biofilmes contém uma matriz extracelular que mantém as células unidas. A
natureza do exopolissacarideo da matriz € variavel e depende das condi¢Ges de crescimento,
meio e substrato. Geralmente, a matriz € composta por um biopolimero de polissacarideo

associado com outros componentes, tais como DNA ou proteinas (LOPEZ et al., 2010).

Até 0 momento, os estudos sobre a composic¢ao do biofilme de C. pseudotuberculosis
sdo escassos. Em uma abordagem protedmica para avaliar as diferencas entre o proteoma das
cepas CAPJ4 (cepa formadora de biofilme) e CAP3W (cepa ndo formadora de biofilme), Sa et
al. (2021) observaram que a expressdo das proteinas Trehalose corinomicolil transferase B, N-
Acetimuramil-L-Alanina Amidase (CwlM) e D-alanil-D-alanina carboxipeptidase em CAPJ4
esta associada a componentes da parede celular. Segundo Bucher et al. (2015), a formacdo de
uma parede celular bacteriana é necessaria para a formacdo do biofilme bacteriano e
interferéncias na parede celular pode prejudicar a formacdo do biofilme em bactérias Gram-

positivas.

O primeiro estudo para demonstrar a composicdo bioquimica de biofilme de
C. pseudotuberculosis usando espectroscopia Raman foi realizado por Yacoob et al. (2020).
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Este estudo mostrou a presenca de picos espectrais Raman associados a grupos de proteinas,
que desempenham papéis cruciais na fixagdo inicial a superficie, estabilizacdo da matriz do
biofilme desenvolvimento de arquiteturas de biofilme tridimensionais. Os picos espectrais
Raman em 668 cm ! (CN + (CH3) 3 str., Lipidios) e 1650 cm ! (C —C e C —O, lipidios)
foram encontrados no biofilme, indicando que os lipidios estdo presentes na membrana
plasmatica e na matriz extracelular. Por fim, picos espectrais Raman associados ao grupo de
carboidratos (1400 cm %, 1450 cm 1, 1650 cm ~te 1725 cm 1) foram identificados e podem

representar componentes importantes da matriz extracelular do biofilme bacteriano.

Outros estudos com Corynebacterium spp tém sido concentrados na formacdo de
biofilme em superficies hidrofilicas e hidrofdbicas e na influéncia do fibrinogénio plasmaético
humano (FBG) na formacao do biofilme. O estudo realizado Souza et al. (2015) demonstrou a
capacidade que diversos isolados de C. striatum possuem em aderir a varias superficies
abioticas e formar biofilmes em um modelo de cateter in vitro. As cepas multirresistentes
(MDR) e susceptiveis a multiplas drogas (MDS) de C. striatum foram capazes de aderir em
diferentes niveis a superficies de pléstico carregadas negativamente (poliestireno) e

positivamente carregadas (vidro).

De acordo com os estudos realizados por Mattos-Guaraldi & Formiga (1991), Mattos-
Guaraldi et al. (1999) e Gomes et al. (2013), as superficies celulares carregadas negativamente
de C. striatum e sua aderéncia ao cateter de poliuretano podem ser parcialmente explicadas pela
carga elétrica positiva associada a este polimero. Além disso, as substancias amorfas
depositadas ou glicocalice observadas em torno das microcolonias de C. striatum nas
superficies dos cateteres de poliuretano sugerem que esta bactéria pode produzir ou atrair

substancias que fortalecem sua fixacéo a superficies inertes in vitro.

Varios microrganismos utilizam proteinas da matriz extracelular, tais como o
fibrinogénio, para aumentar sua capacidade de interagir com diferentes células e superficies
abioticas. Souza et al. (2015) observaram a producdo de biofilme de
C. pseudodiphtheriticum em filmes condicionantes de fibrinogénio e fibronectina. Quando
comparadas com a formacdo de biofilme em superficies de poliestireno ndo revestido, as

superficies revestidas com fibrinogénio e/ou fibronectina aumentaram a formacéo de biofilme.

Proteinas exdgenas de mamiferos podem estimular a formacao de biofilme bacteriano
(AKIYAMA et al. 1997; BONIFAIT et al. 2008). A fibronectina solGvel no plasma interage

com varias bacterias e a fibronectina da superficie celular pode servir como um receptor na
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aderéncia de bactérias as células epiteliais hospedeiras (HYNES, 1990). Schwarz-Linek et
al. (2003) demonstraram que as proteinas de ligacdo a fibronectina (FNBPs) medeiam néo
apenas a adesdo bacteriana as células hospedeiras, mas também a absorcdo de bactérias pelas
células e a formacdo de biofilme. Em cepas de Streptococcus suis, a propriedade de ligacdo de
fibrinogénio permitiu que as bactérias se ligassem umas as outras por meio de pontes cruzadas

mediadas pelo fibrinogénio (BONIFAIT et al. 2008) e contribuiu para a produgéo de biofilme.

2.9 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia @ uma &rea emergente da ciéncia que envolve a engenharia
de particulas nanomeétricas utilizando varios métodos fisicos e quimicos (KHARE et al.,
2014). A National Nanotechnology Initiative (NNI, 2010) define a nanotecnologia como (i) o
desenvolvimento de tecnologia nos niveis atbmico, molecular ou macromolecular, na escala de
comprimento de 1-100 nm; (ii) criacdo e uso de estruturas, dispositivos e sistemas que possuem
novas propriedades e funcbes devido ao seu tamanho pequeno e/ou intermediario; e (iii)

capacidade de controlar ou manipular na escala atbmica/molecular.

A pesquisa e o desenvolvimento da nanotecnologia s&o muito ativas no mundo todo, e
a nanotecnologia ja é usada em centenas de produtos, incluindo protetores solares, cosméticos,
téxteis e equipamentos esportivos (BAYRAM et al., 2015; MARSLIN et al., 2015; RAMOS
et al., 2017; THIRUVENGADAM et al., 2018; PALADINI & POLLINI, 2019). A
nanotecnologia também estd sendo desenvolvida para melhora na biodistribuicdo de drogas,
desenvolvimento de biossensores e outras aplicacfes biomédicas (SAINI et al., 2010). Além
disso, a nanotecnologia também esta sendo aplicada para uso ambiental, como na limpeza de
poluentes (KHARE & MOHAPATRA, 2009).

2.9.1 Sintese nanoparticulas (NPs)

Existem diferentes métodos para a sintese de nanoparticulas e esses métodos sdo
divididos em duas classes principais: a abordagem de cima para baixo (“top-down”) ¢ a
abordagem de baixo para cima (“bottom-up”). Uma representacao desses processos pode ser

encontrada na Figura 4.

Figura 4 - Sintese de nanoparticulas por meio de abordagens bioldgicas e fisico-quimicas


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nanotechnology
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sunscreen
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Na abordagem top-down o método destrutivo € utilizado. Os materiais se decompdem
em particulas menores e, em seguida, essas particulas menores se transformam em
nanoparticulas. O método de decomposi¢éo térmica, a moagem, o método litografico, a ablacéo
a laser e outras metodologias destrutivas sdo exemplos de sintese Top-down (IJAZ et al., 2020).
A abordagem bottom-up envolve a geracdo de nanoparticulas a partir de pequenas unidades,
como moléculas e a&tomos. Neste método, a segregacdo controlada de &tomos ou moléculas
ocorre conforme eles sdo montados nas nanoestruturas desejadas, com intervalo de tamanho
de 2 a 10 nm. O método do arco de plasma, processo de deposi¢do de vapor quimico,
decomposicdo organica de metal, pirdlise a laser, método de solgel, sintese Umida e processos
de automontagem sé@o alguns métodos bottom-up (KUMAR et al., 2017).

A sintese verde de nanoparticulas é mais ecoldgica e representa um avango em relacdo
a outros métodos porque é simples, econdmica, relativamente reproduzivel, resulta em
materiais mais estaveis e ndo ha necessidade de alta presséo, energia, temperatura ou produtos
quimicos téxicos (DEVATHA & THALLA, 2018). Esta sintese pode ser realizada com fungos
(GUILGER-CASAGRANDE & LIMA, 2019), algas (KHANNA et al., 2019), bactérias
(IRAVANI, 2014) e plantas (NARAYANAN e SAKTHIVEL, 2011). Algumas partes de
plantas, como folhas, frutos, caule, sementes e raizes tém sido utilizadas para a sintese de
nanoparticulas devido a presenca de fitoquimicos em seus extratos, 0s quais atuam como
agentes estabilizadores e redutores (KUPPUSAMY et al., 2016).
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2.9.2 Atividade antimicrobiana de Nanoparticulas (NP)

O surgimento gradual de populacBes de bactérias resistentes a antibioticos, resultante
do uso indevido e abuso total de antibi6ticos, tornou-se hoje um grande problema de salde
publica de proporcdes globais (REYGAERT, 2018). Devido a resisténcia aos antibidticos
convencionais e aumento das infecgbes bacterianas, que sdo uma das principais causas de
infeccBes cronicas e mortalidade, as nanoparticulas tém recebido atencéo crescente por seus
potenciais efeitos e aplicacdes antimicrobianas (WANG et al., 2017). Os mecanismos de
resisténcia incluem a expressao de enzimas que modificam ou degradam antibidticos, como [3-
lactamases e aminoglicosideos, modificacdo de componentes celulares, como da parede celular
na resisténcia a vancomicina ou mesmo de ribossomos na resisténcia a tetraciclina, ou a
expressao de bombas de efluxo, que fornecem resisténcia simultanea contra varios antibiéticos
(MUNITA & ARIAS, 2016).

Nanoparticulas possuem atividade antimicrobiana que pode superar mecanismos de
resisténcia comuns, incluindo inativacdo de enzimas, diminuicdo da permeabilidade celular e
aumento de efluxo por meio da super expressdo de bombas de efluxo, para escapar da atividade
antibacteriana de agentes antimicrobianos (SEIL & WEBSTER, 2012) (Figura 5). Além disso,
NPs conjugadas com antibioticos mostram efeitos sinérgicos contra bactérias, inibem a
formacdo de biofilme e tém sido utilizadas para combater patdgenos multirresistentes
(PELGRIFT E FRIEDMAN, 2013; BAPTISTA et al., 2018).

Diversas caracteristicas das NPs as tornam alternativas aos antibiéticos tradicionais. A
grande proporcao entre a area de superficie e o volume dos NPs aumenta a &rea de contato com
0s organismos-alvo. NPs podem atuar em nanoescala, interagindo com células bacterianas,
regulando a penetragdo da membrana celular e interferindo nas vias moleculares (VARIER et
al., 2019).
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Figura 5 - Diferentes mecanismos de acdo das NPS nas células bacterianas.
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A destruicdo e a interferéncia na formagdo do biofilme sdo outros mecanismos
significativos das nanoparticulas, pois retratam uma medida importante no progresso da
resisténcia bacteriana (MARKOWSKA et al., 2013; MU et al., 2016). A atividade antibiofilme
de nanoparticulas de prata (AgNPs) foi demonstrada em vérios estudos. Siddique et al. (2020)
observaram que a producédo de substancia polimérica extracelular diminuiu apos o tratamento
com AgNP, enquanto o vazamento de proteina celular aumentou devido a taxas mais elevadas
de ruptura da membrana celular por AgNPs. A porcentagem de inibicdo do biofilme foi de 64%
para Klebsiella pneumoniae cepa MF953600 e 86% para a cepa MF953599 com AgNP na

concentracao de 100 xg/ml.

A acdo antimicrobiana de AgNPs sintetizadas a partir de extratos extracelulares
de Phanerochaete chrysosporium (PchNPs) diminuiu significativamente o teor de &cidos
graxos de Escherichia coli, o que sugere uma perda da integridade da membrana. Além disso,
NPs biogénicas exibiram atividade de interrupcdo do biofilme e erradicacdo
de biofilmes de E. coli e Candida albicans em uma concentragéo de 3,0x10 2 nM (ESTEVEZ
etal., 2020).
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Singh et al. (2018) investigaram a produgdo e acdo antibacteriana de
nanoparticulas obtidas a partir de extratos de rizoma de Rhodiola rosea contra Pseudomonas
aeruginosa e E. coli no intervalo de concentracdo de 1,6 — 200 pg/ml. As nanoparticulas
inibiram a formacéo de biofilme em P. aeruginosa e E. coli em concentragfes menores do que
a concentracdo inibitéria minima (MIC). A inibicdo significativa na formagdo de biofilme
observada foi de 6,25 pg/ml para AgNPs e 12,5 pg/ml para AuNPs. Esses resultados sugerem
que o uso de extratos de rizoma da planta medicinal R. rosea representa uma alternativa viavel

para a producdo de nanoparticulas verdes com efeitos anti-biofilme.

2.9.3 Acdo das AgNPS

As nanoparticulas de prata (AgNPs) estdo emergindo como as principais
nanoparticulas devido a sua propriedade antimicrobiana Unica. Essas nanoparticulas séo
eficazes contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo

varias bactérias multirresistentes (ARYA et al., 2019).

AgNPs podem se ancorar na parede celular bacteriana e, consequentemente, infiltrar-se
nela (Figura 6A). Essa acdo causara alteracdes fisicas na membrana bacteriana, como o dano a
membrana, que pode levar ao vazamento do contetdo celular e morte bacteriana (SEONG &
LEE, 2017).

A atividade antibacteriana das AgNPs em bactérias Gram-negativas é mais evidente do
que em bactérias Gram-positivas. Essa diferenca pode ser explicada pelas caracteristicas
estruturais da parede celular de bactérias Gram-positivas (30 nm) e bactérias Gram-negativas
(3-4 nm), as quais sdo compostas principalmente por peptidoglicano (CHATTERJEE et al.,
2015).

A atividade antibacteriana pode ser aumentada alterando a carga superficial de AgNPs
para alcangar uma forca de atracdo mais forte (Figura 6C). Diferencas nos valores de potencial
zeta entre as bactérias e AgNPs pode desencadear uma melhor internalizagéo das particulas. A
carga positiva confere atracdo eletrostatica entre as AgNPs e carrega negativamente a
membrana celular dos microrganismos, facilitando assim a fixacdo de AgNPs nas membranas
celulares (ABBASZADEGAN et al., 2015; MANDAL et al., 2015). AgNPs podem causar a
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morte bacteriana pela producdo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies de radicais livres (Figura 6B), tais como peroxido de hidrogénio, anion superéxido,

radical hidroxila, acido hipocloroso e oxigénio (QUINTEROS et al., 2016).

Figura 6 - Mecanismos antibacterianos de AgNPs.
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AgNPs menores possuem uma maior area de superficie em contato com as células
bacterianas e podem atingir o citoplasma com mais frequéncia do que as nanoparticulas maiores
(Figura 6B). No citoplasma, podem interagir com proteinas, lipidios e DNA levando a
disfuncdo bacteriana e morte. A interagdo do AgNP com os ribossomos leva a sua desnaturagéo,

causando a inibicdo da traducdo e da sintese de proteinas (QING et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade inibitoria e bactericida de nanoparticulas de prata e de extratos de
prépolis obtidos por diferentes metodologias sobre C. pseudotuberculosis, bem como suas

capacidades de inibicdo de formacéo de biofilme e disrupcao de biofilme formado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a formacdo de biofilme em cepas referéncias e isolados clinicos de C.
pseudotuberculosis;

b) Determinar a atividade antibiofilme de extrato etandlico de prépolis verde, extrato
supercritico de prépolis vermelha e nanoparticulas de prata em biofilmes consolidados
de C. pseudotuberculosis;

c) Avaliar a capacidade de interferéncia de extrato etanolico de propolis verde, extrato
supercritico de propolis vermelha e nanoparticulas de prata na formacao de biofilme por
C. pseudotuberculosis;

d) Avaliar a morfologia e acdo antibiofilme de nanoparticulas de prata através da

microscopia eletrdnica de varredura.
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4 HIPOTESE

Extratos de prdpolis e nanoparticulas de prata biogénicas tem atividade de inibicdo de
formagcéo e disrupcdo de biofilmes de C. pseudotuberculosis.
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Propolis: types, composition, biological activities, and
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Abstract

Propolis is a resinows substance composed of a mixture of different plant parts and molecules secreted by bees. Chemically, it
iz defined as a complex matrix containing biologically active molecules with antibacterial, antifungal, antiviral, antiparasitic,
hepatoprotective, and immunomodulatory activities. It is widely employed in cosmetic formulations and ceutical
products and is one of the most widely used natural products. Howewer, the effects and strength of these biological activities
depend on the chemical profile and composition of each propaolis type. This compaosition is associsted with the diversity
of local flora; the place and period of collection, and the genetics of the bees. In this context, the chjective of this review
was to investigate the biological, chemical, and microbiclogical properties of propolis. & technological prospection was also
performed on patents for products designed to be used in animal health. Our investigation shows that the literature contains
diverse studies dedicated to comparing and describing the composition and therapeutic properties of propolis. These studies
demonstrate the potential biclogical use of propolis in weterinary medidine; showing the applications of propelis extracts in
different formulations. However; there are a low number of propolis-based veterinary products with a registered patent. Theas,

the development of products based on propolis is a promising market to be exploited.

© 2019 Society of Chemical Industry

Keywords: Apis meliifers; antimicrobial drugs; propaolis; intellectual property: patent prospection; phytotherapeutics
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INTRODUCTION

The global market for plant-derived products is estimated to
be US583 bilion per year and is an expanding field.! The World
Health Organization' estimates that betwesn 70% and 95% of
thee developing countries population use netural produects as
a therapeutic altemative. The development of new products
from natwral ooigins i encouraged as ondy 15% of appro-
mately 200000 plant species around the world heve had thedr
pharmacological potentisl evaluated.? Most commercial medi-
cal compounds are derived from plant species, and research in
thizs ares shows enommous potential for the discovery of new
compounds.”

Propolis = a balsamic and resincus product with a complex
and variable chemical compasiticn, and it s considered to be a
matrix with high biotechnological potential ¥arous studies have
shown different biological propertes of propolis extracts, such as
antiawidant,? antimicrobial,® antiviral® sntipsrasitic,” antibumar®
immunomedulatory” anti-inflammatory,'” and hepatoprotective
properties.”” This range of biological properties suggests its poten-
tial far its application in the development of products for use in
human and animal health,' ™

Brazilisn propalis is highly valsed in the intemational market
due to its beneficial effects on health and it s increasingly gaining
commercial importance'*'* Several researchers have slready

investigated the chemical composstion and biological properties
of different kinds of propaoliz. In this context, this revies identifies
recent studies assewsing the wse, bictechnological potential, and
benefits of propaolis in veterinary medicine and desoribes the main
potential markets and technological evolution of propolis-based
prodwcts by camying out a pospective study on pabent
datsbamms,
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METHODOLOGICAL ASPECTS

Information gathering was performed from scientific papers and
the patent data bank. Scientific papers and patents related to
propolis and veterinary medicine were selected, and the informa-
tion was organized in a text and tables format. Patents were ana-
lyzed using the following criteria: application area, filing date, and
country of origin.

Database search for scientific reports

Scientific report searches were performed using the following
databases: Science Direct, Wiley Online Library, PLOS One, and
Scientific Electronic Library Online (Scielo), using a keyword com-
bination covering the proposed theme of this review (propolis,
veterinary medicine, animal health, animal model, fungi, bacteria,
neoplasia, antioxidant, wound healing, and inflammation). Fapers
with descriptions of the biclogical properties and chemical com-
positicn of propolis extracts, or that demaonstrated some potential
application in veterinary medicine products were included in this
review.

Database search for patent data

The search for patent documents of products containing propolis
or its formulation was performed using the Thomson Innovation©
tool through the "Smart Search-Topic® option. The keywiords used
to Alter documents in the databases were propaolis, animals, formu-
lations, veterinary, cytotoxic, antimicrobial, activity, antioxidant,
pharmaceutical therapeutic, and medicine. The search was limited
tothe presence of the listed keywords in the tiles and / orabstracts
of the documents from the selected databases.

Graphical images were obtained using the Thomson
Innowation® platform. Data gathering was performed in Septem-
ber 2018. The World Intellectual Property Organization (WIPQ)
determines whether patent applications, in general, are published
18 months after the filing date. Thus, the patents accessed in this
study had documents submitted 18 months before September
2018

Analysis of the patent documents was performed by separating
documents by year of deposit, inventors and applicants, country
of origin, and the Patent Cooperation Treaty (FCT) code. The PCTis
part of the Intemnational Patent System and helps applicants obtain
international protection for their inventions.™ In this review, the
term ‘patent document’ includes both submitted and granted
patents. The relevant information found in each document was
extracted and discussed in this review.

PROPOLIS

Definition and historic use of propolis

Propolis is @ resinous substance that has a wawxy aspect and is
produced by bees (4pis mallifera) using different plant exudates”
Propolis production begins with bees breaking off parts of plants
with their mandibles to obtain the plant resin. After this, bees
manipulate this resin with their forelegs and pack it in the hind
legs."® Once in the hive, the resin is mixed with bees’ saliva and is
partially hydrolyzed by its enzymes "1 Propolis is then cemented
in the hives and mixed with beeswax'® This complex compound
is then used by bees to protect them against other insects and
microorganisms and to repair hives. ™ Indeed, the word propaolis
originates from Greek ('pro’ - in front” ar 'in the entrance’, and
‘polis” - ‘community” or ‘city’), in reference to its main function in
hive protection.?>® Because of this process, raw propolis consists

wileyonlinelibrary.com/jsfa
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of 50% to 60% resins and balsams, 20% to 40% of beeswax, and 5%
to 10% of essential oils. 22528

For centuries, humanity has noted the production of propalis by
bees and has leamed to use this resinous substance *® Egyptians,
Greeks, and Romans reported the biological properties of propolis
for lesion hezling and corpse embalming® Aristotle, Pliny, and
Galen described some of the medicinal properties of propolis
and its use as an antiseptic and wound-healing agent. In the
medieval period, propolis was mainly used by Arabian physidans.
New World civilizations, such as the Incas, used propolis as an
antipyretic. Since the 18th century, the London pharmacopeia
has listed propelis as an official drug. Between, the 17th and
Z20th centuries, propalis became very popular in Europe due to its
antibacterial activity. During the Second World War, propolis was
used as an antimicrobial and anti-inflammatory agent.183132

This resinous matrix is actually used in cosmetics, food, and
pharmaceutical product formulations, and it is one of the more
widaly known and used natural products®** Propolis can be
found in capsules, mouthwash, lotions, throat pastilles, and in
wax-free products to improve manipulation and use.®

Recently, considering the veterinary medicine field, propolis has
been used in many different applications, such as a cicatrizing
promoter in horses®™® and dogs, ¥ to enhance the total digestibility
of dry matter in dairy cows’ rumen,® to inhibit the growth of
buffale rumen's dliate protozoas™* to increase milk quality of
cows as a food supplementation, ¥ and to protect mammary
bovine epithelial cells against pathogens® This varied list of
propolis applications supports its classification as a functional
food, not only for humans but alsofor animals, and justifies its high
commercial value.

Propolis types
In Brazil, 14 types of propaolis are described and classified accord-
ing to their botanic origin, physical - chemical properties, and geo-
graphic localization.*** The main botanic source of green propo-
lis is Bacchanis drocunculifolic DC, popularly known as ‘wild rose-
mary’, @ plant from the Asteraceae family. Apiz mellifera africanized
bees are described as capable of fragmenting and manipulating
sprouts and leaves of wild rosemary, obtaining a green resinous
substance as the final product. ¥

Brown propolis is found in sewveral Brazilian and Cuban
regions. ™ |ts botanic source is highly variable, originating
from Luehea sp. (Malvaceae), Piptadenia falcate Benth [Fabaceae),
Tabebwia spp. (Bignoniaceas), Tabebuia coraiba (Mart) Bureau
(Bignoniaceae), Vernonia spp. (Asteraceas), and Cecropia pachys-
tachya Trécul (Urticaceas).®

Red propolis was recently discovered in northeastern Brazil
and has also been reported in Cuba 5% Mexico® China®" and
Venezuela ® Bees collect red resinous exudates at the surface and
the branch orifice of Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Fabaceae).
Red propelis is found in bee hives localized in evergreen and
woody shrubs nearthe sea shore and river banks in Bahia, Sergipe,
Alagoas, Penambuco, and Paraiba Brazilian states™ Another
colored propolis type, yellow propolis, is found in Brazil ¥4
Cuban yellow propolis was classified according to its secondary
metabolites.s®

The high diversity of propalis types found in Brazil has resultedin
a large number of scientific reports written by Brazilian researchers
on the compasition and biological activities of propolis, as will
be seen throughout this review. Therefore, it is expected that the
easier access that Brazilian researchers have to different propolis

1 5ciFood Agric 2020: 100- 13601382
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Table 1. Some phenolic compounds found in different propolis types and their main assodated biological activities
Maolecule Propalis type Geographical origin Biolagical action Referance
1,1-dimethylallylcaffaata (DMAC) EEP Italy Anticcdant 75
2 2-dimethyl-5-carboxyethenyl-2H-1-benzopyran EEP Bragzil Anti-irypanosomal 75
Antibacterial
3-{#-hydroxy-3-{oxo-butanyl) - phemylacrylic acid Antibacterial
3 5-diphenyl-#-hydrocycinnamic acid derivate 4 Anti-trypanosomal
p-Coumaric ackd EEP Brazil Antibacterial 76
Anticancer 7
EE-GP: DichloromethaneFr  Brazil Antifungal &3
Artepillin C MEP Brazil Antizadant 78
Cafffieic acid EEP Brazil Antibacterial 76
Anti-irypanosomal
Anticancer 7
EE-GF, Dichloromethane-Fr Antifungal ]
EEP Italy Antizadant 75
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) EEP lzly Anticadant 75
MEP Moo Anti-Giardia lambiio 7
EE-GP: Dichloromethane-Fr  Brazil Antifungal 62
Dicaffeoylquilnic 0d 3 EEP Brazil Anti-trypanosomal 76
Antibacterial
Dihyydrocinnamic acid EEP Erazil Anticancer 7
Feruric acid EE-GP: DichloromethaneFr  Brazil Antifunigal 63
Isoliquiritigenin EE-RP Brazil Antifungal &3
Monocaffecylquinic acid 2 EEP Brazil Antibacterial 7
EE, ethanolic extract; EEP ethanolic extract of propolis; GP, green propolis; MEP, methanolic extract of propolis; RP red propolis.
Table 2. Some flavonoids found in different propolis types and their main associated biclogical activitias
Maolecule Propolis type Geographical origin Biokogical action Referznce
Apigenin EEP Iealy Antiowidant 75
Chirysin EEP Itaky Antioxidant 75
Formononetin EE-RP Brail Antifungal &3
a0
Hesperetin MEP Mexico Anti-Giardia lambia 7%
Kaampfarol EEP Iealy Antiowidant 75
EE-ZP: Dichloromethana-Fr Brail Antifungal &3
Medicanpin EE-RP; Hex-Fr Brazil Antifundgal =5
Maringenin EEP Itaky Anticwidant 75
MEP Mexico Anti-Giardio lambia 7%
Meowvestiol EE-RP Brazil Antibactarial 81
Anti-inflammatory
Pinocembrin EER Iealy Antiowidant 75
MEP Mexico Anti-Giardia lambia 7
Cuercetin EER Iealy Antiowidant 75
EE-GP: Dichloromethane-Fr Brazil Antifungal &3
Vestitol EE-RP Brail Antibactarial a1
Anti-inflammatory
Antifungal &3

EE, athanolic extract. EEP ethanolic extract of propolis; GP. green propodis; MER methanolic extract of propolis; Hes-Fr, hexane fraction; BR. red propolis.

extract sources may result in various propolis-related scientific

articles and patent applications.

Chemical composition

As propolis is a complex mixture of different molecules, the chemi-
cal analysis of propolis is difficult. Moreower, its compaosition varies

within the flora of each region and according to the time of the

year when the collection is made, and it also depends on the bees
genetic background **¥ For example, it was observed that Brazil-
ian propolis from different regions has different amounts of total

flawonoids and phenclic compounds® An analysis of the phena-
lic and flavonolic content in different propdlis extracts collected

L —
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Table 3. Some molecules from xanthone and terpencid classas founded in different propolis types and their main associated biclogical activities

Maolecule Propolis type Geographical ongin Biological action Referance
Xanthones
1,3, 7-tribydrasy-2, B-di- (3-methylbut-Z-enyl) EEP Nigeria Anti-rypanosomal B2
xanthone
1,3,7-tribydraxy-4 B-di- (3-methylbut-2-2ny)
xanthone
1, 7-ditydrosy-8-{3-methylbut-2-emyl)-3-
{ma mﬁyﬂ;lm]ueﬁnmme ke
Terpenolds
- EmyTin EEP Nigeria Ant-rypanosomal a2
# - amyrin trimethylsilyl ether EE-RP: Hex-Fr Brazil Antifungal 62
Ambonic acid EEP Nigeria Anti-trypanosomal a2
Lugp-20(25)-En-3-Y1 acetate EE-RP; HexFr Brazil Antifungal 65
Mangiferonic acid EEP Migeria Anti-rypanosomal g2

EE, ethanolic extract; EEP, athanolic extract of propolis; Hex-Fr, haxane fraction; AP red propalis.

from East European countries also demonstrated a variation in the
concentration of these molecules.™

Studies on propolis are focused on aquecus and ethano-
lic extracts because they are widely used in thermpeutic
applications®" In general, the propolis content includes 55%
resins and balsams, 30% wax, and 10% pollen®# Propolis is
considerad to comprise some of the most heterogeneous natural
substances, and it has already been identified and / or character-
ized to be composed of more than 300 molecules?® From these
300 components, it the presence of fatty and phenclic acids,
esters, phenclic esters, flavonoids, terpenes, f-steroids, aromatic
aldehydes and alcohols, sesguiterpenes, and naphthalene has
already been identified 24505

Green and red propolis are the most studied types of propolis
and present some differences in their chemical profiles. In green
propolis,'" phenolic compounds, such as p-coumaric acid, phe-
nilic acid, caffeic acid, kasmpfercl, guercetin, and artepillin
C, were identiied®** Green propolis contains sesquiter-
penes as its predominant components and it i a compound
of high interest due to its cytotoxic properties™ Artepillin €
or 3,5-diprenil-3-hydroxicinamic [DHCA) was first isolated® from
green propolis extracts and presents antimicrobial, anticancer, and
antioxidant activities®® Fourteen phenolic compounds have been
described in red propolis, such as isoflavanoids, medicarpin, westi-
tol, formononetin, isoliquiritigenin® and benzophenones. ™"
Recent studies on red propolis have reported the presence of
vitexin and luteclin in its composition.

Erown propolis presents several phenolic compounds, sudch as
nemercsone, 3 polyisoprenylated benzophenane found in the
resin of Clusia roseg (Clusiaceas) flowers. Another compound
found in brown propolis, chlorogenic acid, indicates the use of Cit-
rus (Rutaceae) plants in brown propolis production® Acetophe-
nones and diterpenes have also been identified in brown propolis,
which is found in the Argucaria genus [Araucariaceas)

Regarding yellow propolis, few studies assessing the chemi-
cal composition of this propolis have been performed. Cuban
yellow propolis is rich in triterpenic aloohols, polimetosdlated
flavonoids, lanosterol, germanicol, lupeal, and cydoartenaol aco-
ording to a qualitative and guantitative study performed using
gas chromatography - mass spectrometry (GC-M5).™ Brazilian
yellow propolis has a chemical profile similar to Cuban yellow
propolis. 2574

wileyonlinelibrary.com.jsfa
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Descriptions of the main molecules found in different types
of propolis and their respective biclogical activities are given in
Tables 1.2, and 3. The analysis of the data listed in this table
reinforces propalis as a complex natural product with a variety of
applications in human and veterinary medicine. But it is important
not only to anzlyze the activity of each compound alone, but
also to consider the interactions between them. Indeed, it was
previously seen that the antimicrobial action of propolis should
be evaluated by the interaction between various compounds with
this type of activity® In addition, most of the molecules present
in propolis composition that had its biological activity described
are flavonoids and phenolic compounds, followed by xanthones
and terpenoids, which are extremely stable molecules with a wide
range of biological activities.

BIOLOGICAL ACTIVITIES

Antibacterial properties

The antimicrabial activity of propolis has been described by sev-
eral researchers and is characterized by its bacteriostatic and
bactericidal effects in different bacterial species, induding those
demonstrating resistance to conventional antimicrobial drugs. In
Tables 4 and 5, several studies are listed that reported the sus-
ceptibility or resistance of gram-positive and gram-negative bac-
teria to different propolis extracts. The propolis extracts listed in
these tables have been obtained using different sohvents, such
as ethanol, methanol, and acetates. It is noteworthy that many
of them were cbtained using eco-friendly technologies, such as
supercritical fluid extraction.

The findings listed in Tables 4 and & point to the fact that propo-
lis has a greater antimicrobial effect on gram-positive bacteria
than gram-negative bacteria. This can be concduded because not
only there are more scientific reports with gram-positive bacte-
ria but also because of the lower minimum inhibitory concen-
tration values obtained when different propolis extracts were
tested in susceptibility assays using this type of microorganism. it
should also be noted that most of the studies listed here report
not only bacteriostatic but also bactericidal action, ie. propo-
lis (mainly red and green propolis) i= capable of both inhibit-
ing growth and killing bacteria. This situation is crucial for an
adequate therapeutic approach of infectious disease as the ther-
apeutic agent will b2 able both to inhibit the spread of the

A 5 Food Agric 2000 T00: 13601382
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Tabled. Biclogical activity of different propolis extracts against Gram-positive bacterial species of veterinary interest. AcEQt-Fr — acetate fraction; EE
— ethanolic extract; EEP - ethanolic extract of propolis; Hex-Fr - hexane fraction; MeOH-Fr - methanalic fraction; GP - green propolis; HE - hexanic
extract; MBC — minimal bactericidal concentration; MIC — minimal inhibitory concentration; RP - red propolis.

Geographic Origin

Bacterial Species Propalis Extract Typas

Referance

Biological Activity

Clostridium difficile EEP
Clastridium paraputiificuwm
Clastridium perfringens

Enterocoocus faecalis EEP

Listaria monocytogenes EE-GP

Ruminocooows albus EEP

Ruminococcus figvefadens

Saphylococous aureus EEP

EE-RP

EE-RP: Hex-Fr;
ACED-Fr; MaOH-Fr

EE-GP

HE-GP

SHaphylococous epidermidiz EE-RP: Hex-Fr;

AcEOt-Fr; MeOH-Fr
Strepeococous bowvis EEP

Streptococous mutans EE-RP

South Korea Bacteriostatic E4

Brazil
South Africa

Taiwan

Brazil

South Africa

Bramil

Brasil

Taiwan

Brasil

Brasil

Bramil Bacteniostatic B

Brazil

Brazil Bacteriostatic E1

MIC: 1840 pgiml
Bacteriostatic

MIC: 14700 g/

Bacteriostatic ES
MIC 45 1o 1563 pgdml

Bactericide

MEC: 43 t0 6250 pgfml

Bacteriostatic 17
MIC 20 pg'ml
Bacteriostatic B&
: N
MIC 610 1563 wgfml
Bactericide
MEBC: & to> 6250 pg/mL
Bl
Bacterinstatic
MIC 100 t0 200 wg/mL
Bactericide
MEBC: 200 to 400 pg/mL

—_—
MIC: 256 to 1024 pg/mL

Bacteriostatic 17
MIC: 1010 20 pg/mL

Bacteriostatic &7
MIC: 123 to 359 wg/ml

Eacteriostatic

Bacteriostatic &7
MIC: T8 1o 302 gegfml

MIC: 128 to 1024 pg/mL
Bacteriostatic BS

MIC: 100 to 200 ug/mL
Bactericide
MEC: 100 to 200 ug/ml

ACEOt-Fr - acetate fraction; EE - ethanolic extract; EEP - ethanolic extract of propolis; Hex-Fr - hexane fraction; MeOH-Fr - methanolic fraction;
GP — green propolis; HE — hexanic extract; MBC - mimimal bactericidal concentration; MIC - minimal inhibitory concentration; BP - red propolis.

pathogen and to help the host's immune system ta eliminate the
bacteria.

Antifungal activities

Fropolis use as an alternative therapy against fungi is being con-
sidered as a promising therapeutic approach. There is a low
number of available commercial antifungal drugs, an increase in
the resistance presented by many clinical isolates to these com-
pounds, and there is a significantly high cost associated with the
long treatment and adwverse effects of commercial antifungals 5

Tables & and 7 present information on the antifungal activity
(fungicide or fungistatic) of different propolis extracts in different
non-filamentous and filamentous fungi speciesfrequently isclated
in the weterinary clinical routine, such as Malassezia pachyderma-
tis, Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
guilliermaondii, Candida parapsilosis, Microsporum canis, and oth-
ers. These studies used different types of propolis extraction sol-
vents, such as ethanal 5% dimethyl sulfoxide (DMS0),™ propylene
ghycol® and methanol® As an example of 3 molecule with high
antifungal activity, formononetin, one of the main compounds

150 Food Agric 20000 100: 1369- 1382
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Table 5. Biological activity of different propolis extracts against gram-negative bactarizl species of veterinary interest
Bacterial spacies Propolis extract types Geographic origin Biological activity Referance
Escharichia coli EE-GP Taiwan Bacteriostatic 17
MIC-> 0.540g L-!
Bramil Bacteriostatic BE
EEP Bracil Bacteriostatic 85
South Africa MIC-0.391 to 1563 g L1
Bactericide
MBC: 1563 to=6.250 gL~
South Korea Bacteriostatic B4
MIC: 1.840g L1
Proteus vulgaris EE-RP Brazil Bacteriostatic s
RP AcECHt-Fr Bacteriostatic
MIC-< 1.000gL-"
RP Hex-Fr Bacteriostatic
MIC: 1.000gL"
RPHC-Fr Bacteriostatic
MIC-< 0.200g L-"
Pseudomonas QerupinasT EER Bramil Bacteriostatic 85
South Africa MIC:- 0,195 to 0.7E1 g L1
Bactericide
MBC: 1563 to=6.250 gL
EE-RP: Hex-Fr; Brail Bacteriostatic 80
AcEOR-Fr; MeOH-Fr MIC-0.128 to 1.024g L1
Salmonella typhimurism EEP South Korea Bacteriostatic g4
MIC- 14 700gL-"
Shigells faxnen EE-RP Bracil Bacteriostatic 89
RP AcECt-Fr Bacteriostatic
MIC: < 0100 gL
RP Hex-Fr Bacteriostatic
MIC: < o.10o0g LT
RPCHCl-Fr Bacteriostatic
MIC-0.100g !

AcBOt-Fr, acetate fraction; EE, ethanolic extract; EEP ethanolic extract of propolis; Hex-Fr, hexane fraction; Me0H-Fr, methanolic fraction; GF. green
propoiis; HE, hexanic extract; MBC, minimal bactericidal concentration; MIC, minimal inhibftory concentration; RP red propodis.

from red propalis, "™ was c@pable of inhibiting C albicans, C. trop-
icalis, and Cryptococous neoformans growth in a concentration of
Qo25gL 1 =

As previously seen for bacterial spedies, red and green propo-
lis had both fungistatic and fungicidal actions against different
non-flamentous and filamentous fungi, indicating that prepolis is
active for the control of fungal pathogens with different morpho-
lzgical characteristics. These findings together indicate the pos-
sibility of the development of new antifungal therapies, which
would meet a pent-up demand for new antifungals, associated
with the need to face the increasing development of resistance to
drugs that are currently available commercially.

Wound healing and anti-inflammatory activities
The inflammatory process is complex and presents different mech-
anisms in its acute or chronic phase. Artepillin C is the main com-
ponent of Brazilian green propolis and showed anti-inflammatory
effects in mice®™ and in microglial cells™ Other inflammatory
parameters, such as macrophage and neutrephil recruitment and
THF production, were inhibited after a 4-day treatment with a
green propolis extract rich in caffeic acid esters"™@ An increase
in the macrocytic efficiency was ohserved in mice experimentally
infected with Leishmanio amazonensis after a 30-day treatment
using Brazilian propolis and a nitric oxide donor!®

Artepillin C was described to regulate the activation of the
innate immune system-mediated inflammatory process™® and

wileyonlinelibrary.com.jsfa
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this situation could be observed in microglial cells after
treatment with green propolis ethanolic extracts™ Daily inges-
tion of propolis (6.7 or 20gkg™ diet) significantly decreased
arthritis clinical scores in a murine model™ Propolis daily inges-
tion also decreased the production of the proinflammatory
cytokine, interleukin-17."™ This work shows that propolis is stil
active when orally administered.

Red propolis has neovestitol in its composition, which i able
to inhibit neutrophil migration and leukocyte adhesion during
the inflammatory acute phase!™® In the same study, necvesti-
tol reduced the dinical symptoms of arthritis after a 0.010g
kg~" daily administration. On the other hand, a study on mice
showed that treatment with an ethanolic extract rich in artepillin
C was able to reduce IL-17-producing lymphocytes in the chronic
inflammatary phase!™ Another red propolis compound, for-
monanetin, showed anti-inflammatory activity and inhibited
the inflammation-assodated pain sensation in animal models.!™®
But the mode of action of propolis in inflammation is still to be
elucidated because more studies are needed to verify the dif-
ferent propelis activities in the acute and chronic phases of the
inflammatory process.

Regarding the wound-healing process, mice treated with a
green propolis-based ointment showed a faster reepitheliza-
tion of experimentally induced lesions.™ Thus, propolis-based
therapeutics that can be topically administered can be faced as

promising products for use in veterinary medicine. An example of

1 5ci Food Agric 2020, 100 1360- 1382
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Table 6. Biological activity of different propolis extracts against yeast spacies of weterinary interast

Fungi species

Propolis extract types

Geographic origin

Bickodical activi

Reference

Candida albicans

Candida glstrata

Candida parapsiiosis

Candida spp.

EE-RP

DM50 EP

RP AcEOR-Fr
RP Hax-Fr

BP CHCl - Fr
EE-GP

EE-GP

EE-GP
EE-GP

RP Hex-Fr

GliE-GP

Brazil

Iran

Czech Republic

Brazil

Brazil

[Brazil

Brazil

Brazil

Funagistatic

MIC:a256gL-"

Fungistatic

MIC:op02 gL-?

Funigicida

MFC: nzs0gL-"

Funagistatic

MIC- 0.1202 to 0.5706 g L-*
Fungicide

MFC: 0.4808 to 3.9004g L1

Funagistatic

MIC: oupag g L1

Fungistatic

Fungistatic

MIC: < 0.100g LT

Fungistatic

MIC: < n.400g LT

Fungistatic

MIC: <0.300g L1

Fungistatic

Funagistatic

MIC: a.pDs g L7

Funigicida

MFC: = 0500 gL"

Fungistatic

Fungistatic

MIC: 000 g L1

Funigicida

MFC: 0500 gL

Funagistatic

MIC: @001 gLt

Funigicida

MFC: 0250gL™"

Fungistatic

MIC: 0.003506 to
0007813gL-t

Fungistatic

MIC: 0.007E g L-?

Funigicida

MFC: p2s0gL-"

Funagistatic

MIC: 00076 g L-!

Funigicida

MFC: 0250gL-"

Fungistatic

Fungistatic

Funigistatic

MIC-0.0313 g L~"

Fungicida

MFC: > os00gL-!

Fungistatic

MIC: o.ona g LT

Funigicida

MFC: p2s0gL-"

Fungistatic

MIC o se2sgl-?

Funigistatic and Funigicide

¢

a2

E g

92
a2

150 Feed Agric 2020; 100: 1359-1382
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PPropolis extract types

Geographic origin

Biological activity Referance

EE-GP Eirazil

EE-AP

EE-GP

Cryplococcus mesfonmans EE-RP Erazil
Malassezia pachydermatis

Saccharomyces cerevisiae

EEP Eirazil

ME-RP Eirazil

Funqgistatic 69

MIC: 00313 gL-!

Funagicide

MFC: > 0500gL-1

Fungistatic

MIC: pooz gL-!

Fungicide

MFC:0s00g L

Funagistatic

MIC: 0255 gL

Fungistatic

Fungistatic

MIC: 0255 gL-"

Funqgistatic

MIC: 0.002400gL-1

Irli:-'r_tc_lr of enzymatic
activity

a2
&0

a5

=]

ACEQt-Fr, acetate fraction; DMSO, dimethy

|sulfowide; CHC; -Fr, chioroform fraction; EE, ethanolic extract; EEP ethanolic extract of propolis; Hex-Fr,

hexane fraction; GIE, glycolic extract; GP, green propeolis; HE, hexanic extract; MFC, minimal fungicide concantration; ME, methanclic extraction; MIC,

minimal inhibitory concentration; RP red propolis.

a scientihc appreach that can be conducted in the development of
such products is the study of silver nanopartide-based ointment

for surgical wound healing in small ruminants, with successful
resules.!®

Antitumor activity
The antitumor activity of propolis has been studied widely. Three
propolis types are known to contain different anticancer com-
pounds: caffeic acid phenethyl ester (CAPE), present in propaolis
from Europe, the Far East and New Zealand; arte pillin C, from green
Brazilian propolis,'™@ and benzophencne, found in red Brazilian
propiolis. "™

Angiogenesis is the process of blood-vessel formation and is
crucial for tumor growth. The administration of green propo-
lis with large amounts of caffeic acid showed angiostatic effects
in @ murine model"" Angiogenesis suppression promated by
artepillin C has already been described™ In chicken embryos,
angicgenesis inhibition was also observed® and vasculoge-
nesis regulation was observed after treatment with agueous
and hydro-alcoholic propolis extracts. '™ Ethanolic extracts of red
propolis were also able to exert cytotoxic effects and to induce
apoptosis in different tumoral lines." 131" The polyphenals caffeic
acid and p-coumaric add are frequently found in several propo-
lis extracts**""™* and were capable of inducing apoptosis in human
tongue squamous carcinoma cells.)1®

Fropolis therapy has been considered to be a safe alternative
treatment. Mo toxic effects of green propolis ethanclic extracts,
such as mutagenic activity,"""1"® histopathaological changes in
long-time use,''" and genotoxic potentiaP™" were observed uniil
now. However, more studies with different cell types are nesded to
ensure that the in vivo administration of propolis would not cause

toxic effects in different body tissues.

TECHNOLOGICAL PROSPECTION

Propolis is commonly used in human and animal medicine, cos-
mietic production, and food preservation, and it is 2 high-valued

product. General products that use prepolis in their formulation
were reviewed and a high number of scientific reports (3800 publi-
cations) were observed compared with the number of patent doc-
uments {2884 filad patents)."™ These authors alse observed that
the number of registered patents increased considerably after the
year 2000. The present prospective study analyzed 533 patent doc-
uments of products containing propolis in their formulation with
potential use in veterinary medicine (Fig. 1). Our results showed
that the first patent with this characteristic was filed in 1992 and
that the number of patent filings reached a peak in 2011, In
2001, 2002, 2012, and 2014, a significant number of patent filings
ocourred. However, an irregularity in the filing of patents for veteri-
nary use is observed, which was a situation not observed in patents
filed for propolis-based products for human medicine. ' This situ-
ation can be explained by a more intense focus by researchers and
companies on human health. In this way, the veterinary medicine
field is open to be exploited regarding applications of propaolis.

Figure 7 presents the year of expiration of patent documents
according to the protection period of each country. OF 533
patent documents, the espiration years of 160 patents were
unzble to be determined through our search methodology,
mainly because of the unavailability of data. However, of the
473 patent decument records accessed, 2005, 2017, and 2022
were the years with more loss of ewclusivity rights. Loss of
the exclusivity of product rights generates disadvantages to
patent-filing companies, such as productivity declines in research
and development, increases in commercialization costs, and
decreases in gains. However, loss of exdusivity stimulates the
price reduction of drugs and innovation for the development of
new products.1

The number of patent doouments classified by the country or
international organization of filing was also evaluated {Fig. 3).
These results showed that China possesses the majority of patent
filings, with 198 patents, representing 37% of all the filed patents
analyzed. Propolis consumption arcund the world is estimated
to be 700 to 800 tons per year, and China is considered the
major global propelis producer, followed by Russia and Brazil 1=
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Table 7. Biclogical activity of different propolis extracts against filamentous fungl spacies of vetarinary interast
Gaographic anigin

Fungi species Propolis extract types

Bilogical activity Reference

Aspergillus fumigatus DMS0 EP

Microsporurm comis OMS0 ER
Microsporum gypseum DMS0 EP

Trichophyton mentogropfytes - Brazil

EPP Turkey

EE-GP Brazil

EE-RP

Trichophyton rubrum - Brazil

EP-GP Brazil

EE-RP

EEP Turkey

Trichophyton tonsurans EE-GP Brazil
EE-RP

EE-RP

Central Bohemia and
Czech Republic

(Czech Repubiic

Czech Repubdic

Fungistatic ]
MIC: 0.245gL-1

Fungistatic 20
MIC:0.452gL-1

Fungistatic ]
MIC: D.04ag L1

Antiseptic 97
MIC: 0.0625 to =0500gL-"

MFC: 1.000 0> 2.000g L1

Fungistatic

MIC: 0.0001 to 0.0008 g L~"

Fungistatic

MIC: 0,128 10 1.024gL-!

Fungicide

MFC:0512gL-!

Fungistatic

MIC: 0.016 0 0.12BgL-!

Fungicida

MFC: 0256 t00512gL”"

Antisaptic 97
MIC: 0.00781 to 2.000g "

MFC: 1.000 0 >2.000g L1

Fungistatic k]
MIC: 0.064 W 0512 glL-!

Fungicide

MFC: 1.024gL™"

Fungistatic

MIC: 0.008 t0 0,128 g L-!

Fungicide

MFC:0L12B W0 0256 g L-"

Fungistatic a8
MIC: 0.000025 to 0000 g L

Fungistatic 39
MIC: 0.128 W0 1.024glL-!

Fungicide

MFC: 1.024gL-"

Fungistatic

MIC: 0.032 %0 0.12BgL-!

Fungicide

MFC:0L12E 1o 1.024 g L-"

Fungistatic

MIC:0.016 0 0.128gL-"

Fungicida

MFC:0256t00512gL-"

DMS0, dimethylsulfods; EE, sthanolic extract; EEP ethanolic extract of propolis; GP. green propolis; MFC, minimal fungicide concentration; MIC,

minimal inhibitory concentration; BP red propolis.

This high propolis preduction, associated with the authoriza-
tien of propolis use in human medidne and its inclusion in
the Chinese Pharmacopeia, ™ probably contributes to this Chi-
nese preponderance in patent filings of products containing
propolis.

The country with the second highest number of patents is
the USA, with 101 patents (19%). Howewver, another study!?
found that China, Russia and Japan were the three countries
with the highest number of patent documents for propolis prod-
ucts (not specific for veterinary products). A study chserved
that this high number of American propolis-based products

can be related to the high value and optimal commercial con-
ditions of the biopharmaceutical companies from the USA
Thus, the status of the USA as one of the main patent filing
countries could be esplained by the innovation-related suc-
cess of many American pharmaceutical companies, as a high
number of registered patents were from wealthy companies.’?
Another important factor is the growing pet market in the USA,
because according to the American Pet Products Manufacturers
Association)® 68% of US residences have a pet, which results
in approximately 89.7 millicn cats and 94,8 million dogs in that

country.

150 hood Agric 200; 100 1369-1382
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Fgure 1. Humber of filed patents for propolis-bassd products for use in
animal health, between 1992 and 2017. These data were obtained through
a search with the Smart Search-Topic option of the Thomson Innovation®
tool.

Brazil is one of the pre-eminent propolis producers in the
world, mainly of green and red propaolis, with green propolis as
a product that is very well considered in the Japanese marker.¥
Heowewer, Brazil is not included in the list of the countries with the
highest number of patent filings for products based on propolis
(Fig. 3). This low number of Brazilian patents could be explained
by the absence of a law that regulates innovation, a situation
that lasted until 2004. In this year, a law was promulgated that
established the basis for technical innovation in Brazil (Lei de Ino-
vagao, 10.973/04), and only after this was passed, did the Brazilian
Research Centers create the Techmological Inmovation Mucleus
at Brazilian universities and research centers. It is expected that
this innovation law, in the long-term, will increase the association
between universities, research centers, and companies for the
development of new products, also focusing on the increass in
the number of patznt filings.

n
=

Flgure 3. Number of filed patents for propaolis-based products for use in animal health, according to the cou
documents used in this study were found using the “Smart Search-Topic’ option of the Thomson Innovations

WO - World Intellectual Property Organization.
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Figure 2. Mumber of filed patents for propolis-based products for use in
animal health, according to patent expiration year. All of the documents
usad |nth|ssmdywerefmndmng tha "Smart Search-Topic’ option of the
Thomson Innovations tool. Of the 533 patents documents evaluated, the
axpiration year could not be determined for 160.

An analysis comparing the number of patent documents and
their classification codes showed that the majority of the patent
documents were registered in the AS1KIS644 subclass, which
indudes medicinal preparations containing material or prod-
ucts composed of bees” wax, propolis, royal jelly, and honey
{Fig. 4). The subdass with the second highest number of patents
is represented by patent documents registered with the classi-
fication code AG1P31/04, which contains products with specific
therapeutic activity against bacterial agents. The AG1K35/64 and
ABTkESD0 codes describe medicinal preparations containing
insect products or materials (for example, from bees, wasps, or
fleas) and medicinal preparations with an undetermined con-
stitution containing algae, lichen, fungi, or plant material or
its derivate products, respectively. The antimicrobial action is
the main biclogical activity of propolis included in the animal

@ China (188}
@ United Saates (101)

Franca (6]
Taman [%)
India {4)

£ Ny id)

where the patent was filed. All 533
EP' - European Patent Organization;
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Figure 4. Number of filed patents for propolis-based products for use
in animal health, acoording to its cassfication code. All 533 documents
used in this study were found using the “Smart Search-Topic' option
of the Thomson Innovation® tool. Classification codes comesponded fo:
Ae1K 357644 — medicinal preparations containing materials or reaction
products originated from beeswax, pmpnis royal jelly and honey; AG1P
31/04 - spedific therapeutic activity of chemical compounds or medici-
nal preparations of antibacterial agents; As1K 35/64 - medidnal prepa-
rations containing materials or reaction products from insects; AS1K
36400 — medicinal preparations of undetermined constitwtion containing
miaterial from algae, lichens, fungi or plants; A23L 1730 - foods or food-
stuffs not covered by sub-classes a23b to a23j containing additives for
modifying mstritive qualities; e.g,, vitamins or minarals; their preparation;
Be1K 38185 - medicinal preparations containing growth factors; growth
regulators, neree growth factor (WGF), brain derived neurctrophic factor
(BDNF), ciliary neuratrophic factor {CMTF), glial derived neurctrophic factor
(GDMNF), newrotrophins, (2g, NT-3); A61K 36/48 — medicinal preparations
of undetermined constitution containing material from Fabaceae or Lagu-
minosae, Caesalpiniaceas, Mimosaceae, Papilionaceas; AG1P 1/04 - drugs
for disorders of the alimentary tract or the digestive , such as
ulcers, gastritis or raflux gitis {e.g., antacids, inhibitors of acd
secretion, mucosal protectants); &61P 35/00 - antineoplastic agants; A6 1P
37/04 - drugs for immunologic or allergic disorders, immunosuppres-
sors (e.g., drugs for graft rejection); A23L 1/076 - foods or foodstuffs,
lheu preparation or reatment of products from apiculture (2g., ruyal
nlpclllen] AE1K 9710 - medicinal preparations characterized by spe-
|-_—.I form (dispersions; emulsionsy; AS1P 1714 - drugs for disor-
lhe alimentary tract or the digestive system, prodigestives (e.g.,
audq [ , appetite simulants, antidyspeptics, tonics, antiflatulents);
A61K 36/31 - medicinal preparmuuf undetermined constitution con-
t@ining material from Brassicaceae or Cruciferae je.g, brocooli, cabbage,
or kohlrabil; Ag1P 1/00 - dregs for discrders of the alimentary tract or
the dlge-sn'.'e system; C12N 1420 - microorganisms, compositions, pro-
cesses of propagating, maintzining or preserving microorganisms of oom-
pasitions, processes of preparing or isolating a composition confaining
@ microonganism, culture media therefor of bacteria; AZ3K 1/00 - animal
feedstuffs; A23K 1/16 - animal feedstuffs supplemented with accessory
fiood factors, sslt blocks; and A23L 1/03 - foods or foodstuffs containing
additives.

health research area, including antibiotic'® and antifungal®®
activities.

The prospection results reweal that, although propolis has been
studied widely by many researchers, the number of patents
describing propolis preducts and processes in the animal health
area is very low when compared with the quantity of scientific
reports. This situation points to the fact that the development
of propolis-based products is a field to be exploited. The in viva
and in vitro experimental approaches described here show that
propolis can be used in the development of products and pro-
cesses to be used in several aspects of veterinary medicine, from

the treatment of meoplastic and infectious diseases to surgical
wound management. Limitations, such as the standardization
of the composition of different propalis extracts, new extraction
methodologies using less toxic solvents, and cytotaxicity studies
using different cell types, should be considered in depth in new
scientific reports and in the development of veterinary products.
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Resumo

Atualmente, a maioria das estratégias de remediacdo de biofilme envolve o desenvolvimento
de agentes inibidores da formacdo e disrup¢do do mesmo. Nesse contexto, a prépolis surge
como um agente antibiofilme gracas ao seu alto potencial antibacteriano conferido pelos seus
compostos bioativos. Este estudo objetivou avaliar a atividade antibiofilme de extratos de
prépolis verde e vermelha em C. pseudotuberculosis. Para isso, foram utilizadas quatro cepas
de referéncia e isolados clinicos de C. pseudotuberculosis produtores de biofilme, os quais
foram tratados em sua forma plancténica e de biofilme com diferentes extratos de prépolis. O
extrato etanolico de prépolis verde foi eficaz na disrupcdo do biofilme consolidado de C.
pseudotuberculosis, com maior atividade para a cepa CAPJ4 e os isolados clinicos. A atividade
antimicrobiana em biofilme consolidado do extrato supercritico de propolis vermelha foi
inferior a atividade antimicrobiana do extrato etanélico de propolis verde, porém encontramos
atividade antibiofilme significativa na maior concentracdo testada contra o isolado 96. Os
extratos de propolis foram eficazes em interferir na formacdo de biofilme de C.
pseudotuberculosis, com porcentagem de inibigdo superior a 50% e impedindo a formacdo
incial do biofilme da maioria dos isolados. Em suma, os extratos etandlico de propolis verde e
supercritico de propolis vermelha podem ser considerados como agentes alternativos no
tratamento de biofilme bacteriano, visto que foi capaz de causar disrup¢do e controlar a

formacéo do biofilme de C. pseudotuberculosis.

Palavras-chave: compostos naturais, linfadenite caseosa, extracdo supercritica
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Introducéo

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca crénica e infecciosa que comumente infecta
caprinos e ovinos. A doenca causa inflamacao do nédulo linfatico, resultando na formacao de
material caseoso nos nos ganglios linfaticos superficiais e internos, bem como nos 6rgéos
internos (1). Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etiolégico da LC. Este
microrganismo é um patoégeno intracelular obrigatério, pleomérfico, Gram-positivo e produz
uma potente exotoxina, conhecida como fosfolipase D, que € considerada o principal fator de
viruléncia (2). Acredita-se também que a gravidade desta enfermidade esteja associada a

formacao de biofilme do organismo causador (3).

A formacao de biofilmes microbianos é uma razao importante para o fracasso da terapia
antimicrobiana. Os biofilmes estéo tipicamente envolvidos em infec¢des cronicas persistentes
e representam uma das principais ameagas da medicina moderna (4). Atualmente, a maioria das
estratégias de remediacdo de biofilme envolve o desenvolvimento de agentes inibidores de
biofilme, destinados a prevenir os estagios iniciais da formacdo de biofilme, ou agentes de

dispersdo de biofilme, destinados a interromper a comunidade de células de biofilme (5).

Nesse contexto, a propolis surge como um agente antimicrobiano gragas ao seu alto
potencial biologico conferido pelos seus compostos bioativos, como os compostos fendlicos,
flavonoides, aldeidos e alcoois aromaticos, sesquiterpenos e naftaleno (6,7). Sendo assim, com
este estudo objetivou avaliar a atividade antibiofilme de extratos de prépolis verde e vermelha

em C. pseudotuberculosis.

Material e Métodos

Definigdo dos extratos de propolis para ensaio de determinacao da concentracdo inibitoria
minima de biofiome (MBIC)

A escolha dos extratos de prépolis do presente estudo esta baseada nos resultados da
atividade antibacteriana de extratos etandlicos e supercriticos de propolis vermelha, verde e
marrom em cepas de C. pseudotuberculosis (8). Quando comparada a agdo antibacteriana dos
extratos supercriticos e etandlicos de propolis, o extrato etandlico de propolis verde e o extrato
supercritico de prdpolis vermelha apresentaram melhores atividades antibacterianas contra as

cepas de C. pseudotuberculosis (Tabela Suplementar 1 e Figura Suplementar 1). A partir
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deste resultado, utilizamos os melhores extratos para realizacdo dos testes de concentracdo

inibitéria minima de biofilme e interferéncia na formacéao de biofilme.

Obtencao, processamento e caracterizacdo das amostras de propolis

A obtencgdo, processamento e caracterizacdo das amostras de propolis brasileira do
presente estudo foram descritas por Machado et al. (9). A amostra de prépolis vermelha (RAL)
foi originada do estado de Alagoas, enquanto a amostra de propolis verde (GPR) foi originada
do estado do Parana. Aproximadamente 700-1000g de amostras de propolis foram doadas pela
empresa Apis Nativa Produtos Naturais (Prodapys-Santa Catarina-Brasil), no periodo de julho
a setembro de 2013. As amostras de propolis foram trituradas em um moedor (Cadence-Brasil)
e posteriormente peneiradas (malha 60) para obter uma granulometria adequada
(aproximadamente 0,250 mm), aumentando assim a area superficial, e homogeneizada para
iniciar os processos de extracdo. Os teores de umidade, proteina, contetdo de cinzas, lipidios
totais, contetldo mineral e a quantificacdo da atividade da dgua sdo descritos nas Tabelas 1 e 2.
Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da composicdo quimica dos extratos de prépolis

vermelha e verde.

Tabela 1 - Determinacéo do teor de umidade, solidos totais e cinzas totais de amostras de
prépolis vermelha e verde coletadas em diferentes regifes do Brasil. RAL — propolis

vermelha de Alagoas; GPR — prépolis verde do Parana.

. - i Cinzas Totais
Amostras Umidade (%)  Solidos Totais (%0)

(%0)
RAL 7.03+0.42 92.97+0.42 0.96+0.03
GPR 7.13+0.12 92.87+0.12 3.15+0.03

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9).
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Tabela 2 - Determinacao do teor de proteina bruta, lipidios totais, fibras brutas e atividade
da agua (aw) de amostras de propolis vermelha e verde coletadas em diferentes regides do

Brasil. RAL — prépolis vermelha de Alagoas; GPR — propolis verde do Parana.

Amostras Proteina (%) Lipidios (%) Aw (%) Fibra (%)

RAL 2.30+0.05 66.33+0.01 0.689+0.01 7.66x0.90

GPR 9.98+0.83 48.72+1.29 0.688+0.02 20.89+1.39

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9).

Tabela 3 - Determinacgdo do teor de compostos fendlicos totais (mg EAG/g), flavondides
(mg EQ/q), atividade antioxidante por DPPH (I1Cso) e ABTS (%) dos extratos de diferentes
amostras de prépolis brasileiras obtidas por extracao etandlica (EtOH) e por SFE (SCOy).
RAL SCO2- extrato supercitico de propolis vermelha de Alagoas; GPR EtOH — extrato

etandlico de prépolis verde do Parana.

Compostos fenolicos  Flavonoides ABTS (%)
A . DPPH(I
mostras totais (mg EAG/Q) (mg EQ/g) (ICs0) (Trolox 1 mg.ml?)
RAL SCOz 157.16+0.01 40.65+0.01 183.11+0.31 82.80+3.50
GPR EtOH 179.52+0.01 39.90+0.01 157.39+0.26 89.90+1.80

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9).

Extracéo etandlica de prépolis verde

O extrato de prépolis foi preparado de acordo Machado et al. (9). Foram adicionados 15
ml de etanol (80%) em 2 g de propolis. A extracdo ocorreu em uma temperatura de 70°C durante
30 minutos sob agitagdo constante em uma incubadora Shaker (MA 420 / MARCONI-Brasil),
com rotacdo de 710 x g. Em seguida, centrifugou-se o extrato (Centrifuga SIGMA 2-16 KL) a
8800 x g durante 11 mina 5 ° C. No final da centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para
um recipiente de 50 ml e foram adicionados 10 ml de etanol (80%) ao residuo do tubo, onde a
centrifugacéo foi repetida. Os sobrenadantes foram homogeneizados e mantidos a 50 ° C até

estarem completamente secos. Em seguida, os extratos foram armazenados em tubos cobertos
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com folha de aluminio em condig¢des atmosféricas inertes (N2), a fim de evitar a degradacao do

material.

Metodologia de extracdo de prépolis vermelha com fluido supercritico (co2) utilizando

etanol como co-solvente

A extracdo foi realizada na unidade de Extracdo Supercritica (Supercritical Fluids SFT-
110) do SENAI CIMATEC. A unidade é equipada com bomba para dioxido de carbono liquido,
rotdmetro, cilindro de CO2 (99% de pureza), totalimetro e uma célula de extracdo de 100 mL.
A amostra de propolis vermelha foi extraida a 40°C, presséo de 300 bar, S/ F de 110 (massa de
CO2 [solvente] / massa de propolis [soluto]), 1% de co-solvente (etanol m / m), fluxo de CO2de 6 g

/ min e tempo total de extracdo de aproximadamente 2 h 30 min (9).

Cepas Bacterianas

Para a analise in vitro da susceptibilidade bacteriana aos extratos de propolis, foram
utilizadas quatro cepas de referéncia de C. pseudotuberculosis : a cepa 1002, que é utilizada
como referéncia no projeto do genoma da bactéria (10)e ja teve seu todo genoma sequenciado
(GenBank CP001809.2); a cepa VD57, que é uma cepa altamente virulenta isolada de uma leséo
de LC de caprino (11), que possui genoma sequenciado (GenBank CP009927.1); a cepa N1,
que € uma cepa viscerotrdpica isolada de uma lesdo pulmonar de LC de ovelha (12), com
genoma sequenciado (CP013146); ; e a cepa CAPJ4 (13), que é uma cepa produtora de biofilme
e possui 0 genoma sequenciado (CP026499). Todas as cepas de C. pseudotuberculosis aqui
utilizadas pertencem ao biovar ovis. Também foram adicionados ao experimento isolados

oriundos de amostras caseosas coletadas de ovinos submetidos a exciséo da lesdo de LC (1).

Ensaio de formacéo de biofilme

A andlise semi-quantitativa da producédo de biofilme seguiu a metodologia descrita por
Kalil etal. (1). Isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de Caldo Triptona
de Soja (TSB) e incubados a 37 °C até obtencdo de densidade Optica (DO) de 0.2
(aproximadamente 3 x108 UFC/mL de E. coli) por espectroscopia de absor¢do UV-vis (1 =595
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nm). Em seguida, 200 pL dessa suspensdo bacteriana foram transferidos para microplacas
estéreis e incubados a 37 ° C por 48 h. Apds a incubacéo, o contetdo de cada poco foi aspirado
e os pogos foram lavados duas vezes com 200 uL de PBS 0,01 M pH 7,2. As bactérias que
permaneceram aderidas foram fixadas com 200 pL de metanol e deixadas na incubadora até a
secagem. Os pocos foram entdo corados com 200 puL. de uma solugdo de violeta cristal a 2%
por 5 min e depois lavados com agua destilada. O corante impregnado nas células bacterianas
aderentes foi entdo eluido com 160 pulL de uma solugio de acido acético a 33%. Como controle
negativo para este teste, utilizamos pocos com TSB e sem in6culo. A cepa CAPJ4 de C.
pseudotuberculosis foi utilizada como cepa controle formadora de biofilme. A DO de cada
poco foi medida em um comprimento de onda de 595 nm. Para caracterizar a intensidade de
formacéo do biofilme, foram utilizadas as seguintes equacdes, onde ODI indica a densidade
Optica do isolado e ODNC representa a densidade optica do controle negativo: ODI < ODNC =
nenhum desenvolvimento de biofilme; ODI / ODNC < 2 = formagéo fraca de biofilme; ODI /
ODNC < 4 = capacidade moderada de producdo de biofilme; ODI / ODNC> 4 = forte
capacidade de producéo de biofilme [15].

Determinagéo da concentragdo inibitéria minima em biofilme (MBIC)

O ensaio de agdo antibiofilme dos extratos de propolis seguiu a metodologia de Nostro
et al.(14), com adaptacdes. Os isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de
TSB e incubados a 37 °C por 48 horas. Apos esse periodo, as suspensdes bacterianas foram
padronizadas em caldo TSB com DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm, e 200 pL
destas suspensdes foram transferidas para os pogos das microplacas e incubadas a 37 °C por
48h. Apos a consolidacdo do biofilme, levando em consideracdo concentracfes sub-6timas (1,
2 e 4 mg/mL) obtidas anteriormente em ensaios de concentracao inibitéria minima (MIC) em
C. pseudotuberculosis plancténico, 200uL dos extratos de propolis foram inoculados nos po¢os
com biofilme consolidado. Em seguida, as microplacas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 48 horas. A DO, mensurada em 595 nm, foi determinada logo apos
a adicdo do antimicrobiano (DOOh), em 24h (DO24h) e 48h (DO48h) apds o experimento. A
MBIC foi definida como a concentracdo mais baixa do antimicrobiano em que ndo houve
aumento dependente do tempo no nimero médio de células viaveis do biofilme quando um

tempo de exposicao precoce foi comparado com um tempo de exposicao posterior (15).
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Ensaio de interferéncia na formacgé&o de biofilme

Para avaliar a agdo dos extratos de prdpolis na interferéncia na formacdao de biofilme, os
isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e incubados a 37 °C por
48 horas. ApGs esse periodo, as suspensdes bacterianas foram padronizadas em caldo TSB com
DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 100 pL das suspensdes bacterianas
padronizadas e 100 puL dos extratos de prépolis, em diferentes concentracdes (8, 4, 2 e 1
mg/mL), foram inoculados nos pocos de uma microplaca estéril e incubados a 37 °C por 48
h. O biofilme formado foi detectado ap0s 48 horas e a porcentagem de inibi¢do da producédo do
biofilme foi calculada considerando as suspensdes bacterianas controle que ndo foram

incubadas com extratos (1).

Microscopia Eletronica de Varredura

Os biofilmes consolidados expostos e ndo expostos aos extratos de propolis foram
fixados sequencialmente em dois fixadores: (i) glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4, por 1-2 h, seguido por trés lavagens com 0 mesmo tampéo; (ii) tetroxido
de 6smio 1% em cacodilato de sodio 0,1 M por 1 h em temperatura ambiente, e lavado trés
vezes com tampdo cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,4. Apos a fixacdo, os biofilmes foram
desidratados em concentragOes crescentes de etanol (de 30%, 50%, 70, 90% e alcool absoluto)
e secos em equipamento Ponto Critico Leica CPD 030 com CO2 como meio de transi¢do. Os
biofilmes foram examinados pelo microscopio eletronico de varredura (MEV) JEOL (JSM-
6390LV), operando em 15kV.

Anélise estatistica
A porcentagem de inibicéo do biofilme foi calculada pela seguinte formula (16):

% inibicdo de biofilme= 1 - OD595 de C. pseudotuberculosis tratada com extrato x100

OD 595 de C. pseudotuberculosis ndo tratado

Os dados foram expressos como média + desvio padrao. Os resultados foram analisados
por meio do teste t e anélise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia estatistica de
95% (p < 0,05). O software utilizado para a analise foi o GraphPad Prism 8.
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Resultados

O teste de determinacédo da capacidade de producdo de biofilme (Figura 1) classificou
todas as bactérias como formadoras de biofilme. As cepas 1002, N1 e VD57 foram
caracterizadas como produtoras moderadas de biofilme. A cepa CAPJ4 foi caracterizada como
forte produtora de biofilme, enquanto os isolados clinicos tiveram diferentes comportamentos:
5 em 21 (23,8 %) foram fracas produtoras de biofilme, 15 em 21 (71,4 %) tinham um perfil

moderado de producéo de biofilme, e 1 em 21 (4,8 %) era forte produtora de biofilme.

Os resultados da atividade antibiofilme do extrato etanélico de propolis verde indicam
que houve disrupcdo do biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Foi obsevada uma
diferenca na agéo antibiofilme do extrato nas primeiras 24 horas (p < 0,02) para as cepas 1002
e N1 em comparacdo ao periodo total de avaliagdo de 48 horas. Uma acdo antibiofilme
moderada foi encontrada para a cepa de referéncia para producéo de biofilme CAPJ4 (p < 0,006)
e para os isolados clinicos 06 e 15 (p = 0,009) na concentracdo de 8mg/mL. O extrato foi mais
eficaz na disrupcéo do biofilme do isolado 96 (p < 0,0001) , com reduc¢éo do biofilme igual ou
superior a 65% na concentracdo de 8mg / mL em até 48 horas (Figuras 2 e 3).

Em relagdo aos resultados de inibicdo do extrato supercritico de propolis vermelha
(Figura 4 e 5), ficou evidente que atividade antibiofilme em C. pseudotuberculosis foi inferior
ao extrato etandlico de propolis verde. As porcentagens de inibicdo entre as cepas de referéncia
e os isolados clinicos atingiram no maximo 39 % no microrganismo mais sensivel, o isolado
96. Encontramos também uma atividade antibiofilme significativa (p < 0,03) na concentracéo

de 8 mg/ mL entre todas as concentragdes testadas frente o isolado clinico 15.
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Figura 1. Semi-quantificacdo de biofilme de cepas de referéncia e isolados clinicos de Corynebacterium pseudotuberculosis. A linha tracejada

indica o valor de médio do controle negativo (DOses < 0,116), fraco producédo de biofilme (DOsgs entre 0,116 e 0,232), moderado producéo de

biofilme (DOsgs

independentes.

entre 0,232 e 0,464) e forte producdo de biofilme (DOsgs > 0,464). As barras indicam o desvio padrdo de dois experimentos
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Figura 2. Atividade antibiofilme do extrato etandlico de prépolis verde (GPR EtOH) em
biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4
(D). As barras representam o desvio padrdo de trés experimentos independentes. Os valores
acima das barras representam o valor médio de disrupgéo de biofilme consolidado (%). (%). Os
asteriscos indicam diferencas estatisticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes
concentracOes de extratos de propolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de anéalise
de variancia (one-way ANOVA) e teste t. *p = 0,02; **p < 0,006.
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Figura 3. Atividade antibiofilme do extrato etandlico de proépolis verde (GPR EtOH) em
biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Isolados clinicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96
(H). As barras representam o desvio padrdo da porcentagem de inibigdo dos isolados. Os valores

acima das barras representam o valor médio de disrupcdo de biofilme consolidado (%). Os

asteriscos indicam diferengas estatisticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes

concentracOes de extratos de propolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de analise de
variancia (one-way ANOVA) e teste t. ***p = 0,009; ****p < 0,0001.
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Figura 4. Atividade antibiofilme do extrato supercritico de prépolis vermelha (RAL SCOy)
em biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4
(D). As barras representam o desvio padrdo da porcentagem de inibicdo dos isolados. Os valores
acima das barras representam o valor médio de disrupcdo de biofilme consolidado (%). Os
asteriscos indicam diferengas estatisticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes
concentracOes de extratos de propolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de analise de
variancia (one-way ANOVA) e teste t.
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Figura 4. Atividade antibiofilme do extrato supercritico de propolis vermelha (RAL SCO3)
em biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Isolados clinicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96
(H). As barras representam o desvio padrdo da porcentagem de inibigé&o dos isolados. Os valores
acima das barras representam o valor médio de disrupcdo de biofilme consolidado (%). Os
asteriscos indicam diferencas estatisticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes
concentracOes de extratos de propolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de analise de
variancia (one-way ANOVA) e teste t. *p < 0,03;

O extrato etandlico de propolis verde foi eficaz na interferéncia da formacao de biofilme
de C. pseudotuberculosis, com interferéncia superior a 50% na maioria das cepas de referéncia e

isolados clinicos, exceto para a cepa 1002 (Tabela 4).
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Tabela 4. Interferéncia por extrato etanélico de prépolis verde na formacéo de biofilme de
C. pseudotuberculosis. Os resultados sdo expressos em porcentagem de reducdo de formacéo de

biofilme (%) e desvio padrao, e correspondem a média de trés experimentos independentes.

Concentracéao de extrato etanolico de propolis verde

(mg/mL)

pseu(;f)ﬁ)jbzsciiosis 8 4 2 1
1002 53+ 33 48 +19 60 + 24 48 + 24
N1 44 + 30 46 + 20 45+ 21 30+ 18
VD57 80+ 24 67+ 17 74+ 12 61+ 18
CAPJ4 82 + 16 75+ 20 71+31 53+42
Isolado 05 79+7 76+7 79+9 78+6
Isolado 06 40 + 22 64 + 14 51+24 42 + 27
Isolado 15 74 + 13 84 +10 86 + 8 83+9
Isolado 96 83+7 86+8 86+7 76 + 10

O extrato supercritico de propolis vermelha também mostrou ser eficaz na interferéncia da
formacéo de biofilme de C. pseudotuberculosis com reducdo maior que 50% entre a maioria dos

isolados, exceto para a cepa 1002 (Tabela 5).

A acdo de interferéncia na formacédo de biofilme também é visualizada pela reducéo da
DOsgs dos isolados apos 48 horas sob a¢éo dos extratos de propolis. O extrato etanolico de propolis
verde impediu a formacdo de biofilme entre a maioria dos isolados nas maiores concentragdes
testadas (4, 2 e 1 mg/mL). Entretanto, é possivel observar uma fraca formacéo de biofilme no
isolado clinico 05 em todas as concentracdes. As cepas N1 e CAPJ4 e o isolado 05 formaram um

fraco biofilme nas menores concentracdes de extrato (Figuras 6 e 7).
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Tabela 5. Interferéncia por extrato supercritico de proépolis vermelha na formacédo de
biofilme de C. pseudotuberculosis. Os resultados sdo expressos em porcentagem de reducdo de

formacdo de biofilme (%) e desvio-padrdo, e correspondem a média de trés experimentos

independentes.
Concentracéao de extrato supercritico de propolis
vermelha (mg/mL)

pseuc(:jzft?b(:iciiosis 8 4 2 L
1002 21+ 14 36 + 17 34 +31 48 + 33
N1 49+9 59 + 10 43 + 16 46 + 19
VD57 87+7 80+8 73+3 65+ 17
Cepa CAPJ4 68 +8 80+7 82+9 79+ 17
Isolado 05 77+8 79+8 75+15 73+ 16
Isolado 06 39+ 16 79+ 11 61 +24 74 + 10
Isolado 15 70+ 11 83+7 81+7 75+6
Isolado 96 86 +6 85+5 84 +10 85+ 14

O extrato supercritico de propolis vermelha impediu a formacao de biofilme entre a maioria
dos isolados nas maiores concentracdes testadas (4, 2 e 1 mg/mL) semelhante ao extrato etanolico
verde. Porém, menor acdo antibiofilme do extrato supercritico vermelho foi observada na cepa
1002 em todas as concentragGes. Uma fraca formacdo de biofilme também é observada na cepa

N1 e no isolado 05 na concentracao de 1 mg/mL (Figura 8 e 9).
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Figura 6. Interferéncia na formacéo de biofilme do extrato etanolico de prépolis verde em
cepas referéncias de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 (D).
As barras representam o desvio padrdo da DOsgs. A linha tracejada indica o valor de médio do
controle negativo (DOsgs= 0.136). Os asteriscos indicam diferencas estatisticas entre as celulas
bacterianas ndo tratadas e tratadas com diferentes concentracdes de propolis, analisadas por meio
de andlise de variancia (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,04; *** p < 0,003; **** p <0,0001.
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Figura 7. Interferéncia na formacéo de biofilme do extrato etandlico de propolis verde em
isolados clinicos de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 (D).
As barras representam o desvio padrdo da DOsgs. A linha tracejada indica o valor de médio do
controle negativo (DOsgs= 0.136). Os asteriscos indicam diferengas estatisticas entre as células
bacterianas néo tratadas e tratadas com diferentes concentracdes de prépolis, analisadas por meio
de analise de variancia (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,04; *** p <0,003; **** p <0,0001.
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Figura 8. Interferéncia na formacao de biofilme do extrato supercritico de prépolis vermelha
em cepas referéncia de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4
(D). As barras representam o desvio padrdo da DOsgs. A linha tracejada indica o valor de médio
do controle negativo (DOsgs= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca produtocdo de biofilme
(DOsgs> 0.136) apds o tratamento. Os asteriscos indicam diferencas estatitiscas entre as células
bacterianas ndo tratadas e tratadas com diferentes concentra¢Ges de propolis, analisadas por meio
de analise de variancia (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,02; *** p < 0,005; **** p <0,0001.
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Figura 9. Interferéncia na formacéao de biofilme do extrato supercritico de prépolis vermelha
em isolados clinicos de C. pseudotuberculosis. Isolados clinicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96 (H).
As barras representam o desvio padréo da DOsgs. A linha tracejada indica o valor de médio do
controle negativo (DOsgs= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca producgédo de biofilme
(DOsgs> 0.136) apos o tratamento. Os asteriscos indicam diferencas estatitiscas entre as células
bacterianas ndo tratadas e tratadas com diferentes concentra¢Ges de propolis, analisadas por meio
de analise de variancia (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,02; *** p < 0,005; **** p < 0,0001.

O biofilme de C. pseudotuberculosis cultivado por 48 horas apresentou uma morfologia
celular semelhante as células planctonicas, exibindo formas pleomdrficas, como cocos e

bastonetes, e tamanhos variados (Figura 10A, 10B e 11A). Foi possivel notar a presenca de
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macrocol6nias de biofilme maduro (Figura 11 B), cuja principal caracteristica é a formacdo de

uma matriz exopolissacaridea amorfa.

O efeito dos extratos etandlico de prépolis verde e supercritico de prépolis vermelha em
biofilme consolidado é mostrado nas Figuras 1 e 2. Nenhuma mudanca significativa foi observada
quanto a disrupcdo do biofilme de C. pseudotuberculosis. O biofilme apresentou mudancas
significativa apenas na morfologia, com predominancia de formas de cocos e auséncia de uma
matriz extracelular amorfa que outrora foi encontrado nos biofilmes néo tratados. Alteracdes na
morfologia celular foi obsevada em algumas células bacterianas, que apresentaram aumento de
tamanho e deformidade. Portanto, foi evidente que os extratos de propolis apresentaram atividade

antibiofilme contra os biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis.
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Figura 10. Micrografias representativas de microscopia eletrénica de varredura da estrutura de
biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis ndo expostos (A e B) e expostos ao extrato etanolico

de prépolis verde (C, D.E e F). As setas brancas indicam deformidades celulares.
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Figura 11. Micrografias representativas de microscopia eletronica de varredura da estrutura de
biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis ndo expostos (A e B) e expostos ao extrato
supercritico de propolis vermelha (C, D, E e F). A seta azul indica a presenca da matriz de
exopolissacarideo em uma macrocolonia de biofilme maduro. As setas brancas indicam

deformidades celulares.
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Discussao

Neste estudo investigamos a formacdo de biofilme em superficie abi6tica por cepas de
referéncia e isolados clinicos de C. pseudotuberculosis. Em geral, as caracteristicas bacterianas
que determinam o grau de fixacéo a tais superficies sdo de natureza fisico-quimica (17), tais como
temperatura, pH e forca idnica e mais notadamente a hidrofobicidade, que é determinada pela
composicdo geral da superficie bacteriana (18). De Souza et al. (19) relatam a forte aderéncia da
cepa 1987/1-MDR de C. striatum em superficie do cateter de poliuretano, vidro e em placas de
microtitulacdo de poliestireno de 96 pocos carregada negativamente. Em isolados fecais de
Rhodococcus equi, a glicose parece ser um substrato importante para a formacéo de biofilme em
placas de microtitulagdo de 96 pocos (20), enquanto que em C. pseudotuberculosis, os carboidratos
fornecem a estrutura para biofilmes, permitindo a estratificagdo da populacao bacteriana e a troca

de nutrientes e residuos (3).

Com base em perfis metabol6émicos globais, bactérias com fraca e forte formacdo de
biofilme apresentam-se como dois grupos distintos. Bactérias com fraca formacédo de biofilme
produzem mais metabdlitos do que bactérias com forte producgdo de biofilme. A fraca formacéo
de biofilme produz uma quantidade maior e mais diversa de metabdlitos, indicando atividades
metabolicas enddgenas mais altas (especialmente o metabolismo lipidico), com as bactérias
apresentando uma maior tendéncia de permanecer em seu estado plancténico, de flutuacéo livre,
do que bactérias com forte producéo de biofilme (21). Tais resultados podem justificar os perfis

distintos da producéo de biofilme entre os isolados de C. pseudotuberculosis.

Bactérias com producdes de biofilme de fraca a forte aderéncia podem apresentar fenoétipos
MDR (multirresisténcia) e esta caracteristica pode desempenhar um papel vital nos processos
patolégicos por um longo periodo ao resistir ao efeito dos mecanismos de defesa imunoldgica e
de agentes antimicrobianos (22). A principio, ndo foi possivel observar uma associagdo entre a
formagdo de biofilme dos isolados clinicos do nosso estudo e o caréter crénico da LC, pois ndo
houve diferengas significativas nos parametros clinicos dos animais e nem efeito sobre os niveis

da resposta humoral especifica para C. pseudotuberculosis notados em estudo anterior (1).

Produtos naturais derivados de plantas possuem atividades antimicrobiana e antibiofilme
in vitro. Os principais efeitos antibiofilme de produtos naturais baseiam-se principalmente na
inibicdo da formacdo da matriz exopolimérica, na supressdo da adesdo e fixacdo celular,

interrupgdo da geracgdo de matriz extracelular e diminui¢do da producéo de fatores de viruléncia,
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bloqueando assim a rede quorum sensing e o desenvolvimento do biofilme (23). A prépolis tem
sido alvo de diversos estudos por ser uma fonte promissora de compostos bioativos, como o0s
compostos fendlicos, flavonoides, isoflavonoides, triterpendides, benzofenonas preniladas, acido
caféico, &cido elagico, acido p- cumario, vitexina, luteolina, rutina, quercetina e apigenina, que
conferem principalmente atividades antibacterianas e antifingicas (24). Observamos uma menor
eficacia dos extratos de prdpolis em biofilmes consolidados de algumas cepas de referéncia e
isolados clinicos de C. pseutuberculosis, muito provavelmente porque bactérias em biofilmes séo
inerentemente mais tolerantes ao tratamento antimicrobiano quando comparadas diretamente as
células plancténicas da mesma cepa (5), e as concentra¢des aqui utilizadas paras 0s ensaios se
basearam em valores de MIC obtidos para as células planctonicas.

Diversos estudos descrevem a atividade antibiofilme de extratos de prépolis contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De Marco et al. (25) concluiram que os extratos de
propolis e resina Populos nigra foram capazes de inibir a formacéo de biofilme de P. aeruginosa.
Os extratos etanolicos de prépolis utilizados por Grecka et al. (26) eliminaram efetivamente o
biofilme de S. aureus, bem como as células plancténicas com valores de concentracdo de
erradicacdo de biofilme (MBECso) de até 128 pug / mL. Deve-se considerar que a atividade dos
extratos de propolis em biofilme consolidado pode estar associada as caracteristicas do proprio
microrganismo, principalmente quando o mecanismo de agdo dos extratos esta relacionado a seu
efeito na permeabilidade da membrana celular e rompimento da parede celular. Isto é evidente
quando se observa que a atividade antibacteriana da propolis € maior em bactérias Gram-negativas
do que Gram-positivas devido a estrutura espécie-especifica da membrana externa das bactérias
Gram-negativas e pela produgdo de enzimas hidroliticas que quebram os ingredientes ativos da
propolis (27,28). A maioria das espécies do género Corynebacterium sdo caracterizadas por uma
arquitetura complexa da parede celular, cuja camada externa de acidos micolicos é funcionalmente
equivalente a membrana externa de bactérias Gram-negativas, e na camada superior é encontrado
material de superficie externa composto de polissacarideos, glicolipidios e proteinas livres,

incluindo proteinas da camada S, pili e outras proteinas (29).

De todo modo, nossos resultados sdo promissores, visto que ha um progresso recente em
pesquisas utilizando produtos naturais com o objetivo de enfrentar a resisténcia e tolerancia a
antibidticos, que sdo atuais problemas globais (30). Isso se torna mais evidente quando estudos
recentes, como descrito por Rampacci et al. (31) , demonstrou experimentalmente que o aumento
das concentragdes de MIC (10x) de azitromicina e rifampicina sozinhas e combinadas nao

erradicou o biofilme pré-formado de Rhodococcus equi, enquanto que um isolado resistente a
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rifampicina produziu uma matriz extracelular excepcionalmente abundante. Em biofilme de C.
diphtheriae, todas as cepas aumentaram a formagao de biofilme no vidro ap6s o tratamento com
concentracdes subMICs de eritromicina, enquanto apenas uma cepa aumentou a aderéncia ao vidro
apos o cultivo na presenca de concentracfes subMICs penicilina. Tais resultados indicam que a
formacdo de biofilme induzida por esses antibidticos podem contribuir para o insucesso da terapia
antimicrobiana contra infeccdes por C. diphtheriae (32), o que difere dos nosso dados onde as
concentracfes subinibitoria dos extratos de propolis demonstraram alguma eficacia frente aos

biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis.

Sabe-se que a extracdo com etanol obtém extratos de propolis pobre em cera e ricos em
compostos biologicamente ativos, enquanto que com a extracdo com fluido supercritico, € possivel
obter compostos lipofilicos que, do ponto de vista qualitativo, apresentam uma composicao
diferente de moléculas bioativas em comparacdo com 0s extratos obtidos por técnicas
convencionais (27,33). Entretanto, quando comparamos os dois métodos de extracdo de prépolis,
etandlico e supercritico, ndo observamos diferencas significativas na atividade antibacteriana para

a inibicdo dos biofilmes de C. pseudotuberculosis.

Os extratos de propolis foram mais eficientes na prevencdo a colonizacdo e reducdo da
fixacdo de C. pseudotuberculosis na superficie da microplaca. Tais resultados indicam que os
extratos propolis também podem ser Uteis em estratégias de intervencdo na formacao de biofilme,
as quais tém sido adotadas quando ha resisténcia inerente dos biofilmes consolidados aos agentes
antimicrobianos (34,35). De fato, diversos estudos com extratos de diferentes locais revelam a
capacidade que os extratos de propolis possuem na interferéncia da formacdo de biofilme
bacteriano. O extrato propolis verde brasileira é capaz de inibir o crescimento de biofilme dentéario
de Streptococcus mutans (36), enquanto o extrato de etandélico de prépolis albanesa reduz de forma

significativa (81%) a formacé&o precoce de biofilme de Pseudomonas aeruginosa (37).

Investigamos o mecanismo de acao dos extratos etandlico de prdpolis verde e supercritico
de prépolis contra cepas de C. pseudotuberculosis protegidas por um biofilme maduro. As
micrografias obtidas através do microscopio eletronico de varredura corroboram com os achados
obtidos pelo teste de quantificagdo em microplaca, revelando a capacidade de formacgédo de

biofilme dos isolados bacterianos.

Conforme as imagens de MEV, a sobrevivéncia de bactérias em biofilme pode ser afetada
por diferentes tratamentos com propolis. Quando um biofilme de S. epidermidis € tratado com

extrato etandlico e acetato de etila de prépolis a reducdo da sobrevivéncia € de apenas 10%. Por
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outro lado, a acdo de nanoparticulas de quitosana-propolis reduz a sobrevivéncia em 70%,
resultando em ruptura do biofilme e diminuicdo do numero de bactérias (38). Bryan et al. (39)
observaram que os biofilmes de S. aureus foram mais suscetiveis ao extrato etanélico de propolis
Russa (3% p/v) em comparacdo aos biofilmes de E. coli. Apenas o tratamento de propolis a 20%
p/v resultou em inativagdo completa dos biofilmes bacterianos, indicado que a atividade
antibiofilme é dependente da quantidade extrato. De tal modo, podemos concluir que a
concentracdo maxima utilizada no nosso estudo deve ser considerada como subétima devido a

sobrevivéncia e alteracdes encontradas nos biofilmes de C. pseudotuberculosis.

Concluséao

Observamos que uma atividade antibiofilme dos extratos de prépolis em uma comunidade
microbiana séssil e j& estruturada de cepas de referéncia e isolados clinicos de C.
pseudotuberculosis. Os biofilmes consolidados da cepa de referéncia CAPJ4 e do isolado clinico
96 apresentaram uma maior sensibilidade frente aos extratos etandlico e supercriticos de prépolis.
Os resultados trabalho também indicam que os extratos de prépolis foram mais eficazes como

um agente capaz de interferir na formagéo do biofilme bacteriano de C. pseudotuberculosis.

Embora os estudos de biofilme de C. pseudotuberculosis sejam recentes, acreditamos que
futuras investigacOes através da analise metabolémica e protedmica possam ajudar na elucidagéo
da formacdo e consolidacdo do biofilme, bem como o mecanismo de resisténcia aos

antimicrobianos deste patégeno.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1 -MICs e MBCs de extrato supercritico de propolis vermelha e extratos
etandlicos de propolis vermelha, verde e marrom frente aos isolados de C. pseudotuberculosis

pelo método de microdiluicdo em caldo. Os numeros representam a média de dois experimentos

independentes.
1002 VD57 N1
Amostras Intervalo MIC MBC MIC MBC MIC MBC
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
RAL SCO2 0.016-38 >4 >8 >4 >4 >4 >4
RAL EtOH 0.016-38 >4 >8 >8 > 38 >4 >4
GPREtOH 0.016-8 >2 >4 >8 > 38 >4 >4

BSC EtOH 0.016 -8 >8 >8 > 38 >8 >8 > 8
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Figura Suplementar 1. Atividade antimicrobiana dos extratos etandlico e supercritico de
propolis vermelha, verde e marrom sobre C. pseudotuberculosis, cepa 1002 (A), N1 (B) e
VD57 (C). Os resultados sdo expressos como médias de dois experimentos diferentes cada.
*Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 no de Wilcoxon signed-rank quando comparados
0 extrato de propolis marrom e todos os extratos testados, e ** Diferenca estatistica significativa

com p < 0,05 entre os extratos de prépolis vermelha supercritica e verde etandlica.
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Resumo

C. pseudotuberculosis € um patdégeno gram-positivo intracelular facultativo que tem grande
importancia veterinaria por causar a linfadenite caseosa (LC) em pequenos ruminantes. A LC é
uma doenca cronica caracterizada pelo desenvolvimento de granulomas encapsulados em
linfonodos superficiais e viscerais, cujo tratamento clinico é geralmente refratario a terapia
antibidtica. Um importante fator de viruléncia do género Corynebacterium é a capacidade de
producdo de biofilme, entretanto pouco se sabe sobre a producdo de biofilme em
C. pseudotuberculosis e resisténcia a antimicrobianos. As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo
consideradas promissores agentes antimicrobianos, que oferecem varias vantagens, tais como a
atividade de amplo espectro, menor potencial de inducéo de resisténcia e atividade antibiofilme.
Diante disso, este estudo objetivou avaliar a acdo antibacteriana de AgNPs em
C. pseudotuberculosis, por meio da determinacdo de concentracdo inibitéria minima (MIC),
concentracdo minima bactericida (MBC), acdo de antibiofilme e visualizacdo da moforlogia de
biofilme tratado e ndo tratado através da microscopia eletrénica de varredura. Encontramos
diferencas entre cepas de referéncia e isolados clinicos de C. pseudotuberculosis na capacidade de
formacdo biofilme e na resposta ap6s exposicdo as AgNPs. A solucédo coloidal de AgNP reduziu
de forma significativa os biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis em todas as
concentracOes testadas. As AgNPs agiram durante 48h em C. pseudotuberculosis controlando a
mudanca entre a forma plancténica e séssil, impedindo a fixacéo e colonizacdo do biofilme em
microplaca. As imagens da microscopia eletrénica de varredura mostraram uma ac¢ao de AgNP na
superficie de biofilmes consolidados. Os resultados do estudo demonstram o potencial das AgNPs

para atuar como agentes antibiofilme em C. pseudotuberculosis.

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, linfadenite caseosa, nanotecnologia, pequenos

ruminantes
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Introducéo

C. pseudotuberculosis € um patdgeno gram-positivo intracelular facultativo que tem grande
importancia veterinaria por causar a linfadenite caseosa (CL) em pequenos ruminantes (Windsor
et al.,, 2016). A CL é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de granulomas
encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos 6rgédos (Oreiby et
al., 2014). Sendo o C. pseudotuberculosis um agente zoonético, é importante considerar a CL
como um problema de satde publica, com casos relatados na literatura cientifica de infeccdo em

humanos em diversos paises (Bastos et al., 2012)

O tratamento clinico da LC € geralmente refratario a terapia antibiotica, provavelmente
devido a espessa capsula formada em torno das lesfes tipicas e a natureza espessa e caseosa do
contetdo contido dentro da capsula. Também, os antibiéticos eliminam apenas o patégeno das
lesGes superficiais, mas ainda podem existir lesdes e/ou abcessos internos (Williamson, 2001;
Fontaine & Baird, 2008).

Um importante fator de viruléncia do género Corynebacterium é a capacidade de producéo
de biofilme (Guedes et al., 2015). Essa estrutura € um agregado de microcoldnias envoltas por uma
matriz de polissacarideos, formando comunidades organizadas que permitem a comunicagéo entre
si, aderindo a qualquer superficie bioldgica, o que poderia explicar parte da resisténcia a agdo dos
antimicrobianos (Vesthy et al., 2020) e biocidas (Sa et al., 2013)

Atualmente, hd uma necessidade urgente de buscar novas alternativas para o tratamento e
controle de doencas infecciosas, e as nanoparticulas de prata (AgNPs) estdo sendo consideradas
como promissores agentes antimicrobianos, que oferecem varias vantagens, como a atividade de
amplo espectro e menor potencial de inducdo de resisténcia (Tabaran et al., 2020). Diante disso,
com este estudo objetivou avaliar a acao antibacteriana e antibiofilme de AgNPs em cepas de

referéncia e isolados clinicos de C. pseudotuberculosis.

Materiais e métodos
Sintese biogénica de AgNP

A sintese dos AgNPs foi realizada seguindo o procedimento descrito por Ballottin et
al. (2017). Resumidamente, o fungo Fusarium oxysporum foi cultivado em um meio de cultura

solido consistindo em 0,5% de extrato de levedura, 2% de malte, 2% de agar e agua destilada, e
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mantido a 28 °C por uma semana. Ap0s o crescimento, agua destilada esterilizada foi adicionada
a cultura sob agitacdo constante até atingir a concentracdo protéica de 0,1 g/mL e mantida sob
agitacdo por 72 horas. Uma filtracdo a vacuo foi realizada e entdo 0,01 mol/L de AgNOs foi
adicionado ao sobrenadante. A solucdo foi mantida a 28 °C e selada com folha de aluminio até a
formacdo das nanoparticulas. As AgNPs foram caracterizadas e apresentaram tamanhos de 28,0 +
13,1 nm, polidispersidade de 0,231, potencial zeta de -31,7 £ 2,8 mV e formato esférico (Stanisic
etal., 2018).

Cepas bacterianas

Para aanalise in vitro da suscetibilidade bacteriana aos AgNPs, foram utilizadas
quatro cepas de referéncia de C. pseudotuberculosis: a cepa 1002, que € utilizada como referéncia
no projeto do genoma da bactéria (Mariano et al., 2016) e ja teve seu genoma sequenciado
(GenBank CP001809.2); a cepa N1, que é uma cepa viscerotropica isolada de uma lesdo pulmonar
de LC de ovelha (Loureiro et al., 2016) que possui 0 genoma sequenciado (CP013146); acepa T1,
que é uma cepa atenuada usada como modelo de vacina (Moura-Costa et al., 2008), e possuli
genoma sequenciado (GenBank CP015100.1); e a cepa CAPJ4 (Sa et al., 2018), que é uma cepa
produtora de biofilme e possui 0 genoma sequenciado (CP026499). Todas as cepas de C.
pseudotuberculosis aqui utilizadas pertencem ao biovar ovis. Também foram adicionados ao
experimento isolados clinicos oriundos de amostras caseosas coletadas de ovinos submetidos a
excisdo da lesdo de LC (Kalil et al., 2019).

Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM) e concentracgdo bactericida

minima de cepas de referéncia e isolados clinicos de C. pseudotuberculosis

A metodologia de microdiluicdo em caldo foi realizada de acordo com Norman et
al. (2014), com modificagdes. A solugdo de AgNP foi diluida em agua milli-Q estéril em
concentracfes variando de 0,01 a 5 mg/mL. As cepas foram inoculadas em caldo brain heart
infusion - BHI (HIMEDIA, Mumbai, india) - acrescido de Tween 80 0,1% por 24 h antes do
ensaio. Apoés a incubagdo, as cepas foram diluidas em 2 x BHI para atingir uma densidade Optica
de 0,08-0,10 a 600 nm, que contém aproximadamente 3 x 10°UFC/mL da
bactéria. Posteriormente, essas suspensdes foram diluidas em caldo BHI para obter a concentracéo
de 1 x 108 UFC/mL. Apés a dilui¢do, 100 uL do inéculo e 100 pL da solugio coloidal AgNP foram
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inoculados em microplaca de 96 pocos. Em seguida, as microplacas foram entdo incubadas durante
48 ha 37 °C. Dois controles foram usados para cada dilui¢cdo, um positivo (suspensédo bacteriana
sem AgNPs) e um negativo (solucédo coloidal de AgNP sem inoculagéo bacteriana). A analise foi
realizada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 600 nm e foi estabelecida a
concentragdo minima capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano (MICioo). Apés a
determinacéo da MICaio0, 20 puL de cada pogo foi removido e inoculado em placas de agar BHI e
incubadas por 48 h a 37 °C. A concentracdo bactericida minima (MBCuo00) foi definida como a

concentracdo mais baixa capaz de matar todas as bactérias.

Ensaio de semi-quantificacéo de formacao de biofilme

A analise semiquantitativa da producao de biofilme seguiu a metodologia descrita por Kalil

etal. (2019). C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB)
e incubados a 37 °C até obtencio de densidade 6ptica (DO) de 0,2 (aproximadamente 3 x108
UFC/mL de E. coli) em comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 200 uL. dessa suspensdo
bacteriana foram transferidos para microplacas estéreis e incubados a 37 °C por 48 h. Apds a
incubacdo, o conteddo de cada pogo foi aspirado e os pogos foram lavados duas vezes com 200 pL
de PBS 0,01 M pH 7,2. As bactérias que permaneceram aderidas foram fixadas com 200 pL de
metanol e deixadas na incubadora até a secagem. Os pogos foram entao corados com 200 pL de
uma solucédo de violeta cristal a 2% por 5 min e depois lavados com agua destilada. O corante
impregnado nas células bacterianas aderentes foi entdo eluido com 160 pL de uma solucdo de
acido acético a 33%. Como controle negativo para este teste utilizamos pogos com TSB e sem
inéculo, A cepa CAPJ4 de C. pseudotuberculosis foi utilizada como cepa controle formadora de
biofilme.
A D.O. de cada poco foi medida em um comprimento de onda de 595 nm. Para caracterizar a
intensidade de formacéao do biofilme, foram utilizadas as seguintes equag6es, onde ODI indica a
densidade Optica do isolado e ODNC representa a densidade Optica do controle negativo: ODI <
ODNC = nenhum desenvolvimento de biofilme; ODI / ODNC < 2 = formagdo fraca de
biofilme; ODI / ODNC < 4 = capacidade moderada de producdo de biofilme; ODI / ODNC> 4 =
forte capacidade de producéo de biofilme (Nostro et al., 2007).
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Determinagéo da concentragdo inibitéria minima em biofilme (MBIC)

O ensaio de acdo antibiofilme das AgNPs seguiu a metodologia de Nostro et al. (2007)
com adaptacOes. Os isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e
incubados a 37 °C por 48 horas. Ap0s esse periodo, as suspensdes bacterianas foram padronizadas
em caldo TSB com DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm e 200 pL destas suspensoes
foram transferidas para os po¢os das microplacas e incubadas a 37 °C por 48h. Apds a consolidacao
do biofilme, levando em consideracdo concentracdes 6timas obtidas anteriormente em ensaios de
concentracdo inibitéria minima (MIC) em C. pseudotuberculosis, 200uL da solucdo de AgNP foi
inoculada nos pogos com biofilme consolidado. Em seguida, as microplacas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37 °C por 48 horas. A DO, mensurada em 595nm, foi determinada logo
apos a adicdo do antimicrobiano (DOOh), em 24h (DO24h) e 48h (DO48h) ap0ds o experimento. A
MBIC foi definida como a concentracdo mais baixa do antimicrobiano em que ndo houve aumento
dependente do tempo no nimero médio de células vidveis do biofilme quando um tempo de

exposicao precoce foi comparado com um tempo de exposicao posterior (Macia et al., 2014).

Ensaio de interferéncia na formagé&o do biofilme

Para avaliar a acdo das AgNPs na interferéncia na formacao de biofilme, os isolados de C.
pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e incubados a 37 °C por 48 horas. Apos
esse periodo, as suspensdes bacterianas foram padronizadas em caldo TSB com DO de 0.2 em
comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 100 uL das suspensdes bacterianas padronizadas e
100 pL da solugéo coloidal de AgNP, em diferentes concentragdes (4, 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/mL),
foram inoculados nos pocos de uma microplaca estéril e incubados a 37 °C por 48 h. O biofilme
formado foi detectado ap6s 48 horas e a porcentagem de inibigdo da producdo do biofilme foi
calculada considerando as suspensdes bacterianas controle que ndo foram incubadas com extratos
(Kalil et al., 2019).

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os biofilmes consolidados expostos e ndo expostos a solucdo coloidal de AgNP foram
fixados sequencialmente em dois fixadores: (i) glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio
0,1 M, pH 7,4, por 1-2 h, seguido por trés lavagens com o mesmo tampao; (ii) tetroxido de 6smio
1% em cacodilato de sodio 0,1 M por 1 h em temperatura ambiente, e lavado trés vezes com
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tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Apds a fixacdo, os biofilmes foram desidratados em
concentragles crescentes de etanol (de 30%, 50%, 70, 90% e &lcool absoluto) e secos em
equipamento Ponto Critico Leica CPD 030 com CO2 como meio de transi¢do. Os biofilmes foram
examinados pelo microscopio eletronico de varredura (MEV) JEOL (JSM-6390LV), operando em
15kV.

Andlise estatistica

A porcentagem de inibicdo do biofilme foi calculada pela seguinte formula (Siddique et al. 2020):

% inibicdo de biofilme =1 - OD595 de C. pseudotuberculosis tratada com AgNPs x 100

OD 595 de C. pseudotuberculosis ndo tratado

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Os resultados foram analisados
por meio do teste t e analise de variancia (ANOVA), com nivel de significancia estatistica de 95%
(p < 0,05). O software utilizado para a analise foi o0 GraphPad Prism 8.

Resultados

Detec¢do da formacao de biofilme em microplaca de cultivo

Um total de oito isolados de C. pseudotuberculosis foram utilizados no experimento e
classificados como formadores de biofilme. Para caracterizar a intensidade da formacdo de
biofilme entre as cepas de referéncia, a ODsgs do controle negativo foi de 0.136. As bactérias com
ODsgs entre 0,136 e 0,272 foram consideradas como fracas produtoras de biofilme. Se ODsgs esteve
entre 0,272 e 0,544, C. pseudotuberculosis foi considerado um isolado com moderada producéo
de biofilme e, C. pseudotuberculosis com ODsgs > 0.544 foram caracterizados como fortes
produtores de biofilme pela metodologia descrita por Nostro et al. (2007). Neste experimento, as
cepas 1002 e T1 foram caracterizadas como cepas com baixa producéo de biofilme. As cepas N1,
T1 e CAPJ4, e os isolados clinicos 06 e 96 foram caracterizados como moderados produtores de
biofilme, enquanto os isolados clinicos 05 e 15 foram considerados como fortes produtores de
biofilme (Figura 1).
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Figura 1. Formagcdo de biofilme de cepas de referéncia e isolados clinicos de Corynebacterium
pseudotuberculosis. As barras indicam o desvio padréo. A linha tracejada indica o valor de médio
do controle negativo (DOsgs= 0.136), fraco producdo de biofilme (DOsg¢s> 0.136), moderado
producéo de biofilme (DOsgs > 0.272) e forte producdo de biofilme (DOsgs= 0.544)

Avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana de células planctonica e de biofilme de C.

pseudotuberculosis

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de AgNP contra C. pseudotuberculosis usando a
metodologia de microdiluicdo em caldo demonstrou uma inibi¢do de crescimento da maioria dos
isolados na concentracdo de 0.156 mg/mL, sendo a menor MIC de 0.08 mg/mL. Resultados
semelhantes foram observados entre as cepas de referéncia para a acdo bactericida das AgNPs,
com valores de MBC equivalente a 0.156 mg/mL. As AgNPs tiveram uma menor acao bactericida
entre os isolados clinicos (Tabela 1). Uma curva de MIC foi criada para visualizar a acéo

antibacteriana de AgNP em diferentes concentracgdes (Figura 2 e 3).

A avaliagdo da agdo antibiofilme de AgNP biofilme consolidado foi mensurada em trés
tempos: Oh, 24h e 48h. Apds a adicdo da solucéo coloidal de AgNP nos biofilmes consolidados,
todos as bactérias apresentaram reducdes no biofilme em 24h e 48h nas diferentes concentragdes

testadas. As maiores inibicdes foram observadas nos biofilmes consolidados dos isolados clinicos,
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exceto o isolado 06, e na cepa CAPJ4. Os biofilmes consolidados das cepas 1002, N1, VD57 e T1
foram menos sensiveis a acdo das AgNPs (Figura 4).

Tabela 1 — Perfil de sensibilidade de cepas de referéncia e isolados clinicos de C.
pseudotuberculosis a AgNPs.

Cepade C. MIC1o0 MBCi1oo
pseudotuberculosis (mg/mL) (mg/mL)
1002 0.156 0.156
N1 0.156 0.156
T1 0.156 0.156
CAPJ4 0.08 0.156
Isolado 05 0.312 0.312
Isolado 06 0.156 0.312
Isolado 15 0.08 0.312
Isolado 96 0.156 0.312

O teste de interferéncia na formacao de biofilme em 48 horas de incubagéo constatou que
as AgNPs foram capazes de interferir de forma significativa, com valores de interferéncia superior
a 80% na concentracdo de 4 mg/mL, nas cepas de referéncia N1 e CAPJ4. O percentual de

interferéncia na formac&o do biofilme é mostrado na Tabela 2.
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Figura 2. Curva de inibicdo de crescimento de cepas de referéncias de C. pseudotuberculosis
expostas a diferentes concentracdes de AgNP. Os resultados expressdo a média da inibicdo do
crescimento, em porcentagem, de dois experimentos independentes.
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Figura 3. Curva de inibicao de crescimento de isolados clinicos de C. pseudotuberculosis expostos
a diferentes concentracdes de AgNP. Os resultados expressao a media da inibigdo do crescimento, em
porcentagem, de dois experimentos independentes.
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Figura 4. Atividade de AgNP sobre biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis apos 24 e

48 horas de tratamento. As barras representam o desvio padrdo da porcentagem de inibicdo dos

isolados de resultados de dois experimentos independentes. Os asteriscos indicam diferencas

estatitiscas entre as células bacterianas tratadas com diferentes concentragdes de solucéo coloidal
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de AgNP e em diferentes tempos, analisadas por meio de anélise de variancia (one-way ANOVA)
e teste t. *p < 0,03, **p < 0,005, ***p < 0,0009 e ****p <0,0001.

Tabela 2. Interferéncia de AgNP na formacdo de biofilme de C. pseudotuberculosis. Os
resultados expressam a porcentagem de inibicdo e o desvio-padrdo de formacédo de biofilme apds
48 horas de incubagdo com as AgNPs, sendo médias de dois experimentos independentes, com

seus respectivos desvios padroes.

Cepa de C. Concentracéo de AgNP (mg/mL)
pseudotuberculosis a 2 1 05 0.25

1002 78+ 19 53 +29 49 + 17 68 +20 52+23
N1 86 + 16 65 + 24 48 + 17 59 + 17 68 + 12
T1 75+ 34 84+8 66 + 16 87 +10 62 + 17
CAPJ4 91+11 86 + 12 83+ 10 90 +5 89 +4
Isolado 05 59 +22 71+14 71+8 80+9 79+9
Isolado 06 66 + 29 79+6 59+ 20 79+11 81+8
Isolado 15 73 +18 79+ 12 77+4 89 +4 88 +4
Isolado 96 78+9 83+12 83+7 88+6 87+6

A inibicdo da formacdo de biofilmes por C. pseudotuberculosis pode ser observada pela
reducdo da DOsgs apds 48h. As AgNPs foram capazes de impedir a formacao de biofilme entre as
cepas VD57 e T1 em todas as concentragdes testadas. Uma reducéo na formacéo de biofilme foi

observada em todos os isolados nas concentragdes testadas (Figura 5).
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Figura 5. Interferéncia de AgNP na formacéo de biofilme por C. pseudotuberculosis. As
barras representam o desvio padrdo. A linha tracejada indica o valor de médio do controle
negativo (DOsgs= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca producgéo de biofilme (DOsgs5>
0.136) ap0s o tratamento. Os asteriscos indicam diferencas estatitiscas entre as células bacterianas
ndo tratadas e tratadas com diferentes concentracdes de nanoparticulas, analisadas por meio de
analise de variancia (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,005; *** p < 0,0003; **** p < 0,0001.
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Avaliacao da formacéao de biofilme por MEV

As micrografias de MEV obtidas de biofilmes de C. pseudotuberculosis ndo expostos e
expostos a AgNP sdo mostradas na figura abaixo. Como mostrado na figura 6A e 6B, C.
pseudotuberculosis ndo tratados se apresentaram tipicamente como cocos ou cocobacilos, com

parede celular lisa e integra coberta por uma matriz exopolissacaridica amorfa.

Apo6s a exposicdo a uma solucdo coloidal de AgNP durante 48 horas, a quantidade de
biofilme de C. pseudotuberculosis reduziu de forma significativa, com disrupc¢éo por completo do
biofilme bacteriano, alteragdes na parede celular, grande quantidade de debris e materiais
depositados sobre a superficie bacteriana. Algumas bactérias que se mantiveram intactas
apresentaram vesiculas na superficie (Figura 6F), indicando aumento da permeabilidade da

membrana plasmatica e liberacdo de componentes intracelulares.
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Figura 6. Micrografias representativas de microscopia eletrénica de varredura da estrutura de
biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis ndo expostos (A e B) e expostos a AgNPs (C, D, E e
F). As setas azuis indicam a presenca da matriz de exopolissacarideo em biofilme maduro. As setas
brancas indicam deformidades e debris celulares. As setas verdes apontam para a presenca de

vesiculas na superficie bacteriana.
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Discussao

O presente estudo objetivou avaliar o efeito antibacteriano de AgNP sintetizada a partir do
fungo Fusarium oxysporum (Ballottin et al., 2017). Para uma analise completa da acdo de AgNP
em C. pseudotuberculosis, foram determinados as concentragdes inibitérias minimas, as

concentragOes bactericidas minimas e os efeitos do antimicrobiano em biofilme.

Os resultados do teste de sensibilidade pela metodologia de microdiluigdo em caldo
demonstraram a eficacia de AgNPs em cepas de referéncia e isolados clinicos de C.
pseudotuberculosis. Este resultado estd de acordo com estudos que mostram a atividade
antibacteriana de AgNPs obtidas pelo método de sintese verde contra E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium e S. enteritidis (Loo et al., 2018). Punjabi et al. (2018)
concluiram que as AgNP obtidas pela sintese extracelular a partir de Pseudomonas hibiscicola
apresentaram elevada eficiéncia contra todos 0s microrganimos testados e isolados clinicos
multirresistentes (MDR) de MRSA, VRE, ESBL e M. tuberculosis, com MIC variando entre 0.6-
1.5 mg/mL. Além disso, esses resultados comprovaram o potencial antimicrobiano de AgNP
contra cepas resistentes isoladas de hospitais. Os testes de inibicdo bacteriana também mostram
que a eficacia das AgNPs é dependente do tamanho e da forma, sendo as AgNPs esféricas e de
menor tamanho mais eficientes (Raza et al., 2016), semelhante as nanoparticulas sintentizadas e

utilizadas contra C. pseudotuberculosis no nosso estudo.

Poucos estudos relatam a agédo de antimicrobianos em biofilme de C. pseudotuberculosis.
Sé et al. (2013) analisaram a eficacia de desinfetantes na interferéncia da formacéo de biofilme e
em biofilme consolidado. Nas anélises com biofilme consolidado, os desinfetantes néo tiveram
eficacia. Entretanto, o iodo reduziu a formacdo do biofilme em 33% dos isolados e a amonia
quaternaria evitou que 28% dos isolados formassem biofilme. Este foi o primeiro trabalho que
estudou a acdo de AgNP em biofilme de C. pseudotuberculosis. No entanto, 0s mecanismos
antibiofilmes das nanoparticulas de prata ndo sao totalmente conhecidos, e dependem do tipo de

microrganismo e das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas (Duran et al., 2016).

Os resultados do presente estudo indicaram que os biofilmes consolidados de
C. pseudotuberculosis sofreram acdo de AgNP em diferentes concentragfes, conseguindo a
erradicacdo nas maiores concentracfes testadas. Compostos naturais, como 0S COmMPOStos
extracelulares de fungos podem constituir agentes estabilizadores mais eficazes para prevenir a
agregacdo e aumentar atividade antimicrobiana de AgNPs, aumentado a morte bacteriana em

biofilme e reduzindo a citotoxicidade das nanoparticulas (Liu et al., 2019). De acordo com Estevez
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et al. (2020), a producdo de AgNPs a partir de extratos extracelulares de células de Phanerochaete
chrysosporium (PchNPs) e sua atividade como agentes antimicrobianos e antibiofilmes exibem
atividade de interrupcao e erradicacdo de biofilmes de E. coli e C. albicans. Siddique et al. (2020)
concluiram que a porcentagem de inibicdo de biofilme por AQNP em K. pneumoniae MDR cepa
MF953600 foi de 64% e para a cepa MF953599 foi de 84% na concentragédo de 100 mg/mL.
A producdo de substancia exopolimérica diminuiu apds o tratamento com AgNP, enquanto o
vazamento de proteina celular aumentou devido as taxas mais elevadas de ruptura da membrana

celular por AgNPs

Tamanho, forma, propriedades de superficie e interiores de NPs sdo fatores importantes a
serem considerados no controle de biofilme (Liu et al., 2019). O tamanho das NP € crucial para
sua penetracdo nos biofilmes e deve ndo exceder as dimensdes dos canais de dgua em biofilmes.
Como o tamanho dos canais de agua em biofilmes séo dificeis de estimar, o tamanho ideal de NPs
para acdo em biofilme deve variar entre 5 e 100-200 nm (Peulen & Wilkison, 2011). Em
contrapartida, a baixa sensibilidade de alguns biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis
pode estar relacionada a uma menor difusdo e adsor¢do do antimicrobiano na matriz
exopolimérica, que permitiu apenas o transporte de nutrientes e metabolicos residuais pelos canais
de &gua e dificultou o transporte do antimicrobiano, que provavelmente alcancou apenas as

bactérias presentes na parte externa do biofilme (Koo et al., 2017).

A diferenca de acdo das AgNPs em biofilmes de cepas de referéncia e isolados clinicos
pode ser atribuida a constante manutencdo das cepas de referéncia no laboratério nos meios de
cultivo utilizados nos experimentos. Tal resultado foi semelhante ao estudo realizado por Djais et
al. (2020) na avalicdo do efeito do extrato de prépolis na formacao do biofilme de Streptococcus
mutans. Os autores acreditam que o aumento de DO em isolados de crescimento precoce e tardio
sob acdo do extrato de propolis deve-se a presenca da sacarose e outros polissacarideos presentes
no meio TSB. A sacarose pode ser utilizada por estreptococos orais para produzir polissacarideos
extracelulares em biofilmes dentais. O glucano desempenha um papel na formacdo da placa
dentéria e facilita a fixacdo da bactéria na superficie do dente, e o frutano contribui para a
viruléncia do biofilme, agindo como um sitio de ligacdo para a adesdo de S. mutans (Djais et al.,
2020).

O teste de interferéncia de na formacdo do biofilme é uma das estratégias adotadas para
controlar os estagios de desenvolvimento de biofilme. O objetivo do teste de interferéncia é inibir

a fixacdo inicial de bactérias em superficies formadoras de biofilme, reduzindo assim as chances
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de desenvolvimento de biofilme (Subhadra et al., 2018). Estratégias de controle de formac&o de
biofilme tem sido amplamente utilizada na area biomédica com a utilizagao de cateteres revestidos
de antibioticos (Ramos et al., 2011) ou utilizacdo de materiais com texturas superhidrofobicas
capazes de retardar a adesdo e a producdo de biofilme bacteriano (Falde et al., 2016). A inibicdo
da fixagdo inicial de biofilme por biomateriais também € uma estratégia Util para controle da
formacéo do biofilme. As AgNPs biogénicas do presente estudo mostraram ser eficientes néo
apenas impedindo o crescimento bacteriano, mas reduzindo de forma significativa a formacéo de

biofilme em todos os isolados de C. pseudotuberculosis.

A fixacdo inicial das células as superficies formadoras de biofilme ocorre em média nos
primeiros 2 dias de formacdo do biofilme (Subhara et al., 2018). As AgNPs agiram durante 48h
em C. pseudotuberculosis controlando a mudanca entre a forma plancténica e séssil. Esse controle
de mudanca entre a forma plancténica e séssil foi observada em cocos Gram-positivos por acdo de
pequenas moléculas conhecidas como aril rodaninas (Opperman et al., 2009) e em Vibrio
cholerae por acdo de pequenas moléculas que inibem a inducdo do di-GMP ciclico (Connera et
al., 2017). Saising et al. (2012) descobriram que a galidermina foi capaz de inibir completamente
a formacao de biofilme em concentrac6es de 4-8 ug/mL. Além disso, os niveis de transcricdo dos
genes atl, envolvido na adesdo primaria, e ica, uma adesina intercelular envolvida na producéo de
exopolissacarideo, foram significativamente diminuidos na presenca do
antimicrobiano. Provalvemente, o efeito antibiofilme deve-se a repressdo desses genes. Peptideos
antimicrobianos também sdo conhecidos por interferir na formacdo de biofilme em diferentes
patogenos bacterianos. O peptideo antibiofilme 1018 funcionou bloqueando ppGpp, pequenos
nucleotideos de sinalizacdo conhecido por desempenhar um papel importante na formacao de
biofilme. O tratamento com peptideos preveniu completamente a formacao de biofilme e levou a
erradicacdo de biofilmes maduros em P. aeruginosa, E. coli, Acinetobacter baumannii, K.
pneumoniae, S. aureus resistente & meticilina, S. Typhimurium e Burkholderia cenocepacia
(Fuente-Nufies et al., 2014).

Como confirmacdo da formacdo de biofilme utilizando a placa de cultivo de 96 pocos,
examinamos a formac&o do biofilme por microscopia eletronica de varredura. De acordo com 0s
resultados do ensaio em microplaca, as cepas de C. pseudotuberculosis demonstraram a
capacidade de formacdo de biofilmes maduros. Tais resultados mostram que a formacéo de

biofilme é uma caracteristica existente entre nossas cepas.
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Os biofilmes de C. pseudotuberculosis tratados com AgNP apresentaram severa destruicdo
celular e disrup¢éo do biofilme. A exposi¢cdo a AgNP confere adesdo das nanoparticulas na parede
celular e na membrana, causando alterac6es morfologicas significativas, como encolhimento do
citoplasma, deslocamento da membrana e ruptura celular (Dakal et al., 2016). As imagens de MEV
de biofilme de P. aeruginosa mostraram poucos agregados bacterianos e menos bactérias viaveis
apos 24 horas de exposicdo a nanoparticulas (Mu et al., 2016). A exposicdo de biofilme de S.
aureus a nanoparticulas de Catequina-Cobre por 3 horas danificou drasticamente a forma e o
tamanho das células, com parede celular enrugada e fixacdo de muitos materiais na superficie

bacteriana (Li et al., 2015), tal como encontrado nas nossas imagens.

A formagcdo de vesiculas na superficie celular de C. pseudotuberculosis € consistente com
0 aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica e vazamento de compostos celulares
(Diao et al., 2004). Resultado semelhante foi encontrado por Zhang et al. (2011) apds exposicao
de P. aeruginosa ao 0z6nio. O aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica e a
desestabilizacdo de estruturas celulares e biomoléculas sdo mecanismos de a¢do comuns entre
AgNP e 0zonio (Singh et al 2014, Habash et al., 2015, Dakal et al., 2016).

Encontramos diferencas entre cepas de referéncia e isolados clinicos de
C. pseudotuberculosis na capacidade de formacdo biofilme e na resposta ap0s exposicdo as
AgNPs. Embora os estudos de formacao de biofilme em C. pseudotuberculosis sejam recentes,
futuras investigacOes através da analise metabolémica (Wong et al., 2018) e anélise proteébmica
(Bottagisio et al., 2019) do patégeno crescendo na forma planctonica e séssil ajudardo na
compreensdo da formacdo do biofilme, patogénese e transmissdo da infeccdo por
C. pseudotuberculosis (Sa et al., 2018).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A criacdo de caprinos e ovinos é uma atividade de grande importancia para o Nordeste do
Brasil, contribuindo para o desenvolvimento socioecondémico da regido. Com isso, desenvolver
estratégias para o controle e tratamento da linfadenite caseosa garante melhores condicGes para o

crescimento da producdo animal na regiéo.

Considerando as propriedades antimicrobianas de diferentes tipos de propolis e
nanoparticulas, suas aplicacdes sdo fundamentais no desenvolvimento de estratégias para o
controle da enfermidade e reducdo da resisténcia aos antibiéticos convencionais. Notavelmente,
a pesquisa e a utilizacdo desses agentes antimicrobianos em biofilme sdo altamente relevantes para
a salde animal e para a saude publica, pois varias espécies de bactérias que causam infec¢es em

animais possuem um potencial zoonético.

Em suma, ha necessidade de mais pesquisas de biofilme em C. pseudotuberculosis, uma
vez que os estudos ainda sdo escassos e preliminares. Além disso, é necessario desenvolver
estratégias de prevencdo e tratamento da linfadenite caseosa levando em consideracdo as
caracteristicas do biofilme e sua capacidade de persisténcia no hospedeiro e no meio ambiente,

bem como a prospeccao de novos agentes com potenciais antimicrobianos.
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