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Yu RA. Atividade antimicrobiana e antibiofilme de diferentes extratos naturais
sobre cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii [tese]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos: a) avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos naturais de alecrim, bardana, roméa e cavalinha, sobre oito cepas de
micro-organismos multirresistentes de Acinetobacter baumanii em cultura
planctbnica, verificando a concentragdo inibitéria minima e concentracédo
microbicida minima (CIM e CMM); b) avaliar a atividade antibiofilme dos extratos
gue apresentaram atividade antimicrobiana em cultura planctonica sobre cepas
multirresistentes de A. baumanii no tempo de 5 minutos; c) avaliar a
citotoxicidade das concentragdes mais efetivas dos extratos que apresentaram
atividade antimicrobiana nos testes em cultura planctonica sobre queratindcitos,
em ensaio da atividade mitocondrial celular pelo método MTT, no tempo de 5
minutos. Para a determinacédo da CIM e CMM dos extratos utilizou-se o método
de microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), norma M27-A21 (CLSI, 2002) suplementada por M27-S4 (CLSI, 2012).
Este teste foi realizado sobre 8 cepas clinicas de Acinetobacter baumanii e 4
extratos, perfazendo 32 grupos experimentais (n=8). Os extratos que
apresentaram acao bacteriostatica ou bactericida nos testes anteriores foram
avaliados sobre biofilmes monomicrobianos (8 cepas clinicas de Acinetobacter
baumanii), no tempo de contato de cinco minutos. As concentracdes dos
extratos, que apresentaram acdo anti-biofilme sobre as cepas bacterianas
analisadas, foram submetidas a andlise de citotoxicidade em queratinécitos
humanos. A avaliacdo foi realizada por meio do teste colorimétrico MTT, que
analisou a atividade mitocondrial celular, ap6s contato dos extratos por 5 min.
Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA e Tukey Test,
sendo considerada diferenca estatistica significativa quando p < 0,05. O extrato
de roma apresentou CIM e CMM para todas as cepas analisadas, em quanto o
extrato de alecrim apresentou CIM e CMM para 6 cepas das 8 analisadas, ambos
apresentaram reducdo de biofilme, entretanto, roma foi o que apresentou as
maiores reducdes para a maioria das cepas. O extrato de roma apresentou
viabilidade celular superior a 80% na maioria das concentragdes e o alecrim
apresentou viabilidade celular para 5 concentracfes das 8 analisadas. Com isso
pode-se concluir que o extrato de roma apresentou um melhor resultado
comparado aos outros extratos, pois demonstrou uma significativa atividade
antimicrobiana e antibiofiime e auséncia de toxicidade conforme tempo de
aplicagéo e concentracao utilizada contra as cepas clinicas multirresistentes de
Acinetobacter baumanni, podendo ser considerado potencial agente terapéutico
para o combate destes patdgenos.

Palavras-chave: Micro-organismos multirresistentes. Extratos de plantas.
Acinetobacter baumanni



Yu RA. Antimicrobial activity and antibiofilm of different natural extracts on
multidrug resistant Acinetobacter baumannii strains [doctorate thesis]. Sdo José
dos Campos (SP): S&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

The objective of the present work was: a) to evaluate the antimicrobial activity of
the natural extracts of rosemary, burdock, pomegranate and horsetail on eight
strains of multidrug resistant Acinetobacter baumanii microorganisms in
planktonic culture, verifying the minimum inhibitory concentration and minimum
microbicidal concentration (MIC) and CMM); b) evaluate the antibiofilm activity of
extracts that showed antimicrobial activity in planktonic culture on multi-resistant
strains of A. baumanii within 5 minutes; c) to evaluate the cytotoxicity of the most
effective concentrations of the extracts that showed antimicrobial activity in the
tests in planktonic culture on keratinocytes, in an assay of cellular mitochondrial
activity by the MTT method, in 5 minutes. For the determination of the minimum
inhibitory (MIC) and minimum microbicidal (CMM) concentrations of the extracts,
the broth microdilution method according to the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), standard M27-A21 (CLSI, 2002) supplemented by
M27 was used. -S4 (CLSI, 2012). This test was performed on 8 clinical strains of
Acinetobacter baumanii and 4 extracts, making 32 experimental groups (n = 8).
The extracts that showed bacteriostatic or bactericidal action in the previous tests
were evaluated on monomicrobial biofilms (8 clinical strains of Acinetobacter
baumanii) at contact time of 5 minutes. The concentrations of the extracts, which
showed anti-biofilm action on the bacterial strains analyzed, were submitted to
cytotoxicity analysis in human kerotinocytes. The evaluation was performed by
the MTT colorimetric test, which analyzed the mitochondrial cellular activity, after
contact of the extracts for 5 min. The results were statistically analyzed by
ANOVA and Tukey Test, being considered statistically significant difference when
p < 0.05. Pomegranate extract showed MIC and CMM for all strains analyzed,
while rosemary extract showed MIC and CMM for 6 strains of the 8 analyzed,
both showed reduced biofilm, however, pomegranate was the one that showed
the greatest reductions for most of the strains. Pomegranate extract showed cell
viability greater than 80% in most concentrations and rosemary showed cell
viability for 5 concentrations of the 8 analyzed.Therefore it can be concluded that
the pomegranate extract presented a better result compared to the other extracts,
since it demonstrated a significant antimicrobial and antibiofilm activity and
absence of toxicity according to the time of application and concentration used
against the multidrug-resistant clinical strains of Acinetobacter baumanni, which
can be considered a potential therapeutic agent to combat these pathogens.

Keywords: Multiresistant microorganisms. Plant extracts. Acinetobacter
baumannii.




1 INTRODUCAO

A infeccdo relacionada a assisténcia a salude € mais prevalente em
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), e é considerada um grave problema de
salude publica segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No Brasil,
aproximadamente  10% dos pacientes hospitalizados infectam-se
frequentemente em consequéncia de procedimentos invasivos ou de terapia

imunossupressora (Candido et al., 2012).

A microbiota associada as infeccdes oportunistas e quadros sépticos em
pacientes atendidos em UTIs € complexa e a boca pode desempenhar o papel
de importante reservatorio de micro-organismos oportunistas, em particular os
membros da familia Enterobacteriaceae, Pseusomonas sp., Acinetobacter sp. e
Moraxella sp (Gaetti-Jardim et al., 2011), que apresentam rapida disseminacao
e resisténcia a diversos agentes antimicrobianos amplamente utilizados na area
médica e odontologica (Kusahara et al., 2012), e podem estar envolvidos em
quadros infecciosos periodontais, e infecgdes graves em pacientes mantidos em
UTI (Pérez-Chaparro et al., 2014; Sopena et al., 2014).

A familia Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A. baumannii vém
ganhando destaque na literatura sobre a microbiota periodontal (Zhuang et al.,
2014), principalmente em paises em desenvolvimento, onde 0s pacientes
apresentam maior prevaléncia dessas espécies, 0 que pode estar associado ao
maior emprego de antimicrobianos nessas populacfes, selecionando espécies
microbianas menos susceptiveis a esses agentes ou deficiéncia de saneamento
basico (Botero et al., 2007). Em funcéo de sua elevada ocorréncia na saliva, que
muito provavelmente reflete a contaminagdo do biofilme microbiano e das
mucosas, possivelmente constitua o veiculo de disseminacdo desses micro-

organismos (Gaetti-Jardim et al., 2013).

O Centro para Controle e Prevencao de Doencas — CDC/EUA estima
que, anualmente, pelo menos dois milhdes de doencas e 23.000 mortes sao
causadas por bactérias resistentes aos antibiéticos nos Estados Unidos (Anvisa,
2017). Estas Infecgcbes podem ser causadas por bactérias multirresistentes tais

como os estafilococos resistentes a meticilina, enterobactérias e Pseudomonas.



10

A correta identificagdo do micro-organismo causador pode fornecer alguma
indicacdo em relacdo a sua fonte, todavia, certos patdogenos tém significado
especial porque podem causar grandes surtos em todo hospital (Queiroz et al.,
2012; Kannappan et al., 2019). Pacientes que tem longa permanéncia hospitalar,
uso prévio de antibidtico, severidade das doencas de base (hipertenséo arterial
severa, diabete, infeccdo dos rins, nefrites, doencas hereditarias, pedra nos rins,
obstrucdes), deficiéncia imunoldgica, queimaduras graves e cirurgia extensa,
possuem alto risco para infec¢ao ou colonizagao por bacilos Gram-negativos em
funcdo das altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos de ultima geracdo
disponiveis para o tratamento de infec¢cbes causadas por essas bactérias
(MacVane, 2017; Anvisa, 2017).

Os bacilos Gram-negativos multirresistentes séo classificados em dois
grandes grupos, o grupo dos Bacilos Gram-negativos nao fermentadores de
glicose geralmente relacionados a infecgcbes do trato respiratério. S&o
representados, principalmente, por cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. (Martins, Barth, 2013; El Chakhtoura et al., 2018).

A relagdo entre esses bacilos Gram-negativos e as enfermidades
periodontais vem sendo real¢ada, principalmente para A. baumannii, sendo que
tais patébgenos apresentam amplo arsenal de viruléncia capaz de agredir os
tecidos periodontais do hospedeiro, como enzimas proteoliticas, exotoxinas e
endotoxina, além de grande capacidade de aderéncia, capacidade de invasao
celular e resisténcia aos antimicrobianos (Antipa et al., 2014). Muitas UTlIs
brasileiras convivem com cepas de Pseudomonas e Acinetobacter resistentes a
todos os antimicrobianos disponiveis, representando um alto custo no tratamento

dos pacientes infectados (Oliveira et al., 2019).

Os principais agentes do grupo de bacilos Gram-negativos
fermentadores de glicose sdo: Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella
spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus spp. e outros. Estdo envolvidos em
quase todas as infecgcOes adquiridas em UTI, particularmente infeccOes
respiratorias e infecgdes urinarias. Sao relatadas em muitos hospitais taxas de
resisténcia elevada a quinolonas, beta-lactamicos e aminoglicosideos, em geral,

por producao de beta-lactamases (Xiao, Hu, 2017).



11

Os micro-organismos  Gram-negativos  multirresistentes  mais
comumente encontrados na UTI do Hospital Particular de referéncia para este
estudo em S&o José dos Campos, Sao Paulo, de Julho de 2015 a Junho de 2019
foram: Klebsiella pneumoniae (41,4%), Pseudomonas aeruginosa (10%),
Escherichia coli (8,4%), Acinetobacter baumannii (4,2%), Enterobacter

aerogenes e Klebsiella oxytoca (ambos com 2,8%) e Moraxella spp (1,4%).

Nesse estudo pretende-se avaliar fundamentalmente cepas
multirresistentes de Acinetobacter baumannii, por ser um dos principais
causadores destas infecgcbes em UTIs brasileiras, segundo lista de micro-
organismos criticos divulgada pela Organizacdo Mundial da Saulde
Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos estd em primeiro lugar
na prioridade critica para novos antibiéticos, por ser uma bactéria que pode
causar infeccbes graves e frequentemente mortais, como infec¢des da corrente
sanguinea e pneumonia (OMS, consulta em 25/06/2019). Acinetobacter
baumannii € o patégeno humano mais relevante do género Acinetobacter,
provoca infecgcbes oportunistas, afetando mais frequentemente as vias
respiratérias e o trato urinario, podendo causar pneumonias severas e infeccbes
urinarias (ITU) de dificil controle, estando associada a uma elevada taxa (30%)
de mortalidade (Chen et al., 2005).

As contaminacbes por cepas multirresistentes de Acinetobacter
baumanniisdo um problema comum nos hospitais das regides mais
desenvolvidas do mundo, com destaque para a América do Norte e a Europa.
Causam nos seres humanos uma ampla variedade de quadros infecciosos,
razdo pela qual a bactéria €é considerada um importante agente
patogénico afetando feridos, nomeadamente os feridos de guerra e vitimas
de politraumatismo, nos quais provoca infecgdes graves, frequentemente fatais,
entre elas a fasciite necrosante (Charnot-Katsika et al., 2009; Sullivan, Shields,
Netzer, 2010). Em um estudo realizado em um hospital particular da Roménia o
micro-organismo mais comumente isolado foi o Acinetobacter baumannii (22,2%
no geral), isolado especialmente do trato respiratorio e resistente a todos os

antibidticos B-lactamicos, incluindo carbapenémicos (Zaha et al., 2019).

A forma mais comum de entrada de A. baumannii no corpo humano é

através de feridas abertas, sendo que em ambiente hospitalar as vias mais


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Acinetobacter
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Norte
https://pt.wikipedia.org/wiki/Europa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_patog%C3%A9nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agente_patog%C3%A9nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Politraumatismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fasciite_necrosante
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comuns sao o0s cateteres, sondas nasogastricas e tubos orotraqueais utilizados
na intubacdo endotraqueal de pacientes. Sendo um patdgeno oportunista, em
geral infecta apenas individuos com sistema imunologico comprometido, tais
como feridos com gravidade, idosos, criancas e portadores de doencas que
deprimem o sistema imunoldgico (como a AIDS) (Patrice Nordmann et al., 2019).

A simples infestacdo ndo apresenta riscos particulares, ja que
a colonizacao nao provoca morbidez em individuos que ndo estejam doentes.
Por essa razéo, profissionais de saude e visitantes portadores assintomaticos da
bactéria podem promover inadvertidamente a sua disseminagéo, provocando a
infestacdo de hospitais, centros de saude e outras estruturas frequentadas por
individuos susceptiveis, o0 que faz da iatrogenia 0 mecanismo mais frequente de
infecgao (Silberman,2017).

A primeira linha de tratamento € em geral a aplicacdo de um antibiético
do grupo dos carbapenémicos, nomeadamente imipenem, embora a resisténcia
a esse grupo de antibidticos seja cada vez mais comum, complicando assim seu
tratamento. Outras opc¢des de tratamento incluem ministrar polimixinas,
tigeciclina ou aminoglicosideos (Bassetti et al., 2008, Carvalho et al., 2015,
Vijayakumar et al., 2019).

O espectro de sensibilidade a antibioticos de cepas isoladas difere de
acordo com os departamentos do hospital, os proprios hospitais e os paises.
Discrepancias também existem em termo de uso de antibidticos e dosagem. A
utilizacdo de antimicrobianos em UTIs € muito maior em comparacdo as

enfermarias médicas e cirurgicas (Rocio et al., 2019) .

Algumas medidas de prevencdo sdo recomendadas, como: identificar
precocemente o0 paciente colonizado ou com infeccdo, identificacdo do
isolamento por meio de placa ilustrativa, higienizagdo das méaos, usar avental
limpo, respeitar as medidas de isolamento de contato preconizadas pela
comissédo do servi¢o de controle de infeccdo relacionada a assisténcia a saude
hospitalar (SCIRAS), dentre outras (CDC, acesso em 06/09/2016). Entretanto,
apesar de todos os cuidados adotados, a prevaléncia destas infec¢des vem
aumentando, seu tratamento € dispendioso podendo agravar substancialmente
0s custos das unidades de saude contaminadas e fazer crescer

significativamente as taxas de morbidade e mortalidade entre os pacientes


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cateter
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sonda_nasog%C3%A1strica
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tubo_traqueal&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intuba%C3%A7%C3%A3o_endotraqueal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Imunodefici%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coloniza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Morbilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Iatrogenia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbapenem
https://pt.wikipedia.org/wiki/Imipenem
javascript:void(0);
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atendidos nas suas instalagdes. A antibioticoterapia tem sido, em muitas das
vezes, ineficaz. Neste contexto a utilizacdo de fitoterapicos para a prevencao
destas infeccdes e, eventualmente, como coadjuvantes no tratamento, pode ter

um importante papel.

O conhecimento histérico do uso de plantas medicinais demonstra ao
longo da histéria da humanidade que, pela prépria necessidade do homem, elas
foram um dos primeiros recursos terapéuticos disponiveis, inclusive sendo
utilizadas na arte de embalsamar cadaveres pelos antigos egipcios (Fluit et al.,
2000). Tais plantas constituem uma imensa fonte de compostos de ampla
atividade bioldgica e a utilizacao delas, principalmente no tratamento de doencas
infecciosas, representa uma grande contribuicdo para a descoberta de novos
agentes terapéuticos no combate de micro-organismos multirresistentes
(Oliveira et al., 2002; Cheesman et al., 2017).

Varios extratos vém sendo testados na forma farmacéutica, colutério
para bochecho, e foi a partir de estudos cientificos, iniciados com conhecimento
popular, que péde-se comprovar a eficacia clinica do uso de colutérios, que sao
solugdes de aplicacao local na cavidade bucal e na por¢cao superior da laringe
que contém frequentemente substancias antissépticas e que ndo devem ser
engolidas (Marinho, Araujo, 2007; Vinagre, 2011).

A busca por novos fitoterapicos capazes de erradicar micro-organismos
causadores de infeccdo esta em ascensdo, e os fitoterapicos conferem
beneficios a saude por apresentarem possibilidades de tratamento menos
agressivos ao organismo e tendo sua acado potencializada, pois um mesmo
fitofarmaco pode possuir principios ativos com atribui¢cdes diferentes (Vinagre,
2011).

Um estudo piloto realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
avaliou a atividade antimicrobiana de oito diferentes tipos de extratos glicolicos,
sendo eles: Gymnema sylvestre, Hamamelis virginiana L, Juglans regia L,
Persea americana, Pfaffia paniculata K, Rosmarinus officinalis L,
Stryphnodendron barbatiman e Thymus vulgaris. Segundo resultados obtidos
nesse estudo, os extratos glicolicos de Persea americana (extrato de abacateiro)

e Hamamelis virginiana (extrato de hamameélis) obtiveram melhor acéo
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antimicrobiana contra a cepa-padréo e trés cepas clinicas multirresistentes de K.

pneumoniae (Paula-Ramos et al., 2016).

Contudo, como sdo muitas as possibilidades terapéuticas dos extratos
naturais, torna-se de grande interesse estudar seus efeitos antimicrobianos
sobre o Acinetobacter baumanni que assumiu o primeiro lugar de micro-
organismo critico na tabela da OMS em busca de novos farmacos. Alguns
extratos naturais de interesse para esse estudo sdo: Equisetum arvense L.,

Rosmarinus officinalis L., Arctium lappa L., Punica granatum L.

Equisetum arvense L, a cavalinha ou rabo de cavalo comum, & uma
planta perene herbacea, equisetopsida, nativa em todas as regides articas e
temperadas do hemisfério norte. Sua utilizacdo vem da época de Cristo. Plinio
(77 dC) ja se referia a sua capacidade hemostatica. Na idade média foi utilizada
como cicatrizante e anti-inflamatério, tanto para uso interno como externo. No
século XVIII, Hoffmann a preconizava para uso em pacientes com “pedra nos
rins”. Remineralizante (utilizado em consolidagcbes de fraturas e doencas
reumaticas), diurético poupador de potassio, hipotensor, hemostéatico (reduz
hemorragias), anti-inflamatério e cicatrizante (Alonso, 1998). Sua
composicdo quimica é formada por grande quantidade de silicio e quantidades
menores de calcio, ferro, magnésio, tanino, sodio, acido caféico, acido fenol-
carboxilico, acido galico, &cido palmitico, acido silicico, apigenina, equisetonina,
espermidina, glicosideos flavonicos, luteolina, nicotina, sacarideos, sais de
potassio, saponinas, taninos, tiaminase. E adaptada a solos imidos e por ser
agressiva e persistente, deve—se cuidar para gue nao se torne uma erva daninha
(Lorenzi, 2017).

Um estudo clinico realizado em uma clinica especializada em urologia
na Republica Eslovaca, demonstrou que, tratamento de 12 semanas com uma
mistura de extrato da semente da cavalinha foi altamente eficaz na incontinéncia
urinéria de esforgco com eventos adversos minimos demonstrando assim que
mais estudos podem ser necessarios para determinar a eficacia deste

fitoterapico em outras populacdes (Gazova et al., 2018).

Rosmarinus officinalis L, o alecrim, foi uma das primeiras ervas utilizadas
com finalidade medicinal. Na tradicdo popular européia, era usado para espantar

o demoénio e proteger contra pragas, além de preservar e temperar a carne. Nas
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civilizagbes antigas, o alecrim era considerado uma planta sagrada que podia
trazer paz tanto aos vivos quanto aos mortos. Na época da peste, era levado em
bolsas e no pescoco como protecao. O alecrim € uma erva aromatica comum na
regido do Mediterraneo ocorrendo preferencialmente em solos de origem
calcaria. Devido ao seu aroma caracteristico, os romanos designavam-no como
rosmarinus, que em latim significa orvalho do mar (Lawless, 2014). O Alecrim
estimula a circulagéo e atua como um ténico para o sistema nervoso, a pele, o
coracao, figado e visicula biliar. Refrescante, antisséptico e antibacteriano é
também diurético e purificador de uso geral. Tem propriedades antidepressivas
e antifingicas. Previne e reduz espasmos, alivia a flatuléncia e regula a digestao.
Elimina o catarro e a dor. A nivel emocional, o dleo alivia a exaustdo mental e

ajuda na clareza da mente (Oliveira et al.,2017).

Arctium lappa L., a bardana € uma planta originaria da Eurasia e
difundida na América. Prolifera em baldios, bermas de caminhos, e préxima de
zonas habitadas. A fama da bardana vem de muito tempo: 0s gregos a utilizavam
como medicamento, e naldade Média era incluida em varias formulacdes
destinadas a cura. Algumas referéncias sugerem que 0 Seu nhome
cientifico Arctium lappa deriva do grego "arctos" (urso) e "lambané" (eu tomo),
em alusédo ao aspecto peludo que apresenta (Koskoka et al., 2002). Valorizada
como medicinal desde a antiguidade, a bardana nunca teve essa fama
contestada. Todas as partes da planta eram usadas de alguma forma
como medicamento: as folhas, por exemplo, eram bem amassadas e aplicadas
em cataplasmas para tratar inimeras doencas de pele, em razdo de sua acéo
bactericida. O uso atualmente tem respaldo cientifico: estudos comprovam as
suas propriedades antissépticas. Também foram bem difundidos seus poderes
contra picadas de insetos e aranhas por sua propriedade de acalmar a dor (acéo
anestésica) e evitar a tumefacdo do local (acdo anti-inflamatéria) (Dou et al.,
2009; Bavia et al., 2019).

Punica granatum L., a roma, contém alcaldides como
a pelieterina e isopelieterina; e os taninos galicos. Sado famosas as romas
da Provenca, de Malta, da Espanha, da Italia. O seu cultivo € realizado em mais
de 100 paises do mundo. Dos paises do Mediterraneo, atravessou o Atlantico e

acabou aportando no Brasil (Oliveira et al., 2006)..
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Estudos publicados em artigos apontam atividades antimicrobiana e anti-
inflamatoria na odontologia e em especialidades médicas (Werkman, 2008). Na
india, um estudo realizado com a mistura de extrato de roma, em infeccdes de
feridas causadas por diferentes micro-organismos multirresistentes, entre eles
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus spp, Staphylococcus aureus, Enterobacter spp e Acinetobacter
spp, demonstrou ter potencial de atividade antimicrobiana contra essas cepas
predominantes de feridas sépticas o que torna relevante testar esse extrato em
micro-organismos de outras regides (Pallavali et al., 2019).

O uso de plantas com finalidade terapéutica € significativo, dados da
Organizacdo Mundial de Saude (Brasil, 2006) mostram que cerca de 85% da
populacdo mundial usou alguma planta na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel (Oliveira et al., 2006). Desse total,
somente 30% deu-se por indicacdo médica. O estudo de plantas medicinais tem
recebido incentivos da Organizacdo Mundial da Saude. Segundo Yonath (2019)
“se nao criarmos novos antibidticos as pessoas morrerdo aos 50 ou 60 anos,

como antes”.

A disseminacdo de Acinetobacter baumannii resistente aos
carbapenémicos levou a um grande problema de saude mundial. Por isso, &
importante encontrar um ou mais extratos de plantas que tenha acéo
antimicrobiana sabendo a dose que é eficaz para fazer a inibicdo da bactéria
sem ser toxico para 0 organismo humano em associacéo para poder ser utilizado
como ferramenta de tratamento confidvel e rapido para combater cepas
multirresistentes de Acinetobacter baumannii e permitir uma recuperagdo bem-

sucedida ao paciente.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas frente a cepas

multirresistentes de Acinetobacter baumannii.

2.2 Objetivos Especificos

a) avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos naturais de roma,
alecrim, bardana e cavalinha. sobre cepas de micro-organismos
multirresistentes de Acinetobacter baumanii em cultura plancténica,
verificando a concentracgao inibitéria minima e concentragcdo microbicida
minima (CIM e CMM);

b) avaliar a atividade antibiofiime dos extratos que apresentaram
atividade antimicrobiana em cultura planctdnica sobre cepas
multirresistentes de A. baumanii no tempo de 5 minutos;

c) avaliar a citotoxicidade das concentracfes mais efetivas dos extratos
gue apresentaram atividade antimicrobiana nos testes em cultura
plancténica sobre queratinécitos, em ensaio da atividade mitocondrial
celular pelo método MTT, no tempo de 5 minutos.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos os extratos glicélicos de Arctium lappa (Bardana),
Equisetum arvense (Cavalinha), Punica granatum (Romda) e Rosmarinus
officinalis (alecrim) (Mapric, Sdo Paulo, SP), com os devidos laudos e
especificacdes (Anexos A,B,C e D) atestando a veracidade das espécies
vegetais.

O extrato de bardana foi formulado a partir da raiz da planta; enquanto o
extrato de cavalinha foi obtido a partir do caule e parte areas da planta; ja o
extrato de roma foi formulado a partir da casca da arvore; e por fim o extrato de
alecrim foi obtido a partir das folhas da erva. Todos os extratos foram obtidos na
concentrag&o de 200 mg/mL em propilenoglicol.

3.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana do extrato

3.1.1 Cepas

As oito cepas multirresistentes de Acinetobacter Baumannii utilizadas no
presente trabalho, sdo provenientes da colecdo de cepas do Laboratorio
particular que presta servigco a um Hospital particular de Sdo José dos Campos,
SP, utilizado como referéncia nesse estudo. O perfil de resisténcia de cada uma
das cepas esta presente no quadro 1. Tanto a identificacdo como o antibiograma
das cepas foram realizados pelo sistema semi-automatizado MicroSCAN 4.
Trata-se de um método de microdiluicdo em caldo com reacdes bioquimicas e
leitura Optica das placas. Para exclusdo de contaminacao das cepas, as mesmas
foram semeadas em agar MacConkey (bioMérieux Brasil) e incubadas por 24 h
em estufa bacteriologica a 37°C. Passado o periodo de incubacéo foi verificada
a coloracdo e morfologia das colénias além da coloragcdo do meio de cultura,

onde A. baumannii apresentou colbnias levemente rosadas normalmente
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cremosas mas que podem eventualmente ter aspecto mucoide, como mostra a

figura 1.

Quadro 1 — Perfil de resisténcia dos isolados clinicos de Acinetobacter baumannii

frente a antimicrobianos convencionais

Antimicrobianos convencionais

Acinetobacter baumani
(cepas: H718, H557, H652, HC656,
H571, H6004, H6005 e H6006)

Amicacina Sensivel (S) ou Resistente (R)
Amp/Subactam SouR
Cefepime SouR
Cefoxitina SouR
Ceftazidima SouR
Ciprofloxacina SouR
Cloranfenicol SouR
Gentamicina SouR
Meropenem Resistente (todas as cepas)
Imipenem Resistente (todas as cepas)
Ertapenem Resistente (todas as cepas)
Sulfazotrim SouR
Tetraciclina SouR

Legenda: Dados fornecidos pelo sistema MicroSCAN 4, provenientes do laboratério
Particular, Sdo José dos Campos — SP.
Fonte: Elaborado pelo autor.



20

Figura 1 — Cepa de Acinetobacter baumannii semeada em agar MacConkey para

exclusdo de contaminacao

Legenda: Na figura, observa-se coldnias levemente rosadas e cremosas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) para 0S micro-organismos

aerébios

Para a determinacgéo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-A6
(2012). Para isso as bactérias foram reativadas do congelamento a -80°C, em
agar Brain Hearth Infusion (Himedia, Mumbai, india) com incubacdo de
24h/37°C. Apos reativacao das cepas foi realizado a preparacéo do inoculo, onde
colbnias isoladas foram transferidas para um tubo contendo solucao fisiol6gica
estéril (NaCl 0,9%), posteriormente foi realizado o ajuste da turbidez desta
solucdo, padronizando a solucdo em espectrofotdbmetro, densidade 6ptica de
625 nm (nanémetros), na concentracdo de 10° UFC/mL (unidades formadoras
de colbnia por mililitro) em espectrofotdbmetro (Micronal, Sdo Paulo, Brasil).

O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos (TPP, Trasadingen,
Suica), onde foram adicionados 100 yL do caldo Mueller Hinton (Himedia,
Mumbai, India) em 10 pogos por grupo teste. Apos adigdo do meio de cultura, foi
realizada a diluicdo dos extratos, para isso foram adicionados 100 pL dos
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extratos apenas no primeiro po¢co da microplaca de cada grupo teste, de onde
foi iniciada uma série de diluicdes (1:2) até a décima diluicdo. Todos os grupos
experimentais foram testados em duplicata para cada cepa e extrato.

ApOs o preparo das diluicbes do extrato, foram adicionados os inéculos
padronizados, inserindo 100 yL da suspensédo de micro-organismo em cada
poco da microplaca de 96 pocos. A placa foi incubada em estufa bacteriolégica
por 24h/37°C, posteriormente foi realizada a determinac&o da CIM, sendo o poco
com a menor concentracdo do extrato que nao apresentou turvacdo, como

mostra a figura 2.

Figura 2 — Microplaca de 96 pocos para determinacéao da CIM
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Legenda: Circulos vermelhos indicam o pogco com menor concentracdo do extrato que

nao apresentaram turvacao.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para que a CMM dos extratos fosse determinada, foram semeados 10
ML da CIM, bem como 10 pL de uma concentracdo acima e de uma concentragao
abaixo dela em agar Brain Heart Infusion Brot (BHI). Apds 48h de incubacéo, a
CMM foi determinada na menor concentracdo semeada que nao apresentou

crescimento de colbnias, como mostra a figura 3.
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Figura 3 — Placas ap6s semeadura e incubacéo para verificagcdo da concentracao

microbicida minima (CMM)

Legenda: Tracos em branco (nimeros de 6 a 8) indicam o crescimento do micro-
organismo nas respectivas concentracfes do extrato aplicado a microplaca de 96 pocos;
0s numeros de 1 a 5 representam as concentragfes do extrato em que ndo houve
crescimento das coldnias, sendo 1 = 100 mg/mL, 2 =50 mg/mL, 3=25mg/mL, 4 =125
mg/mL e 5 = 6,25 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato sobre biofilmes

monotipicos

A atividade antimicrobiana sobre biofilmes se baseou na triagem
promovida pelo teste de microdiluicao em caldo, onde dois extratos
demonstraram valores de CIM e CMM, sendo eles R. officinalis (alecrim) e P.
granatum (Romad), assim os dois extratos foram aplicados em diferentes
concentracdes sobre os biofilmes.

Para a montagem dos biofilmes foram adicionados em placas de
microtitulacdo de 96 pocos (TPP, Suica) 200 pL/pogco de suspensdes
microbianas padronizadas em espectrofotometro. Para isso, colonias das
respectivas cepas foram diluidas em Caldo Brain Hearth Infusion (Himedia,
Mumbai, India), posteriormente a padronizacdo foi realizada utilizando o
comprimento de onda de 625 nm obtendo a densidade 6ptica de 0,080 (+- 0,010)
(Micronal B-582, Sao Paulo, Brasil) resultando na concentragéo de 107 UFC/mL.

Apés a placa foi incubada em estufa bacteriologica por 48h, com a substituicdo
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do meio de cultivo em 24h, em seguida as placas foram encaminhadas para

aplicacao dos tratamentos.

3.1.3.1 Tratamento

Passado o periodo de formacdo de cada biofilme (8 cepas), este foi
colocado em contato com os extratos separadamente, pelo periodo de 5 min, e
3 concentracdes microbicidas pré-determinadas (CMM) e superiores, totalizando
48 grupos. Como controle foi utilizado o proprio meio de cultura (BHI).
Posteriormente a aplicacdo dos extratos os biofilmes foram lavados com solucdo
salina estéril 0,9%, para remocdo das células bacterianas afetadas pelo
tratamento, em seguida foram encaminhados para os testes de mensuracdo. A
mensuracao dos biofilmes foi através do teste de MTT, evidenciando a atividade
metabdlica dos micro-organismos. Foram realizados 2 experimentos
independentes, com 6 repeticbes cada, totalizando n=12 para cada grupo

experimental.

3.1.3.2 Atividade metabdlica dos micro-organismos pelo teste de MTT

Apods submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado
para o teste de MTT, para isso foram adicionados 100 yL/pogo da solucdo de
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), composta
por 5 miligramas diluidas em 10mL de caldo BHI, em seguida a placa foi
incubada ao abrigo da luz por 1 hora em estufa a 37°C, passado o periodo de
incubacdo a solucdo foi descartada seguido pela adicdo de 100 pL de
Dimetilsuféxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a 37°C por
10 minutos e colocada no Shaker sobe agitacdo constante por 10 minutos. A
placa foi lida em leitora de microplaca em 570 nm, e as densidades 6pticas foram
convertidas, por meio da férmula abaixo, em percentual de atividade metabdlica

das células do micro-organismo:
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% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)

3.1.3.3 Cultivo celular

A cultura de Queratinécitos Humanos (HaCat), provenientes do Banco
de Células do Rio de Janeiro - Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich
(APABCAM - RJ), foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e mantidas em frascos de cultivo
celular (TPP, Suica), incubadas em estufa a temperatura de 37°C, em umidade
atmosférica e com 5% de COs..

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e apGs obtencéo do estagio de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacdo de mais de 70% do
frasco, as células foram encaminhadas ao teste de toxicidade celular. Para tanto,
a monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de cultura com
auxilio da enzima tripsina (Sigma-Aldrich, EUA), apdés as mesmas foram
centrifugadas por 5 min a 3000 rpm, e resuspendidas em meio de cultivo. Foi
aplicado o teste de exclusdo com azul de Trypan, para ser quantificado o nimero
de células viaveis.

Para a avaliacdo da citotoxicidade 4 x 10 células/mL foram transferidas
para 0s pocos de microplacas de 96 pocos, onde foram nutridas com meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino e incubadas por 24 horas para a
aderéncia celular. Apés, as células foram submetidas a aplicacdo de 10
diferentes concentracdes dos extratos de P. granatum e R. officinalis pelo tempo
de contato de 5 minutos. Como controle foi utilizado o proprio meio de cultivo

celular. Apés os tratamentos as células foram encaminhadas ao teste de MTT.
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3.1.3.4 Teste de MTT

A avaliagéo da citotoxicidade dos extratos foi realizada por meio do teste
colorimétrico de MTT, que analisou a atividade mitocondrial celular, para isso
foram adicionados 200 pL da solucdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) em cada po¢co da microplaca, seguido pela
incubacgéo ao abrigo da luz por 1 hora em estufa a 37°C. Passado o periodo, a
solucéo foi retirada e foram adicionados 200 pL de Dimetilsuféxido (DMSO), a
placa foi novamente incubada em estufa a 37°C por 10 minutos e colocada no
Shaker sobe agitacdo constante por 10 minutos. Apos a placa foi lida em leitora
de microplaca em 570 nm e as densidades Opticas obtidas serdo convertidas por

meio da férmula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle).

3.2 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 5.0,
onde foram submetidos ao teste de normalidade, cujos dados obtiveram
distribuicdo normal e foram analisados pelo método ANOVA complementado

pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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4 RESULTADO

4.1 Atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluicdo em caldo (CIM e
CMM)

O extrato de Rosmarinus officinalis L. (extrato de alecrim) teve acao
antimicrobiana em 6 cepas clinicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas
avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H718 e H557 apresentou
CIM de 25 mg/mL, para a cepa H652, H6004, H6005 e H6006 foi de 12,5 mg/mL.
Esse extrato apresentou CMM de 50 mg/mL para a cepa H718, CMM de 25
mg/mL para a cepa H557 e para as cepas H652, H6004, H6005 e H6006 foi de
12,5 mg/mL (Tabela 1).

O extrato de Arctium lappa L. (extrato de bardana) teve acao
antimicrobiana em 5 cepas clinicas de A. baumanni das 8 cepas avaliadas. Para
as cepas de Acinetobacter baumannii H718, H6004, H6005 e H6006 apresentou
CIM de 50 mg/mL e para a cepa H557 foi de 25 mg/mL. Esse extrato apresentou
CMM de 50 mg/mL para as cepas H718, H557, H6004, H6005 e H6006 (Tabela
2).

O extrato de Equisetum arvense L. (extrato de cavalinha) teve acao
antimicrobiana em 6 cepas clinicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas
avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H571, HC656, H6004,
H6005 e H6006 apresentou CIM de 50 mg/mL e para a cepa H652 foi de 25
mg/mL. Esse extrato apresentou CMM de 50 mg/mL para as cepas H6005 e
H6006 (Tabela 3).

O extrato de Punica granatum L. (extrato de roma) teve acao
antimicrobiana nas 8 cepas clinicas de Acinetobacter baumanni das 8 cepas
avaliadas. Para as cepas de Acinetobacter baumannii H718, H557, H652, H656,
H6004, H6005 e H6006 apresentou CIM de 3,12 mg/mL e para a cepa H571 foi
de 0,78 mg/mL. Esse extrato apresentou CMM de 3,12 mg/mL para as cepas
H718, H557, H6004, H6005 e H6006, CMM de 12,5 mg/mL para a cepa H652,
CMM de 6,12 mg/mL para a cepa HC656 e para a cepa H571 foi de 0,78 mg/mL
(Tabela 4).
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Tabela 1 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de alecrim para

8 cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando

CIM e CMM
CEPA CIM CMM
H718 25 mg/mL 50 mg/mL
H557 25 mg/mL 25 mg/mL
H652 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
HC656 Ausente Ausente
H571 Ausente Ausente
H6004 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
H6005 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
H6006 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL

Legenda: CIM = Concentracdo inibitéria minima; CMM = Concentracdo microbicida

minima
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de bardana para

8 cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando

CiIM e CMM

CEPA CIM CMM
H718 50 mg/mL 50 mg/mL
H557 25 mg/mL 50 mg/mL
H652 Ausente Ausente
HC656 Ausente Ausente
H571 Ausente Ausente
H6004 50 mg/mL 50 mg/mL
H6005 50 mg/mL 50 mg/mL
H6006 50 mg/mL 50 mg/mL

Legenda: CIM = Concentragdo inibitéria minima; CMM = Concentracdo microbicida

minima

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de cavalinha para
8 cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando
CIM e CMM

CEPA CIM CMM
H718 Ausente Ausente
H557 Ausente Ausente
H652 25 mg/mL Ausente
HC656 50 mg/mL Ausente
H571 50 mg/mL Ausente
H6004 50 mg/mL Ausente
H6005 50 mg/mL 50 mg/mL
H6006 50 mg/mL 50 mg/mL

Legenda: CIM = Concentracéo inibitdria minima; CMM = Concentracdo microbicida
minima
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Resultados do teste de microdiluigdo com o extrato de roma para 8

cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii, determinando CIM

e CMM

CEPA CIM CMM

H718 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
H557 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
H652 3,12 mg/mL 12,5 mg/mL
HC656 3,12 mg/mL 12,5 mg/mL
H571 0,78 mg/mL 0,78 mg/mL
H6004 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
H6005 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
H6006 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL

Legenda: CIM = Concentracdo inibitéria minima; CMM = Concentracdo microbicida

minima

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Atividade antibiofilme

Com base nos resultados obtidos na cultura plancténica foram

escolhidos os extratos de R. officinalis (alecrim) e P. granatum (rom&) para

continuidade dos testes antibiofilme nas concentracdes determinadas a partir do

resultado da CMM para a forma plancténica de cada cepa. Foram utilizadas 3

concentra¢gfes microbicidas pré-determinadas (CMM) e superiores (Quadro 2).
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Quadro 2 — Concentragdes dos extratos utilizadas para tratamentos em biofilmes

monotipicos de cepas clinicas multirresistentes de A. baumanni.

Cepas de A. baumanni Concentracao de Concentracéao de
extrato de R. extrato de P. granatum
officinalis (alecrim) (roma)
H557, H571, H652, 0,76 3,12 12,5 12,5 25 50

H718, H6004, H6005, | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
H6006, H6565

Fonte: Elaborado pelo autor.

As porcentagens de reducdo de atividade metabdlica em biofilmes
monotipicos para cepas de A. baumannii podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Reducéo da atividade metabdlica de A. baumannii apds tratamento

de 5 min
Cepasde A Reducéo da Atividade Metabdlica (%)

baumannii Exirato de R. officinalis (alecrim) Extrato de P. granatum (roma)

Concentracdes 0,76 3,12 125 12,5 25 50
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL
H557 594% 206% 3,08% 123% 058% 87.8%
H571 15,11% 29.8% 7,66% 33,8% 44% 94.9%
HE52 374% 404% 442% 211% 318% 746%
H718 304% 355% 322% 316% 310% 714%
HB004 +288% 148% 233% 338% 440% 949%
HB005 +142% +80% 19,3% 3r0% 433% 13,0%
HB006 +563% +272% 410% 332% 166% +50,0%
HB565 57 7% 555% 532% 399% 446% 845%

Legenda: Médias de reducdo da atividade metabodlica apresentadas pelos biofilmes
monotipicos de cepas clinicas multirresistentes de A. baumannii apos o tratamento de
5 min com os extratos glicolicos de alecrim e rom& com concentragdes previamente
determinadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as cepas de A. baumannii apresentaram distribuicdo normal em
seus dados, sendo analisadas pelo método ANOVA com teste de Tukey.
Comparando os resultados de reducdo de atividade metabdlica em

biofilmes monotipicos de cepas clinicas de A. baumannii, € possivel observar
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gue o extrato de alecrim apresentou redugdes que variam entre 3,08% a 57,7%,
apresentando maior reducao para cinco cepas clinicas em relacdo ao controle
(tabela 5). O extrato de roma apresentou reducfes que variam entre 0,58% a
94,9%, apresentando maior reducdo para sete cepas clinicas em relacdo ao
controle (tabela 5).

Ambos os extratos apresentaram reducao de atividade metabdlica em
biofilme significativa para todas as cepas, com resultados estatisticamente
diferentes do controle de crescimento (p<0,05%) (Figuras 4,5, 6,7 8,9, 10 e 11).

Para a cepa H557, o tratamento com o extrato de alecrim na
concentracdo de 3,12 mg/mL e com o extrato de roma na concentracédo de 50
mg/mL apresentaram reducdo significativa em relacdo ao controle de
crescimento (p<0,05%), sendo que o extrato de roma na concentracdo de 50
mg/mL apresentou uma reducao significativamente maior do que a cepa de
alecrim em relacdo ao controle (p>0,05%) (Figura 4).

O extrato de roma apresentou reducdo de atividade metabdlica maior do
gue o controle para a cepa H571 em todas as diferentes concentragdes, sendo
semelhantes entre si nas concentragdes de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL, e superior
a elas em comparacéao ao controle na concentracédo de 50 mg/mL (p<0,05%), no
entanto, o extrato de alecrim demonstrou significativa reducéo para a cepa H571
em relacdo ao controle de crescimento para duas concentragdes (3,12 mg/mL e
0,76 mg/mL) semelhantes entre si e superiores ao controle (p<0,05%) (Figura 5).

O extrato de alecrim apresentou reducéao significativa do biofilme para a
cepa H652 em comparacéo ao controle de crescimento em duas concentracdes
(12,5 mg/mL e 3,12 mg/mL) semelhantes entre si e significativas em relagéo ao
controle (p<0,05%), sendo que para o extrato de romé a reducao foi semelhante
ao extrato de alecrim e ao controle na concentracao de 25 mg/mL (p>0,05%) e
apresentou reducao significativa em comparagao ao controle na concentragéo
de 50 mg/mL (p>0,05%) néo apresentando reducdo na concentracédo de 12,5
mg/mL em relacdo ao controle (p>0,05%), (Figuras 6).

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabolica
da cepa H718 sendo semelhantes entre si, com excecdo a concentracéo de 50
mg/mL do extrato de roméa que apresentou uma redugcao maior e significativa em
comparacao ao controle e as demais concentracdes de ambos 0s extratos
(p>0,05%) (Figura 7).



33

O extrato de romé& apresentou reducdo significativa na atividade
metabdlica da cepa H6004 em todas as concentracbes em comparacido ao
controle (p>0,05%) sendo que as concentracdes de 12,5 mg/mL e 25 mg/mL
apresentaram semelhancas entre si, e a concentracéo de 50 mg/mL apresentou
reducao superior as outras concentragdes em relagéo ao controle (p>0,05%), no
entanto o extrato de alecrim ndo apresentou reducdo na concentracao de 0,76
mg/mL e nas concentracdes de 3,12 mg/mL e 12,5 mg/mL apresentou
semelhanca ao controle (p>0,05%) (Figura 8).

O extrato de roma apresentou reducgédo significativa do biofilme para a
cepa H6005 em duas concentracdes (12,5 mg/mL e 25 mg/mL) semelhantes
entre si em relacéo ao controle e em uma concentracao (50 mg/mL) apresentou
semelhanca ao controle (p>0,05%), o extrato de alecrim apresentou semelhanca
em relacdo ao controle em uma concentragédo (12,5 mg/mL) e ndo apresentou
reducdo em relacdo ao controle em duas concentracdes (0,76 mg/mL e 3,12
mg/mL) (p>0,05%) (Figura 9).

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabdlica
da cepa H6006 sendo que o extrato de alecrim apresentou semelhanca entre as
concentracbes (0,76 mg/mL e 3,12 mg/mL) e reducdo significativa em
comparacao ao controle (p>0,05%) e para a concentracdo de 12,5 mg/mL
apresentou semelhanca em relagédo ao controle (p>0,05%), o extrato de roma
apresentou reducdo significativa em todas as concentracdes, porém na
concentracdo de 25 mg/mL apresentou semelhanca a concentracdo de 12,5
mg/mL e ao controle (p>0,05%) (Figura 10).

Ambos os extratos reduziram significativamente a atividade metabdlica
da cepa H6565 apresentando semelhanca entre as concentragbes e reducéo
significativa em relacéo ao controle (p>0,05%), com excecao a concentracao de
50 mg/mL do extrato de romé& que apresentou uma reducdo maior do que as

outras concentracdes em relagéo ao controle (p>0,05%) (Figura 11).
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Figura 4 — Demonstra a reducgéo da viabilidade em biofiimes de A. baumanni
(cepa H557) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min aplicados

com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H557)

e

Densidade optica

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c”
demonstram a semelhancga ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 — Demonstra a reducgéo da viabilidade em biofiimes de A. baumanni
(cepa H571) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min aplicados

com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H571)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e
“‘D” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 — Demonstra a redugéo da viabilidade em biofilmes de A. baumanni (cepa

H652) obtida em leitura de teste MTT apoés tratamentos de 5 min aplicados com as

diferentes concentracfes dos extratos de alecrim e roma
A. baumannii (H652)

0.6

Densidade éptica

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 — Demonstra a reducgéo da viabilidade em biofilmes de A. baumanni
(cepa H718) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min aplicados

com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H718)

30,4%
32,2% 355% B 31.6% 31;%
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o

Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c”
demonstram a semelhancga ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Demonstra a reducgéo da viabilidade em biofiimes de A. baumanni
(cepa H6004) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min

aplicados com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H6004)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c’ e
“‘d” demonstram a semelhan¢a ou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Demonstra a reduc¢éo da viabilidade em biofiimes de A. baumanni
(cepa H6005) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min

aplicados com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H6005)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Demonstra a reducéo da viabilidade em biofilmes de A. baumanni
(cepa H6006) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min

aplicados com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H6006)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Demonstra a reducéo da viabilidade em biofilmes de A. baumanni
(cepa H6565) obtida em leitura de teste MTT apds tratamentos de 5 min

aplicados com as diferentes concentracdes dos extratos de alecrim e roma

A. baumannii (H6565)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo

método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos por meio do teste de MTT

4.3.1 Citotoxicidade sobre queratindcitos humanos (HaCat)

O extrato de P. granatum aplicado por 5 min sobre os Queratinécitos
humanos (HaCat) promoveu a viabilidade celular de 35,3%, 38,8%, 84,6%,
102,0%, 93,0%, 87,1%, 84,3%, 88,6%, 91,8% e 86,8% apOs contato com as
concentragcbes de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 mg/mL.
Todas as concentragbes testadas do extrato de P. granatum demostraram
viabilidade celular, resultado este que também pode ser observado na analise

estatistica, 8 das 10 concentragbes testadas do extrato de P. granatum
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apresentaram semelhanca entre elas e em relagédo ao controle (préprio meio de

cultivo celular) (Figura 12).

O extrato de R. officinalis nas concentracdes de 200; 100; 50; 25;12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 mg/mL obtiveram 20,4%, 12,3%, 20,0%, 54,4%,
65,5%, 57,3%, 55,0%, 44,5%, 52,8% e 41,4% de viabilidade celular. Todas as
concentracOes testadas do extrato de R. officinalis promoveram reducéo
significativa em relacdo ao grupo controle, resultado este que também pode ser
observado na analise estatistica, 5 das 10 concentracdes testadas do extrato de
R. officinalis apresentaram reducdo significativa em relacao ao controle (préprio
meio de cultivo celular) (Figura 13).
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Figura 12 - Viabilidade celular de queratinécitos humanos (HaCat) apés contato

por 5 minutos com o extrato glicélico de P. granatum

Punica granatum
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Legenda: Letras (A e B) representam a diferenca ou semelhanca estatistica entre os
grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra A obtendo 100% de
Viabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Viabilidade celular de queratinécitos humanos (HaCat) apés contato

por 5 minutos com o extrato glicélico de R. officinalis
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Legenda: Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga estatistica entre os
grupos, considerando sempre o grupo controle como letra A obtendo 100% de

Viabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

A expansdo do uso clinico de antibiéticos naturais e sintéticos no
tratamento de infeccdes clinicas. O uso excessivo de antimicrobianos levou ao
aumento da resisténcia a diferentes antibiéticos na maioria das bactérias. Essa
foi uma das razdes para o crescente uso de ervas como ingredientes naturais de
baixo risco, preco acessivel e baixo custo no tratamento de infeccOes
bacterianas em comparacdo com antibiéticos sintéticos. As plantas contribuem
para uma variedade de compostos quimicos com propriedades antimicrobiana e
pesquisa cientifica para determinar a terapéutica potencial dessas substancias
€ relevante para possiveis propriedades antibidticas contra patdégenos
resistentes.

Observou-se que dos 4 extratos avaliados apenas o extrato de roma
apresentou CIM e CMM para todas as cepas clinicas multirresistentes analisadas
sendo seguido pelo extrato de alecrim que apresentou CIM e CMM para 6 das 8
cepas clinicas multirresistentes analisadas. Os extratos de bardana e cavalinha
apresentaram CIM e CMM para poucas cepas clinicas multirresistentes
analisadas. Comparando essas analises, a roméa e o alecrim apresentaram 0s
melhores resultados de CIM e CMM e, portanto, foram selecionados para dar
continuidade as analises de biofilme e citotoxidade.

Considerando os resultados do teste de microdiluicéo, verifica-se que o
extrato de roma apresenta melhor efeito de microbicida para cepas clinicas
multirresistentes de Acinetobacter baumannii. Em estudo similar, extratos foram
testados contra dois painéis de bactérias e fungos patogénicos. Os resultados
mostraram que o extrato de Pimenta dioica foi 0 mais eficaz para matar cinco
cepas, incluindo A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus e levedura C. albicans,
com CIM variando entre 0,5 e 2mg/mL. A cepa bacteriana E. coli foi resistente
as concentragdes testadas neste estudo. O extrato de alecrim foi capaz de inibir
0 crescimento de A. baumannii em concentra¢des de CIM de 0,5 mg/mL, mas
nao foi capaz de inibir o crescimento do restante das cepas bacterianas testadas
(Lorenzo-Leal et al., 2019).

N&o séao encontrados na literatura estudos sobre o extrato de roma em

A. baumanni no entanto nossos resultados concordam com Nozohour et al.,
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(2018) que avaliaram o extrato de roméa sobre cepas de P. aeruginosa e S.
aureus, as CIM dos extratos de casca e semente de roma foram 12,5 e
25,0mg/mL, respectivamente. Além disso, as CMM de casca de roma e extratos
de sementes foram de 25,0 e 50 mg/mL, respectivamente. Em todos os isolados
bacterianos estudados, os valores de CIM e CMM para o extrato de semente de
roma foram significativamente maiores do que os do extrato de casca de roma
(P <0,05). Os valores de CMM foram bem parecidos com nosso estudo, no
entanto, esse trabalho citado n&o foi estudado com cepas multirresistentes e o
grande diferencial do nosso trabalho € descobrir o0 efeito do extrato de roma
sobre cepas multirresistentes de A. baumannii.

As 8 cepas clinicas multirresistentes de Acinetobacter baumannii
conforme dados fornecidos pelo sistema MicroSCAN 4, provenientes do
laboratério Particular, Sdo José dos Campos — SP, sao resistentes aos
carbapenémicos. (ver quadro 1). Por varias décadas, grandes proporcdes de
isolados de A. baumannii dos centros de saude exibiram resisténcia aos
antibiéticos mais usados, incluindo aminopenicilinas, ureidopenicilinas,
cefalosporinas de amplo espectro, a maioria dos aminoglicosideos, quinolonas,
tetraciclinas e cloranfenicol. Como consequéncia, o0s carbapenémicos
(especialmente imipenem e meropenem) tém sido a base do tratamento para
infecgdes por A. baumannii. No entanto, relatos de resisténcia a carbapenémicos
tém se acumulado em todo o mundo, com alguns isolados sendo resistentes a
todos os antibiéticos convencionais. A. baumannii parece ser particularmente
habil em adquirir e expressar novos mecanismos de resisténcia em resposta ao
desafio com novos antibitticos (Towner et al., 2011).

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos sobre biofilmes de
cepas multirresistentes de A. baumannii no tempo de 5 minutos. Ambos os
extratos apresentaram reducao significativa de atividade metabdlica em biofilme
para todas as cepas, com resultados estatisticamente diferentes do controle de
crescimento (p<0,05%).

Comparando os resultados de reducdo de atividade metabodlica em
biofilmes de cepas clinicas de A. baumannii, é possivel observar que o extrato
de alecrim apresentou reducgdes que variam entre 3,08% a 57,7%, para cinco
cepas e 0 extrato de roma apresentou reducdes que variam entre 0,58% a

94,9%, apresentando maior reducéo para sete cepas clinicas.
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Todos os extratos foram obtidos na concentragdo de 200 mg/mL em
propileno glicol. O extrato etandlico e o dleo essencial de R. officinalis contém
uma variedade de compostos, a maioria com atividade antimicrobiana intrinseca,
outras sem atividade antimicrobiana. Apds determinar o CIM, pode haver
aplicacdo de uma variedade de métodos para elucidar o modo de acdo dos
compostos resultantes do metabolismo secundario de uma planta contra células
microbianas. O estabelecimento de um mecanismo de acédo deve enfatizar a
importancia de conhecer as interagdes moleculares entre a substancia estudada
e os alvos especificos da célula hospedeira (Marinescu et al., 2015).

Na avaliacdo a citotoxicidade das concentracbes mais efetivas dos
extratos naturais de alecrim e rom& em cultura de queratindécitos, em ensaio da
atividade mitocondrial celular pelo método MTT, no tempo de 5 minutos.
Observou-se que ambos os extratos promoveram reducdo significativa da
viabilidade celular em todas as concentracdes testadas em relacdo ao grupo
controle, resultado este que também pode ser observado na andlise estatistica,
sendo que para o extrato de R. officinalis 5 das 10 concentragdes testadas
apresentaram viabilidade celular acima de 50%.

O extrato de P. granatum apresentou os melhores resultados de
viabilidade celular, 8 das 10 concentracdes testadas apresentaram médias
acima de 80 % similares ao grupo controle. Verifica-se que essas concentracoes
sdo adequadas e nao apresentaram citotoxidade. Em estudo similar foi avaliado
a atividade antimicrobiana do extrato vegetal P. granatum contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida glabrata, e analisada a citotoxicidade desse extrato
em macréfagos murinos cultivados (RAW 264.7) onde a viabilidade celular foi de
76% (Oliveira et al., 2013). Os valores de viabilidade celular foram bem parecidos
com nosso estudo, no entanto, esse trabalho citado nao foi estudado com cepas
multirresistentes e o grande diferencial do nosso trabalho é descobrir o efeito do
extrato de roma sobre cepas multirresistentes de A. baumannii, que é um grande

avanco, uma grande contribuicdo para area.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir:

a) o extrato de roméa apresentou CIM e CMM para as 8 cepas clinicas de
A. baumanni multirresistentes avaliadas, sendo seguido pelo extrato de
alecrim que apresentou CIM E CMM sobre 6 cepas clinicas. Os extratos
de bardana e cavalinha ndo apresentaram CIM e CMM para todas as
cepas avaliadas.

b) o extrato de roma apresentou uma melhor acdo antibiofiime
comparado ao extrato de alecrim no tempo de 5 minutos promovendo
reducéo significativa da atividade metabdlica para todas as cepas.

C) na avaliagdo a citotoxicidade das concentragdes mais efetivas dos
extratos de alecrim e roma4, verifica-se que o extrato de roma foi o extrato
gue apresentou os melhores resultados frente as cepas clinicas
multirresistentes de A. baumanni, pois apresentou reducéo de biofilme,
principalmente na concentracao de 50mg/mL (cepas: H557, H571, H652,
H718, H6004, H6565) e teve uma viabilidade celular acima de 80% na
mesma concentracdo (50mg/mL), podendo ser considerado um

potencial agente terapéutico para o combate destes patdgenos.
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ANEXO A -Laudo do Extrato Glicolico de Alecrim
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EXTRATO GLICOLICO DE ALECRIM (HG)

Nome Cientifico: Rosmarinus qficinalis L 7 Labiztas

IMNCI: Fogmnariens Officinzliz Extract

N CAS: 57-33-6; 64-17-3; T73I-18-3; 261 71-35-42682-20-4; 20-T5-3
Parte Utilizada: Folha

Formula Molecular: 7.4

Peso Alolecular: 1A

FRJI"TE]TIEE-ITIH]E
Meo eszencial constinndo da derivados terpénices (pineno, canfens, bormeol livre & como acetsto, cimsol
cinfora); sesquitespemcs; acido oleandlico; pouco taming; substiecizs smsrzas; !.a;u:nma::‘:'i.e
compostos glucosidicos,

FROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicdlico de Alecrim tem acio dermopurificante. tonificants. estirmlarte calulsr, anfioxidarts.
pratetor de tecidos e stivador da ciroulagdo periférica Pode zor usado em preparacdes perz o Coumo
cabaludo, estimmlando 2 circnlacie e o arescimerto capilsr, Tem acdo apticzsps. previees 3 queds e confers
brilho aos cabelos.

Usado tambem am preparscfes parzs pele scpdica, comedogenics e atonica.

Podera zer incorporado em cremes, logdes cemosss, hidroelooolicas ou tmicss, em shempoos, gais
cremas pars hanko, logdo de limpera & outres produtos cosmeticos.

Atengio: O Exrato Glicolico de Alecrim deve ser adicionado no final da preparscdo cosmetica, com o
praduto em temperstara sbaito de 457 C.

Indicado somente para uso entermno em concentracio - 005 2 10%:

ESTOCAGEME VALIDADE
Dwenve ser estocado henmeticamente fachado, 2o abrizo da hoz solar diretz & do calor,
Prazo de validede: 36 meses 3 partir da data de fabricacio.
Zs.
s DPodera ocomer formaecio de precipitsdo e'ou twbider dwamte 2 estocasewn zem alterar as
proprisdadas,
® Alteraces da cor z30 esperadss por modificagies dos compostes coloridos das plantss.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alomzo, TR ; Tratado de Fritormedicinag—Baze: Clinics: & Fanmacologices. [21S Ediciones SR1. 1002
Balmé F.; Plantas Madicingis. Ed. Helrms, 1994,

Coimbra, F._; Mannal de Fitoterspia. Ed. CETUR, 1994,

Av. Gewdl de AMeara, 134 CEP 4273 330 Ipirsnga Sio Panle 5P TelFax 33 (11) 3041.3282
msprioEmypric com br worm. msspric.com br
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ANEXO B -Laudo do Extrato Glicolico de Bardana

S o
i <

EXTRATO GLICOLICO DE BARDANA (HG

Nome Cientilico: Arcauwm lappa 1. [ Compositae
INCI: Arctium Lappa Root Extract

N* CAS: 84012-13-5

Parte Utilizada: Raiz

Formula Molecalar: N.A

Peso Molecular: NA

PRINCIPIOS ATIVOS
Inulina (polissacariden); Gleo etéreo; Mostenna, dcwdo calesco, mucilagem; lorpenos; amnos ¢
SIS minerss.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Ghicolico de Bardana tem agiio: adstnngente, emoliente, remineralizanie, suavizanie,
antiinfamaténa, anti-sépica (bactencida ¢ lungicida), antiacne, anti-comedopinico, ndratante.
Usado em preparaghes para psoriase, prundos, acoe, furunculose, sehorréa, ulceraghes, prcadas
de insetos ¢ para queda de cabelo,

Poderd ser incorporado em cremes, loghes cremosas, ndroalcoGhcas ou Whmcas, em shampoos,
péis, cremes para banho, log@o de Hmpeza, 106mcos capilares ¢ oulros produlos cosmécos,
Indicado somente para uso extemo em concentracies de aé 10%.

Atengiio: O Extrato Ghodlico de Bardana deve ser adicionado no final da preparagio cosmétca,
com o prodito em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta ¢ do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacio,
Obs.
e  Poderd ocorrer formagio de precipitado cfou turbidez duranie a eslocagem, sem
allerar as propricdades.
e Alicragies di cor sho esperadas por modificaghes dos composios colondos das
plantas,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alonso, LR, Tratado de Fitomedicina-Bases Clinicas ¢ Farmacologicas. ISIS Ediciones SRL,
1998.

Balmé, F,; Plantas Medscinais. Ed. Helmus, 1994,

Cotmbra, R.; Manual de Fitoterapia., Hd. CEJUP, 1994,

Moreira, F,; As Plantas que Curam. Hd. Helmas, 1985,
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ANEXO C -Laudo do Extrato Glicolico de Roméa

B _,_d""*_ﬁ
4 e A
mapric -
EXTRATO GLICOLICO DE ROMA (HG)

Nome Cientifico: Punica granatum L. / Pussicaceae
INCI: Punica Gramatum Bark Extract

N® CAS: B4561-57-9

Parte Utilizada: Casca

PRINCIPIOS ATIVOS
Contém alcaldides (como a pelieterina e isopelieterina) e os taninos galicos,

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS
Possui efeite adstringente & anti-séptico proporcionado pelos taminos gélicos, sendo muito
utilizado emn produtos para o tratamento de acne e de seborréia, além de regular a cleosidade

da pele e dos cabelos.

DOSAGEM
Em cremes, géis e locoes - 2 a 10%,.
Em shampoos, condicionadores & sab. - 1 a 5%

ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechada, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacdo.

Obs.:

Podera ocorrer formacdo de precipitado efou turbidez durante a estocagem, sem alterar
@s propriedades.

Alteracdes da cor sdo esperadas por modificactes dos compostes coloridos das plantas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Balmé, F.; Plantas Medicinais, Ed, Helmus, 1554,

Coimbra, R.; Manual de Fitoterapia. Ed. CEJUP, 1594,
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Encyclopédie des Plantes Medicinales, Ed, Larousse-Bordas, 1997.

Moreira, F.; As Plantas que Curam. Ed. Helmus, 1985,

Segredos e Virtudes das Plantas Medicinais. Reader's Digest, 1998,

&y, Gentil de Moura, 194 CEP 04278 080 Ipiranga S&0 Pauln SP Tel/Fax 55 (11)
S5061,.5282 magriof mapric, com.br www magsric.com br



57

ANEXO D -Laudo do Extrato Glicolico de Cavalinha

mapric "'i;?

EXTRATO GLICOLICO DE CAVALINHA (HG)

Mome Cientifico: Equisetuvm arvense L.
IMNCI: Equisetum Arvense Extract

N® CAS: 71011-23-9

Parte Wtilizada: Partes agreas [/ Caule
Formula Molecular: B4

Peso Molecular:M. A

PRINCIPIOS ATIVOS

Acido silico [fonte de silicio e compostos hidrossoldveis de silica), tanines, saponinas, Aavoncides,
Vitamina C, alcaldides, compostos inorganicos, acidos organicos, substdncdas amargas e
triglicerideos.

PROPRIEDADES

Glicosideos flavdnicos, sapeoninas, dddo gdlico, potdssio e silica sSo os constituintes
responséveis pela sua atividade diurética e remineralizante, permitinde a eliminacio de
substdncias toxicas, Os tanines s3o os principais responsdvels por sua acdo adstringente, que
auxilism em conjunto com substincias coagulantes a melhorar os transtomios drculatonios,
Arua como homeostatico,

Apresenta propriedades emineralizantes atribuidas a0 silicio, que também tem a capacidade
de ligar-s& & mucopolissacaridecs & glicoproteinas da estrutura do tecido conectivo,
estimulands @ biossintese de fibras coldgenas e elastina, preservando a elasticidade =
tonicidade do tecido cutdnes,

Age sobre as fibras elasticas das artérias, diminuindo o risco de ateromatose. Estimula o
mietabolismo cutdnes, acelera a cicatrizacdo e aumenta a elasticidade de peles secas & senis,
atuando como hidrazante profunds,

Por suas propriedades adstringentes e detergentes (saponinas) pode abuar como coadjuvants
no trataments externo da acne.

0 Extrato Glicdlico de Cavalinha possui acdo remineralizante, sebostatica, antinflamatcria,
antiacne, vulnerdria, tonificante, deatrizante, adstringente genito-urindric & revitalizante,

Indicado somente para uso externc em concentracdo de acé 109,
Atencao: O Extrato Glicdlico de Cavalinha deve ser adicionade no final da preparacdo
cosmeética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDAIDE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta & do
calor, Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricac3o, Dbs.:

Poderd ocorrer formacdo de predpitado efou turbider durante a estocagem, s&m
alterar as propriedades.

Aleeractes de cor sdo esperadas por modificacdo dos compostos coloridos das plantas,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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