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Palma ALR. Avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana dos extratos de
Calendula officinalis, Capsicum annuum L e Hamamelis virginiana L. sobre
cepas clinicas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae E Pseudomonas
aeruginosa [tese]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

O conhecimento dos efeitos dos extratos naturais de plantas vem cada vez
mais se mostrando um campo promissor. Extratos de Calendula officinalis,
Capsicum annuum e Hamamelis virginiana apresentam propriedades
analgésicas, anti-inflamatorias, antioxidantes e potencial antimicrobiano que
deve ser aprofundado. Assim, o objetivo foi avaliar agdo antimicrobiana dos
extratos glicolicos em culturas plancténicas e biofilmes de cepas padrdo e
clinicas de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Foi realizado o
teste de microdiluicdo em caldo segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute, para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos. Foram realizados
biofilmes monotipicos, nos tempos de contato de 5 min e 24 h, utilizando o
teste de MTT. A CIM e CMM variaram de 1,56 a 50 mg/mL para todas as cepas
avaliadas. C. annuum (50 mg/mL) apresentou reducao de 0,25% entre 8,60%
para cepa ATCC de P. aeruginosa (5 min) e em 24 h reducao de 99,89% entre
99,99%, destacando-se os extratos de C. annuum (100 mg/mL) e os de C.
officinalis. C. annuum (200 mg/mL) apresentou reducdo de 18% de K.
pneumoniae (ATCC 4352). Em 24 h houve reducéo de 8,86%-75,74%, para o
extrato de C. annuum (100 mg/mL). Os extratos apresentaram resultados mais
satisfatorios quando expostos aos tratamentos de 24 horas. As cepas clinicas
K1, K2 e K3 responderam ao tratamento de C. annuum (50 e 100 mg/mL)
(p>0,05%). Para cepa clinica K4, os extratos de C. annuum (50 e 100 mg/mL) e
C. officinalis (12,5 mg/mL) promoveram reducédo de viabilidade semelhante a
clorexidina 2% (p>0,05%). O extrato de C. annuum (50 e 100 mg/mL),
promoveu a reducdo de viabilidade de Pl e P2, enquanto o extrato de C.
officinalis (25 e 50 mg/mL), reduziu P1 (p>0,05%). Para as cepas P3 e P4 o
extrato de 50 e 100 mg/mL de C. annuum, apresentaram resultados
semelhantes a clorexidina. Conclui-se que todos os extratos apresentaram
acao antimicrobiana em cultura planctbnica, no entanto, o extrato de C.
annuum foi 0 que apresentou importante acédo antibiofilme (24 h) sobre cepas
clinicas multirresistentes de K. pneumoniae e P. aeruginosa, podendo ser
considerado um potencial agente antimicrobiano.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae. Pseudomonas aeruginosa. Extrato
Vegetal. Calendula officinalis. Capsicum annuum L. Hamamelis virginiana L.



Palma ALR. In vitro Evaluation of antimicrobial activity of extracts from
Calendula officinalis, Capsicum annuum L and Hamamelis virginiana L. on
multiresistant clinical straines of Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sado Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

Empirical knowledge of natural plant extracts is increasingly proving to be a
promising field. Extracts of Calendula officinalis, Capsicum annuum and
Hamamelis virginiana have analgesic, anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial potential that should be further developed. This research objective
was to evaluate the antimicrobial action of glycolic extracts in planktonic
cultures and biofilms of standard and clinical strains of Klebsiella pneumoniae
and Pseudomonas aeruginosa. The broth microdilution test was performed
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute, to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Microbicide
Concentration (MMC) of the extracts. Tests were performed on monotypic
biofilms, at contact times of 5 min and 24 h, using the MTT test. The MIC and
CMM of the extracts ranged from 1.56 to 50 mg/mL for all strains evaluated. C.
annuum (50 mg/mL) showed a reduction of 0.25% between 8.60% for the
ATCC strain of P. aeruginosa (5 min) and in 24 h a reduction of 99.89%
between 99.99%, highlighting extracts from C. annuum (100 mg/mL) and from
C. officinalis. C. annuum (200 mg/mL) showed an 18% reduction in K.
pneumoniae (ATCC 4352). In 24 h there was a reduction of 8.86% between
75.74% for the extract of C. annuum (100 mg/mL). The extracts showed more
satisfactory results when exposed to 24-hour treatments. Clinical strains K1, K2
and K3 responded to the treatment of C. annuum (50 and 100 mg/mL)
(p>0.05%). For clinical strain K4, extracts of C. annuum (50 and 100 mg/mL)
and C. officinalis (12.5 mg/mL) promoted a reduction in viability similar to
chlorhexidine 2% (p>0.05%). The extract of C. annuum (50 and 100 mg/mL),
reduced the viability of P1 and P2, while the extract of C. officinalis (25 and 50
mg/mL), reduced P1 (p>0.05% ). For strains P3 and P4, the extract of 50 and
100 mg/mL of C. annuum showed similar results to chlorhexidine. It is
concluded that all extracts showed antimicrobial action in planktonic cultures,
however, the extract of C. annuum was the one that showed an important
antibiofilm action (24 h) on multiresistant clinical strains of K. pneumoniae and
P. aeruginosa and can be considered a potential antimicrobial agent.

Keywords: Klebsiella pneumoniae. Pseudomonas aeruginosa. Plant Extracts.
Calendula officinalis. Capsicum annuum L. Hamamelis virginiana L.




1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos um dos maiores problemas de saude publica no mundo
sdo os conhecidos micro-organismos multirresistentes, ou seja, bactérias que
apresentam um perfil de resisténcia a diversos tipos de antibiéticos. As chamadas
bactérias multirresistentes ao longo dos anos adquiriram mecanismos capazes de
driblar o sistema imune e agir contra a acdo de antimicrobianos, considerado hoje
um desafio para os médicos e demais profissionais da saude que lidam com as
hospitalizacdes em unidades de terapia intensiva. Dentre esses micro-organismos,
destaca-se o grupo denominado ESKAPE, acrénimo para as seguintes bactérias:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp (Esposito,
Simone, 2017).

O género Klebsiella, um dos membros dos chamado grupo das ESKAPE,
juntamente com P. aeruginosa em 2017, foi classificada pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) como criticamente prioritarias para busca de novos farmacos
(WHO, 2017). K. pneumoniae caracteriza-se por ser um género de patdégenos
oportunistas, Gram-negativos de crescimento anaerobio facultativo, que causa uma
grande gama de infeccfes, desde trato urinario, formacdo de abcessos e pneumonia
(Podschun, Ullmann,1991; Ullah et al., 2009; Avcioglu et al., 2016; Martin, Bachman,
2018; Wang et al., 2020). Carl Friedlander em 1882, foi o primeiro a descrever a
bactéria Klebsiella pneumoniae, proveniente de amostras do pulmao, de pacientes
portadores de pneumonia. Com relacdo ao habitat sdo considerados ubiquitarios, ou
seja, encontrados na natureza, em plantas, humanos e até mesmo animais
(Friedlaender et al., 1882; Podschun, Ullmann, 1991; Wang et al., 2020).

Por pertencer a familia Enterobacteriaceae, pode adquirir espectro estendido
as B-lactamases e carbapenemases, sendo que os surtos de infec¢cdes causadas
por K. pneumoniae, representam um risco crescente em especial aos pacientes
hospitalizados (Podschun et al., 2001; Mandell et al., 2005; Lehloenya, Christians,
2012; Pereira et al., 2018).

K. pneumoniae além de apresentar, um perfil comum bacteriano de agente
etiologico de doencas adquirida na comunidade ou hospital, pode vir a evoluir para o

desenvolvimento de infec¢gbes do trato urinario e pneumonia, caracterizando-se pela



manifestacdo na forma de sindrome do abscesso hepatico invasivo. Segundo Lee et
al. (2019), o abcesso hepatico invasivo é definido como um abscesso hepéatico com
complicagbes de acometimento metastéatico, infecdo essa que vem crescendo na
regido da Asia e infectando pacientes diabéticos (Lee et al., 2019).

Outra bactéria Gram-negativa de interesse clinico é P. aeruginosa, que
apresenta crescimento aerébio, pertencente a familia das Pseudomonadaceae. Ela
€ responsavel por causar pneumonia, infec¢gbes do trato urinario, e bacteremias,
bem como apresentar alto indice de morbidade e mortalidade em pacientes com
fibrose cistica, em detrimento de infeccdes crbnicas que acarretam danos ao nivel
pulmonar e insuficiéncia respiratoria (Shariati et al., 2018; Chegini et al., 2020).

Em todo o mundo infeccdes relacionadas a assisténcias a saude,
representam hoje um problema de saude publica, visto que o mesmo afeta, desde
0S pacientes internados que estdo expostos a infeccdo hospitalar, quanto os custos
elevados pela internacéo prolongada (Chatzopoulou, Tsiakalou, 2019; Donlan, 2002;
Watnick, Kolter, 2000).

Bactérias Gram-negativas como o género Klebsiella e Pseudomonas,
destacam-se por sua multirresisténcia, sem uma previsdo de novas classes de
antibioticos que resolvam o panorama atual da area farmacologica (Potgens et al.,
2018; Tsala et al., 2018). Em 2011, a OMS expos em nUumeros gque em uma
populacdo mista de pacientes, a prevaléncia dessas infec¢des hospitalares sera de
10,1% em paises de baixa e média renda e 7,6% em paises de renda alta (WHO,
2011).

Em 27 de Maio de 2019, o El Pais um jornal diario espanhol fundado em 1976
de ampla circulagdo entre povos latinos, divulgou a seguinte declaracdo da
ganhadora do Nobel de Quimica Ada Yonath: “Se nao criarmos novos antibiéticos,
as pessoas morrerdao aos 50 ou 60 anos, como antes”. Ada é uma pesquisadora
Israelense na qual faz parte de um grupo de pesquisa que visa, o desenvolvimento
de novos antibidticos que atuem apenas nas bactérias patogénicas, sem afetar o
microbioma normal. Apesar da noticia ter circulado na impressa leiga, nos alerta
para o futuro com relacdo a resisténcia microbiana, justificando mais uma vez a
necessidade do desenvolvimento de novas alternativas para combater os chamados

“assassinos do século”, conforme mencionado na noticia (El Pais, 2019).

10



Os dados nos alertam para uma necessidade urgente, que € o
desenvolvimento e exploracdo de métodos de combate alternativos, como o0 uso de
extratos naturais de plantas. O Sistema Unico de saude (SUS), divulgou por meio do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude
uma lista de 71 plantas de interesse, usadas pela sabedoria popular e confirmadas
cientificamente, para varios tipos de doencas (Agéncia de Saude, 2009).

Varios estudos vém sendo realizados com extratos naturais de plantas, com a
finalidade de comprovar seu potencial antimicrobiano frente os mais diferentes tipos
de cepas. O estudo realizado por Toth et al. (2016) testou os efeitos antibacterianos
do Juncus inflexus e o isolamento e identificacdo de seus compostos ativos contra
Staphylococcus aureus MRSA, Citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae produtoras de [(-lactamase de espectro estendido
(ESBL), cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa. Os autores obtiveram atividade significativa (valor de CIM variando de
12,5 a 100 pg / mL) contra cepas de MRSA (T6th et al., 2016).

Costa et al. (2017), avaliaram a atividade antimicrobiana (antifungica e
antibacteriana) de extratos aquosos e etandlicos de R. echinus contra cepas
multirresistentes de bactérias (E. coli, P. aeruginosa e S. aureus) e fungos (C.
albicans, C. krusei e C. tropicalis) e concomitantemente com antibiéticos como
gentamicina, amicacina, imipenem e ciprofloxacina poderiam potencializar o efeito
dos extratos. Os resultados apontaram que o extrato aquoso de R. echinus causou
um aumento significativo na atividade dos antibiéticos gentamicina e imipenem,
enquanto o extrato etandlico intensificou fortemente a atividade antibidtica de
gentamicina, amicacina, imipenem e ciprofloxacina contra P. aeruginosa.

Mostacero et al. (2019) verificaram a atividade antibacteriana de benzopiranos
prenilados de Peperomia obtusifolia, uma planta herbacea perene nativa das
Ameéricas usada empiricamente para tratar picadas de cobra e na area cosmética
como adstringente para pele. Os autores obtiveram como resultado que o0 composto
estudado foi efetivo contra bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus
MRSA e uma estirpe resistente a vancomicina de Enterococcus faecalis,
apresentando valores de concentragao inibitéria (MIC) de 4 ug / mL (10,8 uM) e 8 pg
/ mL (21,6 uM) respectivamente.
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O extrato de butanol da fruta C. annuum revelou uma grande atividade
antimicrobiana apontada no estudo realizado por Careaga et al. (2003). Os autores
obtiveram através do extrato alcodlico (100 mg/mL) de C. annuum uma atividade
antimicrobiana relativamente grande contra Micrococcus sp. (20 mm), Bacillus (10
mm), E. coli (17 mm), Pseudomonas sp (16 mm) e Citrobacter sp. (15 mm) (Careaga
et al., 2003).

Nosso grupo de pesquisa em 2019 publicou um estudo sobre os efeitos
terapéuticos de outro extrato de planta conhecido de Rosmarinus officinalis L.
(alecrim) uma planta medicinal nativa que é proveniente da regido do Mediterraneo,
entretanto é cultivada no mundo todo. Possui moléculas bioativas que sé&o
chamados de fitocompostos, possuindo atividades anti-inflamatoria, antioxidante,
antimicrobiana, antiproliferativa, antitumoral e protetora, inibitéria e atenuante. O
alecrim é eficaz para reducao da formacédo do biofilme, um dos mecanismos de fator
de viruléncia mais importante quando se trata de bactérias multirresistentes (de
Oliveira et al., 2019).

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus),
contém plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos de
interesse ao sistema Unico de saude, como a Calendula officinalis que ocupa a
posicdo 13° das plantas de importancia (Agéncia de Saude, 2009). Calendula
officinalis é pertencente da familia Asteraceae, conhecida de forma popular como
margarida ou mal-me-quer (Efstratiou et al., 2012). Usada em tratamento de
infeccbes e em cosmetologia por auxiliar na reparacdo e cicatrizacdo tecidual.
Composta de saponinas, carotenoides, mucilagem e fitoesterois, a flor é originada
do mediterraneo (Brown et al., 1998; lauk et al., 2003; Eva et al., 2006; Fonseca et
al., 2010).

Outras plantas medicinais tém sido alvo de testes na literatura para
comprovar o seu potencial antimicrobiano, frente a micro-organismos
multirresistentes como o Capsicum annuum e Hamamelis virginiana.

Hamamelis virginiana L. € uma arvore pequena ou arbusto, pertencente da
familia Hamamelidaceae, encontrada frequente em bosques umidos, localizados na
zona norte e oriental dos Estados Unidos da América e do Canada, apesar de ser
planta nativa da regido canadense, ela € cultivada em alguns paises da Europa

(Sauer et al., 2021). Sabe-se que as infusbes e destilacbes das folhas e da casca
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sao ricas em flavonoides (compostos com acao anti-inflamatoria e antioxidante, que
promovem 0 aumento da resisténcia dos capilares) e taninos (substancias que
atuam como antidiarreicos, antimicrobianos e cicatrizantes), entre eles o
hamamelitanino e varias proantocianidinas, componentes este apontados como
responsaveis pelas propriedades adstringentes da H. virginiana L. (Deters et al.,
2001; Wolff, Kieser, 2007).

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e compreende cinco
espécies domesticadas de pimenteiras que sado comercializadas em todo o mundo:
Capsicum annuum L.., Capsicum chinense Jacg., Capsicum frutescens L., Capsicum
baccatum L. e Capsicum pubescens. E uma planta nativa da América tropical na
qual é cultivada como hortalica e condimento em todos 0s paises que apresentam o
clima tropical e temperado (Govindarajan, Salzer, 1986; Menichini et al.,
2009).Sempre foi muito conhecida por seu uso no combate de dores musculo
esqueléticas crénicas, por possuir capsaicina (composto com acdo anti-inflamatoria
e analgésica) e flavonoides (composto com acdo anti-inflamatéria e
antioxidante).Suas sementes possuem uma mistura de 6leo e saponinas. Entretanto,
estudos tem apontado sua acdo antimicrobiana (Bosland, 1996; Careaga et al.,
2003; Shayan, Saeidi, 2013), na qual nos chama a atencdo para potencial novo
antimicrobiano (Batiha et al., 2020).

Conforme a literatura exposta, os extratos naturais de plantas apresentam um
futuro promissor no combate microbiano. Entretanto, ainda existem poucos estudos
gue demonstrem o real efeito que eles provocam nas bactérias de ambito hospitalar,
tornando-se de interesse avaliar o potencial de diferentes extratos naturais de

plantas sobre as cepas clinicas multirresistentes.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo antimicrobiana in vitro de
extratos glicolicos de Calendula officinalis, Capsicum annuum L. e Hamamelis
virginiana L. sobre cepas clinicas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae e

Pseudomonas aeruginosa.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar a atividade antimicrobiana do extrato natural de Calendula
officinalis, Capsicum annuum e Hamamelis virginiana sobre cepas-padrédo de
Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
cepas clinicas multirresistentes em cultura plancténica, verificando a concentracéo
inibitéria minima e concentragdo microbicida minima (CIM e CMM);

b) avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos sobre biofilme monotipicos
de cepas padrao e clinicas de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa
em tempos de tratamento de 5 min e 24 horas.



3 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos os extratos glicolicos de Calendula officinalis (extraido das
folhas), Capsicum annuum L. (extraido das flores) e Hamamelis virginiana L.
(extraido das sementes) da empresa Distriol Extracdo Vegetal (Bom Jesus dos
Perdbes, SP). Os extratos foram obtidos na concentracdo de 200 mg/ml (20%)
eluidos em 80% de propilenoglicol.

3.1 Avaliagéo da atividade antimicrobiana do extrato

3.1.1 Cepas

A avaliacédo foi realizada sobre cepas de referéncia (ATCC - American Type
Culture Collection) de Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), provenientes do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia do Curso de Odontologia do ICT — UNESP. ApGs o descongelamento as
mesmas foram semeadas em &gares seletivos e realizada a coloracdo de Gram,
com a finalidade de verificar sua morfologia.

Oito cepas clinicas, foram doadas pelo Laboratério Bioclin, filiado ao Hospital
Policlin de Séo José dos Campos, as mesmas foram isoladas de diferentes sitios
como hemocultura, urina, secrec¢ao traqueal, ouvido direito e esquerdo e ponta de
cateter. O perfil de resisténcia de cada cepa foi obtido através do sistema
automatizado MicroSCAN AutoSCAN 4 ® (Beckman Coulter, California, EUA)
(Quadro 1).



Quadro 1 — Perfil de resisténcia a antibioticos de cepas clinicas de P. aeruginosa e

K. pneumoniae fornecidas pelo Laboratorio Bioclin do grupo Policlin

Cepas de Cepas de
. P. aeruginosa/ sitio K. pneumoniae
ANTIBIOTICO P1 P2 | P3 | P4 K1 K2 K3 | K4
Urina Ouvido Ouvido Cateter Hemo Secregdo Urina Cateter
cultura Traqueal

Amicacina S S S R - S S S
Aztreonam - - - - - S R -
Cefepime I I I R - R R R
Ceftazidima I I I R - R R -
-Ciprofloxacina I R I R R - R R
Clindamicina - - - - S - - -
Clorofenicol - - - - S - - -
Colistina - - - - - S S R
Daptomicina - - - - S - - -
Eritromicina - - - - R - - _
Gentamicina - - - - R R R R
Imipenem I | I R - - R R
Levofloxacina I R I R - R R R
Linezolida - - - - S - - -
Meropenem S S S R - S R R
Minociclina - - - - S -

Norfloxacina - - - - - - - -
Oxacilina - . . . R - - -
Piperacilina / Tazobactam I I I R - R R R
Rifampicina - . . - S - - -
Trimetoprim-sulfmetoxazol - - - - - R R R
Tobramicina - - - - - R R -

Legenda: S: sensivel; R: resistente; I: intermediario; - : teste ndo desenvolvido.
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin (Sao José dos Campos - SP)

3.1.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Microbicida Minima (CMM)

Para a determinacdo da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M7-A6

gue descreve testes com bactérias aerdbias.



Primeiramente, as cepas de micro-organismos foram semeadas em meio
sélido, Brain Heart Infusion (BHI - Himedia) para bactérias, apdés semeadura as
cepas seguiram incubadas em estufa bacteriologica (37°C) por 24 h para que
fossem reativadas. Passado o periodo de incubacgéo elas foram diluidas em solugéo
fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e a suspensao padronizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 625 nm e D.O de 0,080 na concentragdo de 10°
células/mL, de acordo com as recomendacdes da (CLSI).

Apébs o preparo da suspensdo de micro-organismos, iniciou o preparo das
diluicdes dos extratos. Para isso foram distribuidos, nos pocos da microplaca, 100
uL de meio de cultura liquido, sendo caldo Mueller Hinton (Himedia, Mumbai, india)
para as bactérias. A distribuicdo do meio foi feita utilizando 10 pocos para cada
grupo experimental de micro-organismo, sendo o experimento realizado em triplicata
para cada extrato. Passada esta etapa, 100 puL dos extratos, na concentracdo de
200 mg/mL, foram adicionados apenas no primeiro poco de cada grupo, de onde
partiram uma série de 10 diluicbes seriadas (Quadro 2). Foi realizado também
controles de esterilidade do caldo e extrato nos pogos 11 e 12.

As placas foram incubadas durante 24 horas e depois do periodo foram
semeados todos o0s po¢cos com auxilio de uma haste de madeira estéril em agar BHI,
onde foi realizado uma semeadura em picada para observar o crescimento ou néo
das col6nias. Elas seguiram desta vez incubadas por 48 horas na temperatura de
37°C e foi observado se houve presenca de concentracdo microbicida minima

(CMM), onde foi definido como a menor concentracdo sem crescimento bacteriano.

Quadro 2 — Diluicdo dos extratos glicélicos para determinacdo da CMM

Concentragcao dos extratos (mg/mL)
em Microdiluicao
Pogo | 10| 20 | 3° | 40 | 5o | @ | 7° | 8 | 9° | 10°
Concentracdo | 50 | 25 |12,5|6,25 |3,12|1,56|0,78|0,39|0,19 | 0,09
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato sobre biofilmes

monotipicos

Para a formacao dos biofilmes monotipicos foram utilizadas microplacas de
96 pocos onde foram adicionados 100 uL de caldo Brain Heart Infusion (BHI -
HiMedia®, Mumbai, india) em cada pocgo, na sequéncia foram colocados também
100 pL de suspensdo microbiana padronizada em espectrofotdmetro (comprimento
de onda 625 nm) com 10’ células/mL de solucéo fisiol6gica estéril (NaCl 0,9%). As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h e, em seguida, 0 meio de
cultura foi trocado e fez-se nova incubag&o nas mesmas condi¢des por mais 24 h.

Passado o periodo final de formacdo do biofilme, a partir dos resultados
obtidos com a CMM, foram estabelecidas as concentracfes para cada cepa e

extrato e seguimos para a fase de tratamento.

3.1.4 Tratamento

Apés a formacdo do biofiime das cepas padrdao e clinicas de Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), ambos foram
colocados em contato com cada extrato em concentracdes previamente
selecionadas. Foi adotado como tempo de tratamento 5 minutos e 24 horas para
ambas.

Como controle positivo, foi utilizado 2% de digluconato de clorexidina e como
controle negativo 0,9% NacCl estéril. Posteriormente, os extratos foram removidos e
o biofilme lavado com NaCl 0,9% estéril. Trés experimentos independentes foram
realizados, com 10 repeticbes cada, total n = 30 para cada grupo. A mensuracgao foi
realizada por atividade metabodlica dos micro-organismos pelo do teste de MTT.
Foram realizados 3 experimentos independentes, com 4 repeti¢des cada, totalizando

n=12 para cada grupo experimental.
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3.1.5 Atividade metabdlica dos micro-organismos pelo teste de MTT

Apoés submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado para o
teste de MTT. Para isso foram adicionados 200 pL da solucdo de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) a placa foi incubada ao
abrigo da luz por 1 hora em estufa a 37°C, passado o periodo de incubacédo foi
retirada a solucdo de MTT e adicionado 200 uL de Dimetilsuféxido (DMSO) a placa
foi novamente incubada em estufa a 37°C por 10 minutos e colocada no Shaker sob
agitacdo constante por 10 minutos. Apds o periodo, a placa foi lida em leitora de
microplaca em 570 nm. As densidades Opticas obtidas foram convertidas, através da
férmula abaixo, em percentual de atividade metabdlica das células do micro-

organismo:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)

3.2 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio do software
Graphpad prism 5.0. Foi avaliado a normalidade para definir o tipo de teste
adequado. O método ANOVA complementado pelo teste de Tukey foi utilizado para
resultados que apresentaram curva normal e o método Kruskall-Wallis
complementado com o Teste de Comparag¢do Multipla de Dunn foi aplicado para
testes em que nao apresentaram normalidade nos dados. A significancia adotada foi
de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADO

4.1 Determinagdo das concentragdes inibitoria (CIM) e microbicida minima

(CMM)

Os resultados dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos de Calendula officinalis,

Capsicum annuum L. e Hamamelis virginiana L. das cepas de P. aeruginosa, estédo

demonstrados na Tabela 1 e para as cepas de K. pneumoniae na Tabela 2.

Tabela 1 — CIM e CMM determinada para cepas ATCC 15442 e clinicas

multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa

CEPA - EXTRATO CIM CMM
ATCC 15442 - CA 50 mg/mL 50 mg/mL
ATCC 15442 -CL 25 mg/mL 50 mg/mL
ATCC 15442 -H 3,12 mg/mL 6,25 mg/mL
P1-CA 50 mg/mL > 50 mg/mL
P1-CL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
P1-H 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
P2 - CA 25 mg/mL 50 mg/mL
P2 - CL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
P2-H 6,25 mg/mL 3,12 mg/mL
P3-CA 25 mg/mL 50 mg/mL
P3 -CL 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
P3-H 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL
P4 - CA 25 mg/mL 50 mg/mL
P4 - CL 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
P4 —-H 3,12 mg/mL 3,12 mg/mL

Legenda: CA: Capsicum annuum; CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 — CIM e CMM determinada para cepas ATCC 4352 e clinicas

multirresistentes de Klebsiella pneumoniae

CEPA — EXTRATO CIM CMM
ATCC 4352 -CL 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
ATCC 4352 -CA 25 mg/mL > 50 mg/mL
ATCC 4352 - H 3,12 mg/mL 1,56 mg/mL

K1-CL 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL
K1-CA 25 mg/mL > 50 mg/mL
Kl1-H 3,12 mg/mL 1,56 mg/mL
K2 -CL 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
K2 - CA 50 mg/mL > 50 mg/mL
K2 -H 12,5 mg/mL 1,56 mg/mL
K3 -CL 12,5 mg/mL 12,5 mg/mL
K3 -CA 25 mg/mL > 50 mg/mL
K3—-H 12,5 mg/mL 1,56 mg/mL
K4 — CL 50 mg/mL 6,25 mg/mL
K4 — CA 6,25 mg/mL > 50 mg/mL
K4 —H 6,25 mg/mL 1,56 mg/mL
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Legenda: CA: Capsicum annuum; CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos e tratamento no

tempo de 5 minutos

As concentragfes utilizadas para os testes em biofilmes foram determinadas
a partir dos resultados apresentados na CMM, para a forma plancténica de cada
cepa.

Foram consideradas as concentracdes do extrato equivalentes CMM vezes
dois, tanto para Pseudomonas aeruginosa (Tabela 3), quanto para Klebsiella
pneumoniae (Tabela 4). Nas tabelas abaixo, seguem os valores utilizado para
tratamento do biofilme, no tempo de 5 min para as cepas-padrdao e clinicas de

ambas as espécies:



Tabela 3 — Concentracdo dos extratos utilizadas para tratamento em biofilmes

monotipicos de cepas-padréo e clinicas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)

no tempo de 5 minutos

Extratos Pl P2 P3 P4 ATCC
CL - 25 mg/mL 25mg/mL 12,5 mg/mL 12,5mg/mL 50 mg/mL
Calendula 50 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL 25 mg/mL 100
mg/mL
CA - 100 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL
Capsicum 200 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL 100
mg/mL
H- 3,12mg/mL  3,22mg/mL 3,12mg/mL  3,12mg/mL 6,25
Hamamelis mg/mL
6,25 mg/mL 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL 125
mg/mL

Legenda: CA: Capsicum annuum; CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 — Concentracdo dos extratos utilizadas para tratamento em biofilmes

monotipicos de cepas-padrao e clinicas de Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) no

tempo de 5 minutos

Extratos K1 K2 K3 K4 ATCC
CL - 12,5 mg/mL 12,5 125mg/mL  6,25mg/mL 12,5 mg/mL
Calendula mg/mL
25 mg/mL 25mg/mL 25 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
CA - 100 mg/mL 100 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
Capsicum mg/mL
200 mg/mL 200 200 mg/mL 200 mg/mL 200 mg/mL
mg/mL
H- 1,56 mg/mL 1,56 1,56 mg/mL 1,56 mg/mL 1,56 mg/mL
Hamamelis mg/mL
3,12 mg/mL 3,12 3,12mg/mL  3,12mg/mL 3,12 mg/mL
mg/mL

Legenda: CA: Capsicum annuum; CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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As porcentagens da média de reducdo de viabilidade em biofilmes

monotipicos de cepas ATCC de P. aeruginosa e cepas clinicas, apds 5 minutos de

tratamento podem ser observadas na tabela abaixo (Tabela 5). A reducdo de

viabilidade foi comparada com o controle de clorexidina 0,12% no qual apresentou

uma reducdo de 63% de crescimento microbiano para as cepas-padrao; 49% para

cepa clinica P1, 40% para cepa clinica P2, 38% para cepa clinica P3 e 64% para

cepa clinica P4.

Tabela 5 — Reducdo de viabilidade (%) em biofimes de cepas ATCC de

Pseudomonas aeruginosa apdés tratamento de 5 minutos

(continua)
Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
ATCC 15442 Capsicum annuum 100 mg/mL 0,25%
50 mg/mL 8,60%
100 mg/mL 5%
Calendula officinalis 50 mg/mL 204
Hamamelis 12,5 mg/mL -
virginiana
6,25 mg/mL 4,62%
P1 Capsicum annuum 100 mg/mL 77,36%
50 mg/mL 79,44%
50 mg/MI 72%
I la officinali
Calendula officinalis 25 mg/mL 69%
Hamamelis 6,25 mg/mL 83%
virginiana
3,12 mg/mL 83,12%
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Tabela 5 — Reducdo de viabilidade (%) em biofiimes de

Pseudomonas aeruginosa apoés tratamento de 5 minutos

cepas ATCC de

(concluséo)

Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
P2 Capsicum annuum 100 mg/mL 76,13%
50 mg/mL 74%
50 mg/mL 23,10%
Calendula officinalis 25 mg/mL 204
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -
P3 Capsicum annuum 100 mg/mL 67%
50 mg/mL 69,28%
25 mg/mL -
Calendula officinalis 12,5 mg/mL )
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -
P4 Capsicum annuum 100 mg/mL 55%
50 mg/mL 57,19%
25 mg/mL -
Calendula officinalis
12,5 mg/mL -
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -

Legenda: - : ndo apresentou reducéo de viabilidade quando comparado com a clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Comparando os resultados de reducdo de Vviabilidade em biofilmes
monotipicos de P. aeruginosa para cepa ATCC 15442, é possivel observar que os
extratos glicélicos promoveram a reducdo de 0,25% entre 8,60% (média 3,36%),
sendo que o extrato que apresentou uma reducdo mais satisfatéria foi o de C.
annuum L (50 mg/mL) (Tabela 5).

A cepa clinica P1 apresentou reducao de 69% entre 83,12% (média 77,32%),
sendo que o extrato que promoveu uma reducdo mais satisfatéria foi o de H.
virginiana L (3,12 mg/mL). Os extratos promoveram uma reducdo média de 37,05%
para cepa P2, sendo que o extrato de C. annuum L (100 mg/mL) teve o melhor
desempenho.

Para cepa P3 os extratos glicélicos apresentaram reducdo de 67% entre
69,28% (média 68,14%), sendo o de C. annuum L (50 mg/mL) o extrato com melhor
desempenho. O extrato glicolico de C. annuum L (50 mg/mL), no tempo de 5
minutos de tratamento, apresentou reducdo apresentou média de 56,09%, com
reducado de 55% entre 57,19%, para a cepa P4.

Como demonstrado na Figura 1, apenas a clorexidina a 0,12% apresentou
resultados estatisticamente significantes (p<0,05%), quando comparado com O0s
extratos glicolicos no combate a cepa padrdo (ATCC 15442) de P. aeruginosa no
tempo de 5 minutos.

Na andlise estatistica realizada pelo GraphPad Prisma, observou-se que na
cepa P1 o extrato de C. annuum L nas concentra¢des de 100 mg/mL e 200 mg/mL
apresentaram similaridade com o controle positivo de clorexidina 0,12% (p>0,05%)
(Figura 2). As demais concentracdes de C. officinalis e H. virigiana L. apresentaram
diferenca estatistica quando comparada com o controle (p<0,05%).

Os resultados de C. annuum L. demonstraram-se ser promissores ja no
tempo de 5 minutos contra cepas clinicas, ficando muito proximos do perfil
antimicrobiano da clorexidina 0,12%, um excelente antisséptico quimico, com acao

antifungica e bactericida.
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Figura 1- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de P. aeruginosa (ATCC 15442)
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Concentragédo do extrato

Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica P1
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Concentragéo do extrato
Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Fonte: Elaborado pelo autor
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Conforme demonstrado na Figura 3, todas as concentracfes dos extratos,
sendo C. officinalis (25 e 50 mg/dL), C. annuum L. (50 e 100 mg/dL) e H. virginiana
L. (3,12 e 6,25 mg/dL), apresentaram diferenca estatistica quando comparado ao
controle negativo, na exposicdo das cepas P2 (p<0,05%). Apenas o controle

positivo, foi capaz de apresentar potencial antimicrobiano (média 0,07 da D.O).

Figura 3- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica P2
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey’s
(p=0,05%). As letras “a”’, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A cepa clinica P3, quando exposta ao tratamento dos extratos no tempo de 5
minutos, com excecdo para as concentracbes de H. virginiana L., apresentou

similaridade com o controle positivo de clorexidina 0,12% (p>0,05%) (Figura 4).
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Figura 4- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica P3
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p=0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cepa clinica P4 os resultados obtidos com o tratamento de 5 minutos,
pode-se verificar que nas concentragbes de 25 mg/dL de C. officinalis e 50 e 100
mg/dL de C. annuum L. ndo foi apresentado diferenca estatistica significante
comparada ao controle positivo (p>0,05%). Resultados promissores em um curto
espaco de tempo.

A concentragdo de 12,5 mg/mL de C. officinalis ndo foi o suficiente para
promover potencial antimicrobiano na cepa de P. aeruginosa (p<0,05%), bem como

nas concentragdes de 3,12 e 6,25 mg/dL de H. virginiana L. (Figura 5).
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Figura 5- Grafico demonstrando a densidade 6ptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica P4

P4
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p=0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Também foram avaliadas as porcentagens da média de reducdo de
viabilidade em biofilmes monotipicos de cepas ATCC de K. pneumoniae, apos 5
minutos de tratamento, conforme a tabela abaixo (Tabela 6).

A reducéo de viabilidade também foi comparada com o controle de clorexidina
0,12% no qual apresentou uma redugédo de 69% de crescimento microbiano para
cepas ATCC; 81,38% para cepa clinica K1, 76,39% para cepa clinica K2, 46,85%
para cepa clinica K3 e 69,03% para cepa clinica K4.

Comparando os resultados de reducdo de viabilidade em biofilmes
monotipicos de K. pneumoniae para cepa ATCC 4352, é possivel observar que o0s
extratos glicolicos apresentaram reducédo de 18%, sendo que o Unico extrato que
apresentou reducao foi o de C. annuum L (200 mg/mL) (Tabela 6).

Nenhum dos outros extratos apresentaram redugao de viabilidade quando

comparado com a clorexidina 0,12%.
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Tabela 6 — Reducao de viabilidade (%) em biofiimes de cepas ATCC e clinicas de

Klebsiella pneumoniae apds tratamento de 5 minutos

(continua)
Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
ATCC 4352 Capsicum annuum 200 mg/mL 18%
100 mg/mL -
25 mg/mL -
Calendula officinalis
12 mg/mL -
Hamamelis 3,12 mg/mL -
virginiana 1,56 mg/mL )
K1 Capsicum annuum 100 mg/mL 38,87%
200 mg/mL 51,98%
25 mg/mL -
Calendula officinalis 12,5 mg/mL )
Hamamelis 3,12 mg/mL -
virginiana
1,56 mg/mL -
K2 Capsicum annuum 100 mg/mL 13,78%
200 mg/mL 34,37%
25 mg/mL -
Calendula officinalis 12,5 mg/mL )
Hamamelis 3,12 mg/mL -
virginiana

1,56 mg/mL




Tabela 6 — Reducao de viabilidade (%) em biofilmes de cepas ATCC e clinicas de
Klebsiella pneumoniae apds tratamento de 5 minutos

(concluséo)

Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
K3 Capsicum annuum 100 mg/mL -
200 mg/mL 22,88%
25 mg/mL -
Calendula officinalis
12,5 mg/mL -
Hamamelis 3,12 mg/mL 3,48
virginiana
1,56 mg/mL -
Capsicum annuum 100 mg/mL -
K4 200 mg/mL 19,52%
12,5 mg/mL -
Calendula officinalis 6,25 mg/mL )
Hamamelis 3,12 mg/mL -
virginiana
1,56 mg/mL -

Legenda: - : ndo apresentou reducéo de viabilidade quando comparado com a clorexidina 0,12%.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A cepa clinica K1 apresentou reducdo de 38,87% entre 51,98% (média
45,42%), sendo que o extrato que apresentou reducdo mais satisfatoria foi o de C.
annuum L (200 mg/mL). O extrato de C. annuum L (200 mg/mL) apresentou reducao
meédia de 24,07%, com reducao de 13,78% entre 34,37% para cepa K2

Dentre os extratos glicdlicos, o extrato de C. annuum L (200 mg/mL)
apresentou reducéo de 3,48% entre 22,88% (média 13,18%) para cepa K3, sendo o
extrato com melhor desempenho, dentre os demais testados. Por fim em 5 minutos
de tratamento a cepa K4 apresentou reducéo de 19,52% apenas para o extrato de
C. annuum L. (200 mg/mL).
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Nenhum dos outros extratos apresentaram reducédo de viabilidade quando
comparado com a clorexidina 0,12%.

Como demonstrado na Figura 6, quando foi avaliado os extratos glicélicos
frente cepas de K. pneumoniae ATCC (4352) pode-se alcancar diferenca estatistica
(p<0,05%), entre o extrato de C. annuum L (200 mg/mL) x H. virginiana L. (3,12

mg/mL). As demais concentracdes ndo apresentaram diferenca quando comparado

ao controle positivo (p>0,05%).

Figura 6 - Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de K. pneumoniae (ATCC 4352)

K. pneumoniae (ATCC 4352)
5 minutos de tratamento
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo de normalidade 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.

Observou-se que para cepa K1, tivemos uma similaridade com o controle
positivo de clorexidina 0,12% para os tratamentos de C. annuum L. nas
concentracdes de 100 e 200 mg/dL (p>0,05%) (Figura 7).
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Figura 7- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica K1
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p=0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme a Figura 8, a cepa clinica K2 quando foi exposta aos tratamentos
de 5 minutos com os extratos glicélicos, teve para basicamente todos os extratos,
com excecdo de C. annuum L. (200 mg/dL) diferenca estatisticamente significante,
quando comparado ao controle positivo (p<0,05%).

O extrato glicélico de pimenta, apresentou novamente resultados promissores
no tempo analisado com média de 0,24 D.O (p>0,05%)

As cepas clinicas K3 e K4, obtiveram resultados iguais ao anterior, com
reducado de viabilidade semelhante a clorexidina 0,12% para o extrato de C. annuum

L. na concentracdo de 200 mg/mL (p>0,05%) (Figura 9 e 10).
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Figura 8- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica K2

K2
5 minutos de tratamento
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9- Grafico demonstrando a densidade éptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica K3

K3
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0.8+ C
AC B3 Caldo (BHI)
8 e P20 ACD  AC ac gm clLx
I mm B3 CL 12,5 mg/ml
. P [ CL 25 mg/m
E g%%; CA 100 mg/ml
2 CA 200 mg/ml
§ ] E@ H 1,56 mg/ml
| 3 H312mgm
= E , %%
S X E E E E E E
m O D O O O D O
= € E E € E E
2 2 % 8 8 8 ¢
3 g 3 =T 8 20 P<0.0001
o O O T

Concentragédo do extrato

Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 10- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 5 min aplicados em biofilmes de cepa clinica K4
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p=0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos e tratamento no

tempo de 24 horas

Abaixo, seguem os valores utilizados para tratamento do biofilme, no tempo
de 24 horas para as cepas-padrdo e clinicas de ambas as espécies, para

Pseudomonas aeruginosa e K. pneumoniae (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7 — Concentracdo dos extratos utilizadas para tratamento em biofilmes

monotipicos de cepas-padrao e clinicas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)

no tempo de 24 horas

Extratos P1 P2 P3 P4 ATCC
CL - 25 mg/dL 25 mg/dL 12,5 mg/dL 12,5mg/dL 50 mg/dL
Calendula 50 mg/DlI 50 mg/dL 25 mg/dL 25 mg/dL 100 mg/dL
CA - 50 mg/dL 50 mg/dL 50 mg/dL 50 mg/dL 50 mg/dL
Capsicum 160 mg/dl. 100 mg/dL 100 mg/dL 100 mg/dL 100 mg/dL
H- 3,12mg/dL  3,12mg/dL 3,12 mg/dL 3,12mg/dL 6,25
Hamamelis mg/dL
6,25mg/dL 6,25 mg/dL 6,25 mg/dL 6,25 mg/dL 12,5
mg/dL

Legenda: CA: Capsicum annuum; CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 — Concentracdo dos extratos utilizadas para tratamento em biofilmes

monotipicos de cepas-padrao e clinicas de Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) no

tempo de 24 horas

Extratos K1l K2 K3 K4 ATCC
CL - 12,5 mg/mL 12,5 12,5mg/mL  6,25mg/mL 12,5 mg/mL
Calendula mg/mL
25 mg/mL 25mg/mL 25 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
CA - 50 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL 50 mg/mL
Capsicum 4 56 mg/mL 100 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
mg/mL
H- 1,56 mg/mL 1,56 1,56 mg/mL 1,56 mg/mL 1,56 mg/mL
Hamamelis mg/mL
3,12 mg/mL 3,12 3,12mg/mL 3,22mg/mL 3,12 mg/mL
mg/mL

Legenda: CA: Capsicum annuum;

Fonte: Elaborado pelo autor.

CL: Calendula officinalis; H: Hamamelis virginiana.
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As porcentagens da média de reducdo de viabilidade em biofilmes

monotipicos de cepas ATCC de P. aeruginosa e clinicas, ap6és 24 horas de

tratamento podem ser observadas na tabela abaixo (Tabela 9). A reducdo de

viabilidade foi comparada com o controle de clorexidina 0,12% no qual apresentou

uma reducao de 100% de crescimento microbiano para as cepas-padrao; 80% para

cepa clinica P1, 78% para cepa clinica P2, 73,44% para cepa clinica P3 e 62,12%

para cepa clinica P4 .

Tabela 9 — Reducdo de viabilidade (%) em biofilmes de cepas ATCC e clinicas de

Pseudomonas aeruginosa apos tratamento de 24 horas

(continua)
Cepa Extrato Concentracao Reducao de
viabilidade
ATCC 15442 Capsicum annuum 100 mg/mL 99,99%
50 mg/mL 99,96%
100 mg/mL 99,99%
Calendula officinalis 50 mg/mL 99,99%
Hamamelis 12,5 mg/mL 99,92%
virginiana
6,25 mg/mL 99,89%
Pl Capsicum annuum 100 mg/mL 77,36%
50 mg/mL 80%
50 mg/mL 71%
Calendula officinalis 25 mg/mL 68%
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana

3,12 mg/mL

37



Tabela 9 — Reducao de viabilidade (%) em biofiimes de cepas ATCC e clinicas de

Pseudomonas aeruginosa apoés tratamento de 24 horas

(concluséo)

Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
P2 Capsicum annuum 100 mg/mL 76,13%
50 mg/mL 74%
50 mg/mL 23,10%
I la officinali
Calendula officinalis 25 mg/mL 1,46%
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -
P3 Capsicum annuum 100 mg/mL 67%
50 mg/mL 69,28%
25 mg/mL -
Calendula officinalis 12,5 mg/mL )
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -
P4 Capsicum annuum 100 mg/mL 55,05%
50 mg/mL 57,19%
25 mg/mL -
Calendula officinalis
12,5 mg/mL -
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -

Legenda: - : ndo apresentou reducéo de viabilidade quando comparado com a clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Comparando os resultados de reducdo de viabilidade em biofilmes
monotipicos de P. aeruginosa para cepa ATCC 15442, é possivel observar que os
extratos glicolicos apresentaram reducdo de 99,89% entre 99,99% (média 99,95%),
sendo que 0s extratos que apresentaram uma redugdo mais satisfatéria foram os de
C. annuum L (100 mg/mL) e os de C. officinalis (Tabela 9).

O extrato de C. annuum L (50 mg/mL) promoveu reducédo de 68% entre 80%
(média 74,09%) para cepa clinica P1. O extrato de C. annuum L (100 mg/mL) obteve
melhor desempenho, apresentaram média de 43,67%, com reducdo de 1,46% entre
76,13% para cepa clinica P2.

A cepa P3, quando exposta ao tratamento do extrato glicélico de C. annuum L
(50 mg/mL) apresentou reducéo de 67% entre 69,28% (média 68,14%). Por fim em
24 horas de tratamento a cepa P4 apresentou média de 56,12%, com reducdo de
55,05% entre 57,19%. Na referida cepa, o extrato glicélico de C. annuum L (50
mg/mL) obteve o melhor desempenho.

Na Figura 11, o extrato glicélico de C. annuum L. e C. officinalis, ambos nas
concentracbes de 50 e 100 mg/mL, apresentaram reducdo significativa quando
comparado ao grupo controle de clorexidina 0,12% (p>0,05%) para a cepa padrao
de ATCC 15442 de P. aeruginosa.

O extrato de H. virginiana L. (6,25 e 12,5 mg/mL) apresentou diferenca
estatistica significante em comparagéo com o controle positivo (p<0,05%).

A cepa clinica P1, apresentou uma sensibilidade frente aos extratos (C.
annuum 50 e 100 mg/mL e C. officinalis 25 e 50 mg/mL) no tempo de 24 horas.

Todos os extratos, com excec¢ao do glicélico de H. virginiana, foram capazes
de reduzir o biofilme em quantidades muito proximas ao controle positivo (p>0,05%),

conforme a Figura 12.
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Figura 11- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de P. aeruginosa (ATCC 15442)
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12- Grafico demonstrando a densidade 6ptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica P1
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A cepa clinica P2, teve apenas reducdo de viabilidade quando expostas na
concentracdo de C. annuum L. de 50 e 100 mg/mL, conforme a Figura 13

(p>0,05%). Os demais extratos diferiram estatisticamente frente ao controle de

clorexidina 0,12% (p<0,05%).

Figura 13- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica P2
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 14 e 15, as cepas clinicas P3 e P4 apresentaram o mesmo perfil
com similaridade ao controle positivo, somente para o extrato glicolico de C. annuum

L. nas concentragcdes de 50 e 100 mg/mL.
Os demais extratos também diferiram estatisticamente frente ao controle de

clorexidina 0,12% (p<0,05%) (Figura 14 e 15).
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Figura 14- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica P3
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15- Grafico demonstrando a densidade 6ptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica P4
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Também foram avaliadas as porcentagens da média de reducdo de
viabilidade em biofilmes monotipicos de cepas ATCC de K. pneumoniae, apés 24
horas de tratamento, conforme a tabela abaixo (Tabela 10). A reducao de viabilidade
foi comparada com o controle de clorexidina 0,12% no qual apresentou uma redugéo
de 76% de crescimento microbiano para as cepas-padrdo; 72,52% para cepa clinica
K1, 72,09% para cepa clinica K2, 64% para cepa clinica K3 e 63,96% para cepa
clinica K4.

Comparando os resultados de reducdo de viabilidade em biofilmes
monotipicos de K. pneumoniae para cepa ATCC 4352, é possivel observar que 0s
extratos glicélicos apresentaram reducao de 8,86% entre 75,74% (média 53,34%), o
extrato glicélico que melhor desempenhou reducédo foi o de C. annuum L. (100
mg/mL) (Tabela 10).

Tabela 10 — Reducédo de viabilidade (%) em biofilmes de cepas ATCC e clinicas de

Klebsiella pneumoniae apdés tratamento de 24 horas

(continua)
Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
Capsicum annuum 100 mg/mL 75,74%
50 mg/mL 75,42%
25 mg/mL 8,86%
Calendula officinalis 12,5 mg/mL i
ATCC 4352
Hamamelis 6,25 mg/mL -
virginiana
3,12 mg/mL -
Capsicum annuum 100 mg/mL 71%
50 mg/mL 72%
25 mg/mL 30%
K1 Calendula officinalis
12,5 mg/mL 20%
Hamamelis -
virginiana 3,12 mg/mL

1,56 mg/mL
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Tabela 10 — Reducédo de viabilidade (%) em biofilmes de cepas ATCC e clinicas de

Klebsiella pneumoniae apdés tratamento de 24 horas

(concluséo)

Cepa Extrato Concentracao Reducéao de
viabilidade
Capsicum annuum 100 mg/mL 81,28%
50 mg/mL 81,21%
25 mg/mL -
Calendula officinalis 12,5 mg/mL 5
K2
Hamamelis 3,12 mg/mL -
virginiana
1,56 mg/mL -
Capsicum annuum 100 mg/mL 49,40%
50 mg/mL 55,55%
25 mg/mL -
K3 Calendula officinalis
12,5 mg/mL -
Hamamelis -
virginiana 3,12 mg/mL
1,56 mg/mL
Capsicum annuum 100 mg/mL 75,38%
50 mg/mL 64,20%
12,5 mg/mL
K4 Calendula officinalis -
6,25 mg/mL -
Hamamelis -
virginiana 3,12 mg/mL
1,56 mg/mL

Legenda: - : ndo apresentou reducéo de viabilidade quando comparado com a clorexidina 0,12%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cepa clinica K1, o extrato de C. annuum L (50 mg/mL) apresentou
reducdo de 20% entre 72% (meédia 48,25. A cepa K2 apresentou média de 55,83%,

com reducao de 5% entre 81,28%, quando submetido ao tratamento com C. annuum
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L (100 mg/mL).

A cepa K3, no tratamento de C. annuum L (100 mg/mL) apresentou reducao
de 49,40% entre 55,55% (média 52,47%), sendo o extrato com melhor desempenho,
dentre todos testados. Por fim em 24 horas de tratamento a cepa K4 sob o extrato
glicélico de C. annuum L (100 mg/mL) apresentou média de 69,79%, com reducao
de 64,20% entre 75,38%.

No tempo de tratamento de 24 horas, a cepa padrdo de K. pneumoniae
(ATCC 4352) e as clinicas K1, K2 e K3 responderam bem ao tratamento com o
extrato glicélico de C. annuum L. nas concentracdes de 50 e 100 mg/mL (p>0,05%)
(Figura 16, 17, 18 e 19). Os demais extratos apresentaram diferenca estatistica

guando comparado com o controle de clorexidina 0,12% (p<0,05%).

Figura 16- Grafico demonstrando a densidade 6ptica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de K. pneumoniae (ATCC 4352)

K. pneumoniae (ATCC 4352)
24 horas de tratamento
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CL (12,5 mg/mL)
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CA (100 mg/mL)

Concentracao do extrato

Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica K1
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica K2
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 19- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica K3
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CL (25 mg/mL)
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Concentragéo do extrato

Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p=0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar a ultima cepa clinica K4, as concentracfes de C. annuum (50 e
100 mg/mL) e C. officinalis (12,5 mg/mL) apresentaram reducdo de viabilidade

semelhante ao controle positivo (p>0,05%) (Figura 20).
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Figura 20- Grafico demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos tratamento de 24 horas aplicados em biofilmes de cepa clinica K4
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Legenda: Os testes foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Dunn’s
(p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

De acordo com a literatura consultada, ndo foram encontrados estudos sobre
a acdo dos trés extratos glicolicos em amostras clinicas multirresistentes, sendo
assim, foi possivel comparar os resultados aqui apresentados com trabalhos que
utilizaram de forma individual os extratos, bem como metodologias diferentes da
nossa em sua maioria.

A resisténcia antimicrobiana € fator de preocupacédo ao redor do mundo
inteiro, promovendo a necessidade de estudos que possam buscar novas moléculas
gue possuam o potencial microbicida ou microbiostatico para serem utilizados no
combate da era da multirresisténcia.

O presente estudo selecionou compostos ja utilizados na sabedoria empirica
e que na literatura cientifica, ha poucos anos tiveram comprovacao dos seus efeitos
anti-inflamatérios, antioxidantes, analgésicos e até mesmo potencial antitumoral
(Stahl, Sies, 2005; Kaisoon et al., 2011; Butnariu, Coradini, 2012). Os resultados
obtidos com a C. annuum L. e a C. officinalis demonstraram j& em 5 minutos de
tratamento, resultados promissores na reducao do biofilme.

H. virginiana L. apesar de bem estabelecida na literatura pelo seu potencial
antimicrobiano, ndo teve um desempenho téo satisfatério quando utilizado frente as
cepas clinicas. Gloor et al. (2002) determinaram a atividade antimicrobiana de um
destilado de Hamamelis (Aqua Hamamelidis), uma espécie de agua floral de
Hamammelis que possui ampla aplicacdo na area cosmética. No estudo os autores
utilizaram uma mescla de Hammamelis (90%) com ureia (5%) e verificaram sua acao
in vitro sob diversas cepas-padrdo de bactérias Gram-positivas e negativas. Esses
autores utilizaram a técnica de disco difusdo em agar para determinar a
concentracdo efetiva da mescla. No teste frente a P. aeruginosa e K. pneumoniae,
apenas a K. pneumoniae teve inibicdo de seu crescimento, entretanto, os autores
nao mencionaram qual foi o valor da reducéo.

No atual estudo quando foi comparado a acdo do extrato glicolico de
Hammamelis pela técnica de microdiluichio em caldo contra cepas-padrdao de P.
aeruginosa (ATCC 15442) e K. pneumoniae (ATCC 4352), foi obtido CIM na

concentragéo de 3,12 mg/mL para ambas as espécies.
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Quando avaliamos a acdo antibiofilme, dentre as 10 cepas utilizadas (8
clinicas e 2 ATCC), no tempo de 5 minutos, apenas contra cepa P1, o extrato
glicolico de Hamammelis (3,12 mg/mL) resultou em 83,12% de reducdo da
viabilidade. No tratamento de 24 horas, nenhuma das concentracdes do extrato
apresentaram reducdo de viabilidade quando comparado com o controle de
clorexidina 0,12%.

Em uma busca rapida pela base de dados do Pubmed, utilizando as palavras-
chave hammamelis virginiana antimicrobial apenas 20 estudos sdo apontados,
confirmando nossos achados de que o extrato ndo apresenta um desempenho
altamente satisfatorio, quando se trata de inibicdo ou diminuicdo de crescimento
microbiano.

Resultados satisfatérios sado apontados na literatura com o uso de C.
officinalis. Christoph et al. (2017) analisaram o efeito de trés diferentes extratos de
flores de caléndula (n-hexéanico, etandlico, aquoso) na fase inflamatéria da
cicatrizacdo de feridas em queratindcitos humanos imortalizados e fibroblastos
dérmicos humanos. Dentre os objetivos do trabalho estudou-se também o efeito dos
extratos na formacéo do tecido de granulacdo na cicatrizacao de feridas, utilizando
colagenase bacteriana isolada de Clostridium histolyticum e determinacdo de
colageno soluvel no sobrenadante de fibroblastos dérmicos humanos.

Os autores observaram que 0s extratos n-hexanico e etandlico das flores de
caléndula influenciaram a fase inflamatoria, ativando o fator de transcricdo NF-kB e
aumentando a quantidade da quimiocina IL-8. Decorrente aos resultados obtiveram
como hip6tese que o extrato etandlico inibiu a atividade da colagenase in vitro e
aumentou a quantidade de colageno no sobrenadante dos fibroblastos dérmicos
humanos (Christoph et al., 2017).

Em nosso estudo o extrato de C. officinalis, no periodo de 24 horas de
tratamento da atividade do biofilme, apresentou resultados satisfatérios de reducéo
de viabilidade de cerca de 99% para as cepas-padrdao de P. aeruginosa, nas
concentracdes de 50 e 100 mg/mL. Somente nas concentracdes de 25 mg/mL que o
extrato promoveu reducdo de Vviabilidade para cepa padrao de K.
pneumoniae.Poucos estudos fazem o uso de cepas clinicas nos testes como o
nosso, todavia, um estudo realizado por Efstratiou et al. (2012) avaliou o potencial

antimicrobiano dos extratos de C. officinalis contra micro-organismos isolados de
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pacientes no Belfast City Hospital (BCH), incluindo bactérias e fungos, usando
ensaio de disco difuséo.

Efstratiou et al. (2012) utilizaram o extrato metandlico e etandlico de C.
officinalis proveniente das pétalas da caléndula e avaliaram sua acao sob cepas do
género Bacillus, sorotipos de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae e K.
aerogenes e a acao em fungos como Candida albicans. O extrato metandlico de C.
officinalis exibiu melhor atividade antibacteriana contra a maioria das bactérias
testadas, do que o extrato de etanol segundo os autores. Quando foi avaliada a acao
do extrato metandlico para P. aeruginosa, foi obtido um halo de inibicdo de 12 mm e
de 16 mm para K. pneumoniae, logicamente que quando comparado com o controle
positivo de ciprofloxacina os halos de inibicdo foram cerca de 40-45 mm (Efstratiou
et al., 2012)

Apesar da metodologia empregada neste estudo ter sido diferente dos
autores acima, bem como a extracao do extrato de caléndula proveniente das folhas,
tivemos uma reducédo de 71% (50 mg/mL) e 68% (25 mg/mL) para o tratamento de
C. officinalis.

Faria et al. (2011) publicaram um estudo, onde foi comparado o efeito
antimicrobiano de enxaguatdrios bucais contendo Calendula officinalis L., Camellia
sinensis (L.) Kuntze e digluconato de clorexidina 0,12% na aderéncia de micro-
organismos a materiais de sutura apds extracdo de terceiros molares nao
irrompidos. Foram utilizados 18 pacientes com terceiros molares superiores nao
irrompidos indicados para extracdo, nos quais procederam apés 15 dias com 0 uso
de Calendula officinalis, Camellia sinensis ou enxaguatério bucal com clorexidina
durante 1 semana (grupo experimental). A metodologia utilizada foi através de
diluicho das solucbes contendo os fios de sutura em seguida, foi realizado a
contagem de UFC/mL com semeadura em diferentes agares. Os autores verificaram
gue os extratos reduziram o numero de micro-organismos aderidos as suturas em
comparacao ao grupo controle. No entanto, diferengas significativas entre os grupos
controle e experimental foram observadas apenas, para o0 enxaguatorio contendo
0,12% de digluconato de clorexidina.

Sabemos que 0s micro-organismos se tornam cada vez mais resistentes
gquando se encontram na forma de biofilme (Donlan, Costerton, 2002). No nosso

estudo um dos objetivos principais foi avaliar atividade antimicrobiana dos extratos
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glicdlicos de C. annuum L., C. officinalis e H. virginiana L. sobre biofilmes
monotipicos, pois sabemos que se 0os mesmos fossem capazes de reduzir de
alguma forma a formacao do biofilme nas bactérias Gram-negativas, teriamos um
potencial produto que poderia ser aplicado como enxaguatorio bucal, decorrente a
exposicao de tratamento de 5 minutos ou de forma tOpica pela exposicdo de 24
horas.

Khairnar et al. (2013) avaliaram a eficacia de C. officinalis na reducdo do
biofilme dentério e inflamacdo gengival em duzentos e quarenta pacientes na faixa
etaria de 20-40 anos. Foram analisados pacientes com gengivite e com queixa de
sangramento gengival. Todos os pacientes do grupo denominado como teste, foram
orientados a diluir 2 ml de tintura de caléndula com 6 ml de agua destilada e
enxaguar a boca, uma vez pela manhd e outra a noite, durante seis meses. Os
autores verificaram que o uso do colutério de C. officinalis resultou em uma reducéo
significativamente maior da placa e da gengivite em comparacdo com o colutorio
placebo do grupo controle. Apesar do exposto, os autores informam que a limitagao
do estudo, estd baseada no efeito do uso apenas de agua destilada como placebo,
nao podendo ser descartado na reducdo da placa bacteriana e gengivite.

Os resultados obtidos na nossa pesquisa, hdo apontam o uso da C. officinalis
para aplicacdo como enxaguatoério bucal, visto que no tempo de tratamento de 5
minutos, quando analisamos as cepas clinicas, elas ndo responderam com reducao
da formacé&o de biofilme ao ser comparado ao controle positivo de clorexidina 0,12%.
Todavia, os resultados sdo promissores em 24 horas, 0 que poderia futuramente
apos estudos in vivo, verificar a possibilidade da sua incorporacdo em usos topicos,
sejam em pomadas ou biomateriais, tendo em vista que uma reducao de 68-71% foi
obtida para cepa clinica de P. aeruginosa e de 20-30% para cepa clinica de K.
pneumoniae.

De todos os extratos aqui analisados, o extrato de C. annuum L. foi o que
melhor desempenhou em todos os pontos avaliados. As pimentas do  género
Capsicum (em grego, Kapso significa picar ou arder) sado originadas do continente
americano e ganharam o mundo ap0s serem levadas por navios exploradores
europeus (Batiha et al., 2020).

Das cerca de 30 espécies existentes, somente cinco sdo domesticadas

(Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens) e elas
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se apresentam em pimentas de varios tipos como dedo-de-moca, malagueta,
tabasco, biquinho, bode, jalapefio e habanero. Seus componentes como a
capsaicina que garante a picancia dos frutos, além de acdo anti-inflamatéria e
analgésica. Outros componentes da pimenta, sdo os flavondides composto com
acao anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana e hepatoprotetora e por fim as
saponinas com acdo antifungica apontam para diversas aplicagcbes do extrato.
(lorizzi et al., 2002; Sun et al., 2007; Wahba et al., 2010; Bae et al., 2012).

Bakht et al. (2020) descreveram o potencial antimicrobiano de metanol, n-
hexano, n-butanol, acetato de etila e amostras aquosas extraidas de folhas e frutos
de Capsicum annuum. Segundo Bakht et al. (2020), diferentes amostras extraidas
com solvente foram testadas contra seis micro-organismos patogénicos, por disco
difusdo, usando concentragfes de 1, 2 e 3 mg de disco de C. annuum. As fracdes
extraidas de n-butanol e acetato de etila das folhas e frutos mostraram inibicdo
significativa do crescimento contra todos 0s micro-organismos testados nas
concentragdes de 1, 2 e 3 mg de disco-1. E. coli e K. pneumoniae foi completamente
resistente aos extratos aquosos e fracdo extraida do n-hexano das folhas, na
concentracdo de 1 mg de disco-1. Apenas o crescimento de P. aeruginosa e
Staphylococcus aureus foi efetivamente inibido por todas as fracdes de solvente
extraidas dos frutos, enquanto a fracdo aquosa néo foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano do Bacillus subtilis, por exemplo.

Comparando nosso estudo com o de Bakht et al. (2020) o extrato de C.
annuum apresentou CIM entre 25 e 50 mg/mL para cepas clinicas de P. aeruginosa
e K. pneumoniae. Salientamos que os autores do estudo de Bakht et al. (2020),
utilizaram uma metodologia distinta da nossa, mas ndo mencionam no trabalho a
origem proveniente das cepas. Sendo nossos isolados advindos de ambito de
unidade de terapia intensiva (UTI) dos mais diversos sitios, como ponta de cateter,
swab anal e orofaringeo, hemocultura e urina.

Durante o tempo de tratamento de 5 minutos, ja obtivemos uma média de
reducao entre as cepas clinicas de P. aeruginosa de aproximadamente 70% na acao
do extrato glicélico de C. annuum L. nas concentragbes de 50 e 100 mg/mL e de
30% para K. pneumoniae, nas concentragdes de 100 e 200 mg/mL. Careaga et al.
(2003) avaliaram o efeito inibitério de diferentes concentra¢des do extrato alcoolico
de C. annuum contra S. typhimurium (ATCC 14028) e P. aeruginosa (ATCC 27853),
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inoculadas em carne bovina picada. Os autores utilizaram uma mistura do extrato
com cloreto de sodio e obtiveram que a CIM do extrato para prevenir o crescimento
de S. typhimurium foi de 1,5 mL/ 100 g de carne e a CIM para P. aeruginosa foi de
0,3 mL do extrato/ 100 g de carne, com efeito bacteriostatico, enquanto a
concentracdo de 3 mL/ 100 g de carne apresentou efeito bactericida. Os autores do
referido estudo testaram as concentra¢fes de 0,02; 0,06, 0,1, 0,3,0,5, 0,75, 1, 1,25,
1,5 e 2,5 ml /100 g de carne bovina. Enquanto na nossa pesquisa, utilizamos da
mesma metodologia, com concentragdes de 50; 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78,
0,39, 0,19 e 0,09 mg/mL do extrato. Vale ressaltar que os estudos tiveram enfoques
distintos, e nossa CIM foi de 50 mg/mL para cepa padrao de P. aeruginosa (ATCC
15442).

Meriem et al. (2017) realizaram um estudo relevante para comprovar qual o
componente isolado da C. annuum realmente, possui potencial antimicrobiano. Os
autores verificaram a atividade antimicrobiana de polifendis e capsaicinoides da
pimenta (cumarina, &cido cafeico, narangina, caempferol, rutina, quercetina,
capsaicina e dihidrocapsaicina) contra 16 cepas, utilizando os métodos de disco
difusdo e microdiluicio em caldo. Segundo os autores, os compostos fendlicos
possuiram atividade antimicrobiana, com zonas de inibicdo mais altas obtidas com
acido caféico (3,5-20,5 mm), quercetina (4,75-3,5 mm) e kaempferol (7-14 mm)
(Meriem et al.,, 2017). Na determinagéo das CIM, os efeitos da quercetina e do
kaempferol foram mais importantes do que o &cido caféico. As cepas clinicas de
Staphylococcus aureus foram mais sensiveis a quercetina (0,00195-0,0078 mg L-1),
enquanto o kaempferol foi mais ativo contra as cepas-padrao de S. aureus (ATCC
6538), S. typhimurium (ATCC 13311) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
(0,0156-0,125 mg L-1).

Os resultados do nosso estudo, estéo de acordo com o realizado em 2013 por
Shayan e Saeide, onde avaliaram as atividades antibacteriana e antibiofilme do
extrato de C. annuum L. sobre o crescimento e formacdo de biofilme de cepas
clinicas, isolados do trato urinario, sendo 2 cepas de K. pneumoniae, 2 de P.
aeruginosa e 2 de E. coli. Os autores verificaram que diferentes concentragcbes do
extrato vegetal a 5 e 10 mg/ml apresentaram contencao na formagéo do biofilme do

isolado, sendo que nossos achados, corroboram com os aqui apresentados. Os
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autores deixaram o extrato em contato durante apenas 5 minutos e utilizaram a
metodologia do cristal violeta para determinar a biomassa do biofilme.

Apés ter o conhecimento sobre as CIM e CMM do extrato de C. annuum em
culturas planctdnicas, nosso trabalho buscou analisar o efeito do extrato sobre os
biofilmes, para esta analise, ndo utilizamos a técnica de cristal violeta e sim a
medicdo da atividade metabdlica das células do biofilme através do o ensaio
colorimétrico do teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide). O teste colorimétrico de MTT tem como fundamento avaliar o crescimento
celular com base na capacidade das células vivas reduzirem o corante a um produto
de tonalidade roxa/violeta (de Oliveira et al., 2017; Santos et al., 2020).

No tempo de 24 horas, através do teste de MTT grande parte das cepas
clinicas de K. pneumoniae e P. aeruginosa tiveram reducdo do biofilme nas
concentracfes de 50 e 100 mg/mL do extrato glicolico de C. annuum, valores muitos
préximos ao controle positivo de clorexidina 0,12%.

Os resultados obtidos com o0s extratos glicélicos em nosso estudo,
apresentam um fator de andlise dificil, quando comparados a outros por condi¢des
multifatoriais, como a variacdo natural da composicdo quimica dos extratos
utilizados em cada estudo, em relacdo a alguns trabalharem com extratos glicolicos,
aguosos e etandlicos, épocas de colheita, métodos de extracdo dos componentes
das plantas, além dos diferentes métodos de testes microbiol6gicos utilizados nos
estudos e principalmente ao fato de muitos utilizarem cepas-padréo invés de usar
cepas clinicas.

Contudo, salientamos que o potencial antimicrobiano desses extratos merece
atencdo e estudos aprofundados in vivo para que futuras moléculas com potencial
antimicrobiano sejam extraidos e comercializados nas mais diversas formas

farmacéuticas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que:

a) Todos os extratos glicélicos, apresentaram valor de CIM e CMM em cultura
planctdénica, sendo que, os valores variaram de 12,5 mg/mL para Calendula
officinalis; de 25 a 50 mg/mL para Capsicum annuum e 1,56 a 3,12 mg/mL para
Hamamelis virginiana sobre cepas-padrao de Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) e
de 25 a 50 mg/mL para Calendula officinalis; de 50 mg/mL para Capsicum annuum e
3,12 a 6,25 mg/mL para Hamamelis virginiana para cepas-padrdo de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442). Com relacdo as cepas clinicas os extratos glicélicos
apresentaram variagdes de 3,12 a 50 mg/mL.

b) os extratos de C. annuum L. e C. officinalis apresentaram importante acao
antibacteriana e antibiofilme sobre cepas-padrdo e clinicas multirresistentes a
antibioticos de K. pneumoniae e P. aeruginosa com o contato de 24 horas, podendo
ser considerado um potencial agente terapéuticos para o combate destes patdgenos

em futuras aplicacdes na area médica e odontoldgica.
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