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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Devido ao aumento de patdgenos resistentes a antibioticos e consequentemente a
mortalidade causada por infec¢des oportunistas, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou uma lista de agentes criticos prioritarios que necessitam de novas
alternativas de tratamento, dentre esses estdo as bactérias Acinetobacter baumannii
e Pseudomonas aeruginosa. Diante disso, a fitoterapia pode ser uma alternativa
promissora devido as suas propriedades medicinais relatadas, tais como, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antibiofilme, antitumoral, entre outras. Analisar o efeito
antibacteriano de extratos de plantas € de suma importancia e pode futuramente
contribuir para novas formulacdes terapéuticas e/ou integrativas de tratamento. Este
estudo demonstra resultados promissores da acéo antibacteriana e antibiofilme dos
extratos hidroetandlicos de canela e roma frente cepas clinicas de A. baumannii e P.
aeruginosa, bem como uma importante acdo antioxidante e auséncia de

citotoxicidade na faixa de concentracao testadas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Due to the increase in antibiotic-resistant pathogens and consequently the mortality
caused by opportunistic infections, the World Health Organization (WHO) released a
list of priority critical agents that require new treatment alternatives, among which are
the bacteria Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. In view of this,
phytotherapy can be a promising alternative due to its reported medicinal properties,
such as anti-inflammatory, antibacterial, antibiofilm, antitumor, among others.
Analyzing the antibacterial effect of plant extracts is of paramount importance and
may in the future contribute to new therapeutic and/or integrative treatment
formulations. This study demonstrates promising results of the antibacterial and
antibiofilm action of hydroethanolic extracts of cinnamon and pomegranate against
clinical strains of A. baumannii and P. aeruginosa, as well as an important antioxidant

action and absence of cytotoxicity in the tested concentration range.
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RESUMO

Pereira TC. Extratos hidroetandlicos de canela (Cinnamomum verum) e roma (Punica
granatum L.) promovem acdo antibacteriana frente cepas resistentes a antibioticos de
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A resisténcia bacteriana tem aumentado progressivamente no mundo, assim, ha
necessidade de novas opcdes de tratamentos. A fitoterapia tem ganhado notoriedade
para combater infec¢es, principalmente as causadas por bactérias resistentes aos
antibacterianos disponiveis. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo
preparar e analisar a composi¢cdo fitoquimica e a acdo antibacteriana dos extratos
hidroetandlicos de canela (EHC) e roma (EHR) isolados e associados frente culturas
planctdnicas e biofilmes de cepas padrdo e clinicas de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, além disso, analisar a acdo citotoxica dos extratos em
queratindcitos humanos (HaCat). Para isso, os EHC e EHR foram preparados e
guantificado o teor de solidos sollveis. Posteriormente, foi quantificado o teor de
flavonoides e fendis totais, analise antioxidante por meio da redugdo do radical 2,2’-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), e a fitoquimica por cromatografia liquida (HPLC). Em
relacdo a acao antibacteriana dos extratos, foi aplicado o teste de microdiluicdo em
caldo (CLSI — M7-A9) e a acdo sinérgica realizada por meio do ensaio de
checkerboard. As concentracfes mais efetivas foram analisadas sobre biofilmes em
formacédo (prevencao) e biofilmes formados (tratamento de 24 h), e quantificada a
viabilidade por meio do teste colorimétrico MTT. Para avaliar a citotoxidade, os
tratamentos foram aplicados sobre cultura celular de HaCat por 24 h e analisados por
meio do teste colorimétrico MTT. A andlise estatistica foi realizada com 5% de
significancia (p<0.05), analisados pelo método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey. Os resultados demonstraram que os EHC e EHR possuem acéo antioxidante e
presenca de fitocompostos. Os extratos apresentaram acao antibacteriana para todas
as cepas avaliadas, quando os mesmos foram associados, obteve-se concentracdes
sinérgicas para as cepas clinicas de A. baumannii. Em relacdo a ag&o antibiofiime, o
EHC inibiu a formacdo em 95% e EHR em 96% do biofiime de #Ab 1, enquanto a
cepa #Pa 2 teve 92% e 93% de inibicdo quando em contato com EHC e EHR,
respectivamente. Apoés tratamento de 24 h em biofilmes formados, as reducbes da
viabilidade foram de 72% para as cepas #Ab 2 e #Ab 3 quando em contato com o
EHC, ja EHR inibiu em 83% a viabilidade da cepa #Ab ATCC. Para P. aeruginosa
(#Pa 2), as reducdes da viabilidade foram de 84% e 88,5% quando tratados com EHC
e EHR, respectivamente. A avaliagdo da citotoxicidade em HaCat demonstrou que
apos tratamentos com diferentes concentracdes dos extratos a viabilidade celular se
manteve acima de 70% em todos os grupos. Diante disso, conclui-se que os EHC e
EHR apresentam importante agdo antioxidante e antibacteriana, tanto em culturas
plancténicas quanto em biofilmes, e ndo apresentaram efeitos citotoxicos na faixa de
concentracéo testada.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum
verum; Punica granatum; Biofilme; Fitoterapia.



ABSTRACT

Pereira TC. Cinnamon (Cinnamomum verum) and pomegranate (Punica granatum
L.) hydroethanolic extracts promote antibacterial action against antibiotic-resistant
strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa [doctorate thesis].
Sao José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2023.

Bacterial resistance has progressively increased in the world, thus, there is a need
for new treatment options. Phytotherapy has gained notoriety for fighting infections,
mainly those caused by bacteria resistant to available antibacterials. In view of the
above, the present study aimed to prepare and analyze the phytochemical
composition and antimicrobial action of hydroethanolic extracts of cinnamon (EHC)
and pomegranate (EHR) isolated and associated against planktonic cultures and
biofims of standard and clinical strains of Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas aeruginosa, in addition, analyze the cytotoxic action of the extracts on
human keratinocytes (HaCat). For this, the EHC and EHR were prepared and the
soluble solids content was quantified. Subsequently, the content of flavonoids and
total phenols, antioxidant analysis through the reduction of the radical 2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), and phytochemistry by liquid chromatography (HPLC) were
quantified. Regarding the antimicrobial action of the extracts, the broth microdilution
test (CLSI — M7-A9) was applied and the synergistic action was performed through
the checkerboard test. The most effective concentrations were analyzed on forming
biofilms (prevention) and formed biofiims (24 h treatment), and viability was
quantified using the MTT colorimetric test. To evaluate the cytotoxicity, the
treatments were applied on HaCat cell culture for 24 h and analyzed using the MTT
colorimetric test. Statistical analysis was performed with 5% significance (p<0.05),
analyzed by the ANOVA method complemented by the Tukey test. The results
showed that the EHC and EHR have antioxidant action and presence of
phytocompounds. The extracts showed antibacterial action for all evaluated strains,
when they were associated, synergistic concentrations were obtained for the clinical
strains of A. baumannii. Regarding the antibiofilm action, EHC inhibited formation by
95% and EHR by 96% of the #Ab 1 biofilm, while the #Pa 2 strain had 92% and 93%
inhibition when in contact with EHC and EHR, respectively. After 24 h treatment in
formed biofilms, viability reductions were 72% for strains #Ab 2 and #Ab 3 when in
contact with EHC, whereas EHR inhibited the viability of strain #Ab ATCC by 83%.
For P. aeruginosa (#Pa 2), viability reductions were 84% and 88.5% when treated
with EHC and EHR, respectively. The evaluation of cytotoxicity in HaCat showed that
after treatments with different concentrations of extracts, cell viability remained above
70% in all groups. Therefore, it is concluded that EHC and EHR have important
antioxidant and antibacterial action, both in planktonic cultures and in biofilms, and
did not show cytotoxic effects in the tested concentration range.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum
verum; Punica granatum L.; Biofilm; Phytotherapy
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos tem aumentado progressivamente
no mundo e deve causar mais mortes do que o cancer até 2050. Essa resisténcia é
uma resposta evolutiva das bactérias contra agentes antimicrobianos (Avershina et
al., 2021). As bactérias podem ser resistentes intrinsicamente a alguns antibioticos,
devido a presenca de bombas de efluxo, alteracbes na parede celular e presenca de
porinas (Eichenberger, Thaden, 2019). Por outro lado, algumas cepas bacterianas
podem ter resisténcia adquirida, no qual, trata-se de uma cepa que era suscetivel a
um determinado antibiético e tornou-se resistente devido a muta¢des genéticas ou
transferéncias de genes de resisténcia por meio da conjugagéo (Eichenberger,
Thaden, 2019; Lopatkin et al., 2021).

Em 2019, um relatério divulgado pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doencas (CDC) dos Estados Unidos afirmou que a era pdés-antibidtica ja esté
acontecendo no mundo (CDC, 2019). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
publicou uma lista de bactérias resistentes prioritarias que necessitam de novos
antibioticos, entre essas, estdo as espécies Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa (Tacconelli, 2018).

Acinetobacter baumannii € uma bactéria Gram-negativa, oportunista, que
pode causar uma série de infecgcBes nosocomiais graves, principalmente em
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI). Esse patdégeno pode causar
pneumonia relacionada a ventilacdo mecanica, infec¢des da corrente sanguinea, do
trato urinario e do sitio cirdrgico (Antunes et al., 2014). Infec¢des por A. baumannii
sdo associadas a baixa disponibilidade de opcbes terapéuticas e a desinfeccéo
ineficiente de dispositivos hospitalares em conjunto com o descuido de medidas de
protecéo individual, que levam a uma infeccdo cruzada (Freitas et al., 2019).

Ha relatos da resisténcia de A. baumannii contra diferentes antibioticos, tais
como carbapenémicos (imipenem, doripenem e meropenem) que sao farmacos de
escolha contra essa espécie. A erradicagdo de A. baumannii resistente a
carbapenémicos é dificil, portanto, € importante encontrar novos tratamentos para
controla-las (Aurilio et al., 2022; lbrahim et al., 2021; Miyakis et al., 2011). Além da

capacidade de resisténcia aos antibioticos, A. baumannii exibe inidmeros fatores de
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viruléncia, entre eles, a secrecdo de enzimas e toxinas extracelulares, e a
capacidade de se agregar em superficies bidticas ou abidticas, formando os
conhecidos biofilmes (Morris et al., 2019; Yang et al., 2019).

Além de A. baumannii, outra bactéria citada pela OMS é Pseudomonas
aeruginosa, um bacilo aerdbio, Gram-negativo, oportunista, pertencente a familia
Pseudomonadaceae que apresenta resisténcia intrinseca a varios antibioticos que
ocorre devido a baixa permeabilidade da membrana externa, efluxo de antibiéticos
para fora da célula e a sintese de enzimas que inativam os antibidticos, além de
apresentar resisténcia pela formacéo de biofilmes e facilidade para troca de material
genético entre as células bacterianas (Chevalier et al., 2017; Pang et al., 2019). P.
aeruginosa é responsavel por diversas doencas, desde infeccfes locais e agudas
até sistémicas e crbnicas, que podem ser fatais (Sadikot et al., 2005). A espécie
pode ocasionar infeccbes da corrente sanguinea, respiratérias, e em menor
incidéncia infeccbes do trato urinario (Pelegrin et al., 2021). Além da capacidade de
acometimento em diferentes 6rgdos humanos, quando ha presenca de mecanismos
de resisténcia aos antibidticos, essas infeccdes se tornam mais problematicas,
dificultando o tratamento e representando uma ameaca para populacbes de
pacientes suscetiveis (Pelegrin et al., 2021).

Na literatura, ha relatos de resisténcia antimicrobiana de P. aeruginosa a
pelo menos um agente em todos, exceto dois ou menos nas mesmas categorias,
que sdo: aminoglicosideos, cefalosporinas (cefepima e ceftazidima),
fluoroquinolonas, penicilinas, monobactamicos, acidos fosfénicos, polimixinas
(Alnimr, Alamri, 2020; Magiorakos et al., 2021; Morita et al., 2014).

A. baumannii e P. aeruginosa pertencem ao grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter spp) criado em 2008, no qual € composto por seis
bactérias importantes no contexto de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) e que apresentam a capacidade de adquirir diversos mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos, favorecendo a selecédo de cepas multirresistentes (EI-
Mahallawy et al., 2016; Marturano et al., 2019)

Um dos mecanismos de resisténcia apresentado por esses patdégenos a
formacéo de biofilme (Roy et al., 2018). Biofilme € uma comunidade estruturada de

micro-organismos com uma matriz extracelular polimérica aderida a uma superficie
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inerte ou viva. Estas estruturas sdo mais resistentes aos agentes antimicrobianos,
desta forma, as concentracfes de farmacos precisam ser maiores para que sejam
efetivas, podendo ser até quatro vezes maiores que a utilizada para bactérias que
nao possuem essa multirresisténcia (Dunne, 2002; Pokharel et al., 2022). Essa
resisténcia a diversos antimicrobianos se da pela dificuldade de penetracdo destes
na matriz extracelular, bem como pela taxa de crescimento microbiano acelerada e
também por mudancas fisiologicas observadas no crescimento do biofilme (Donlan,
Costerton, 2002; Pokharel et al., 2022).

Diante da resisténcia bacteriana aos antibioticos, ha necessidade de
descobertas de novos tratamentos. Assim, a fitoterapia tem ganhado notoriedade
para combater infec¢des, principalmente as provocadas por bactérias nosocomiais
(Masuku et al., 2023; Pavela et al., 2019). Os extratos vegetais tém sido
empregados a uma variedade de propdsitos devido a suas diversas propriedades,
em especifico, a atividade antimicrobiana (Al-Mariri, Safi, 2021; Masuku et al., 2023;
Vaou et al., 2021).

A acdo antimicrobiana de extratos de plantas medicinais tem sido relatada
na literatura como um tratamento integrativo, aumentando o arsenal terapéutico
disponivel, como acdo antifungica, antibacteriana, antiprotozoaria e antioxidante
(Alviano, Alviano, 2009; Imran et al., 2021; Kumar et al., 2006; Mahlo et al., 2016;
Pavela et al., 2019). Os estudos sobre o extrato de canela (Cinnamomum verum)
demonstraram sua eficacia antifingica, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antidiabética, cardioprotetora, antioxidante (Essid et al., 2017; Mathew, Abraham,
2006; Nawaz et al., 2023; Schink et al., 2018). Além da canela, a roma (Punica
granatum L.) tem se destacado por ser um fruto rico em substancias biologicamente
ativas. Seus extratos possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (Aparecida et al., 2016; Gharbani et al., 2023,
Houston et al., 2017; Modaeinama et al., 2015).

Diante das propriedades terapéuticas dos extratos de canela e roma
relatadas na literatura, € de suma importancia avaliar a acdo antibacteriana desses
extratos isolados e associados frente cepas clinicas de A. baumannii e P.
aeruginosa, bem como sua a¢do antioxidante e citotoxica, para contribuir com o
desenvolvimento de futuros produtos terapéuticos antibacterianos que possam ser

integrativos no tratamento de infeccbes causadas por esses patdogenos.
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7 CONCLUSAO

a)

b)

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:

foram preparados extratos hidroetandlicos de canela e roméa e tais produtos
apresentam em sua composicédo fitocompostos, como flavonoides e fendis, e
picos de aldeido cindmico (EHC), a-punicalagina e B-punicalagina (EHR)
foram identificados apds andlise por HPLC. Além disso, demonstraram
importante acdo antioxidante, sendo o EHC o mais potente por apresentar
menor concentracao de CEso;

0S extratos avaliados apresentam importante acdo antibacteriana para todas
as cepas resistentes a antibidticos de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa avaliadas, sendo o0s extratos isolados mais
eficazes que em associacdo. Em adicdo, demonstraram acao antibiofilme,
tanto sobre o processo de formacdo de biofilme quanto em biofilmes ja
formados;

ambos extratos ndo apresentam efeito citotoxico para HaCat nas

concentracfes analisadas;
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