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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente trabalho possui impacto cientifico relevante visto que infec¢des causadas
por micro-organismos multirresistentes sdo consideradas um desafio mundial. Além
disso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) solicita urgéncia na descoberta de
novos antimicrobianos, e dentro de sua ultima listagem de bactérias prioritarias
encontram-se Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa nos dois
principais grupos de atengdo. O impacto social e econdmico esta atrelado a proposta
de desenvolvimento de tratamentos a base de substancias de origem vegetal, que
possuem facil acesso e custos reduzidos. E inovador, pois além de poucos trabalhos
terem sido publicados sobre fitoterapia na odontologia, a combinacao tripla de
extratos vegetais ainda néo foi reportada pela literatura.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present work has a relevant scientific impact taking in to account infections
caused by multidrug-resistant microorganisms are considered a global challenge.
Furthermore, the World Health Organization (WHO) calls for urgency in the discovery

of new antimicrobials, and within its latest list of priority bacteria, Acinetobacter

baumannii and Pseudomonas aeruginosa are in the two main groups of attention.

The social and economic impact is linked to the proposal to develop treatments
based on substances of plant origin, which are easy to access and have reduced
costs. It is innovative, as in addition to few studies having been published on
phytotherapy in dentistry, the triple combination of plant extracts has not yet been
reported in the literature.
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RESUMO

Cintra TMF. Anélise antimicrobiana e antibiofilme da combinacao tripla dos extratos
de alecrim, canela e goiabeira sobre micro-organismos de interesse médico-
odontologico [dissertacdo]. S&do José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2025.

A alta incidéncia de infec¢Bes por bactérias multirresistentes (MDRS) em ambientes
hospitalares € um fator relevante para o quadro de saude mundial. Em adicéo,
micro-organismos residentes da microbiota oral, em disbiose, apresentam inter-
relacdo com infecgOes sistémicas. Neste aspecto a fitoterapia e a capacidade de
acdo combinada entre plantas apresentam potencial promissor para o combate de
micro-organismos multirresistentes e orais. Este trabalho objetivou obter e avaliar
fitoquimicamente os extratos hidroalcoolicos de Rosmarinus officinalis L. (alecrim),
Cinnamomum verum (canela) e Psidium guajava (goiabeira); e avaliar a acao
antimicrobiana e antibiofilme na forma isolada e combinada, sobre cepas clinicas de
micro-organismos orais (Candida albicans e Streptococcus mutans) e cepas clinicas
multirresistentes (Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa). Para tanto,
os extratos foram preparados e caracterizados fitoquimicamente por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD), a acdo antioxidante foi avaliada e o teor de
flavonoides e fendis determinados. A atividade antimicrobiana foi analisada pelo
teste de microdiluicdo em caldo (CLSI M27-A2 para C. albicans, M7-A6 para S.
mutans e M7-A9 para A. baumannii e P. aeruginosa) para determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo microbicida minima (CMM). A
técnica de “Chou-Talalay” via Compusyn foi utilizada para avaliagcdo da acéo
combinada dos extratos. As concentracdes sinérgicas e/ou aditivas foram analisadas
em biofilmes monotipicos formados em 48 h e a viabilidade celular foi quantificada
pelo teste colorimétrico de MTT. Os dados foram analisados por Anova one-way e
Tukey ou Kruskal Wallis e Dunn considerando o nivel de significancia (p<0.05). Os
principais compostos identificados no extrato R. officinalis L. foram acido
rosmarinico, acido carnésico e galatoninos. O aldeido cindmico, acido cinamico e
cumarina foram os compostos identificados no extrato de C. verum, enquanto acido
galico e quercetina foram identificados para o extrato de P. guajava. Os extratos
vegetais apresentaram acao bactericida sobre todas as cepas analisadas e, algumas
combinacdes sinérgicas foram encontradas para 4 das 8 cepas testadas. O
protocolo de erradicacdo do biofilme promoveu percentuais de reducdo variando
entre 9.08 a 80.9% (p < 0.05) para as cepas de A. baumannii, 7.31 a 69.0% (p <
0.05) para as cepas de P. aeruginosa, 21.6 a 61.1% (p < 0.05) para cepas de C.
albicans e 2.42 a 82.0% (p < 0.05) para cepas de S. mutans. A atuacao dos produtos
vegetais foi estatisticamente semelhante a atuacdo do digluconato de clorexidina
0.12% em diversos casos. Em concluséo, a combinacdo de extratos apresentaram
acao antimicrobiana e antibiofilme sobre cepas clinicas de A. baumannii e P.
aeruginosa multirresistentes e cepas orais de C. albicans e S. mutans.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Candida albicans; Compusyn; Fitoterapia;
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Cintra TMF. Antimicrobial and antibiofilm analysis of the triple combination of
rosemary, cinnamon and guava extracts on medical and dental interest
microorganism [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2025.

The high incidence of infections due to multidrug-resistant (MRDs) bacteria in
hospital environments is a relevant factor for the global health situation. In addition,
resident microorganisms of the oral microbiota, during dysbiosis, are interrelated with
systemic infections. On this regard, phytotherapy and the combined action capacity of
plants show promising potential for combating multiresistant and oral
microorganisms. This work aimed to obtain and phytochemically evaluate
hydroalcoholic extracts of Rosmarinus officinalis L. (rosemary), Cinnamomum verum
(cinnamon) and Psidium guajava (guava); and evaluate the antimicrobial and
antibiofilm action in isolated and combined form on clinical oral strains (Candida
albicans and Streptococcus mutans) and clinical multi-resistant strains
(Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. For this, the extracts were
prepared and be phytochemically characterized by high-performance liquid
chromatography (HPLC-DAD), the antioxidant action was evaluated and the content
of flavonoids and phenols determined. Antimicrobial activity was analyzed by broth
microdilution test (CLSI M27-A2 for C. albicans, M7-A6 for S. mutans and M7-A9 for
A. baumannii and P. aeruginosa) to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) and the minimum microbicidal concentration (MMC). The “Chou-Talalay”
technique by Compusyn was used to evaluate the combined action of the extract.
The synergistic or additive effects were analyzed in monotypic biofilms formed in 48
h and the viability cell were quantified by the MTT colorimetric test. The data will be
analyzed by one-way Anova and Tukey or Kruskal Walis and Dunn considering the
level of significance (p<0.05), according to the normality test. The main compounds
identified in the R. officinalis L. extract were rosmarinic acid, carnosic acid and
galatonins. Cinnamic aldehyde, cinnamic acid and coumarin were the compounds
identified in the C. verum extract, while gallic acid and quercetin were identified for
the P. guajava extract. The plant extracts showed bactericidal action on all the tested
strains and, for combined action, some synergistic changes were found for 4 of the 8
tested strains. The biofilm eradication protocol promotes reduction percentages
ranging from 9.08 to 80.9% (p < 0.05) for A. baumannii strains, 7.31 to 69.0% (p <
0.05) for P. aeruginosa strains, 21.6 to 61.1% (p < 0.05) for C. albicans strains and
2.42 to 82.0% (p < 0.05) for S. mutans strains, results found with the application of
combined extracts. The performance of the plant products was statistically similar to
the performance of 0.12% chlorhexidine digluconate in several cases. In conclusion,
the combinations of extracts showed antimicrobial and antibiofilm action against
clinical strains of multidrug-resistant A. baumannii and P. aeruginosa and oral strains
of C. albicans and S. mutans.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Candida albicans; Compusyn; Pseudomonas
aeruginosa, phytotherapy; Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o cenério global da saude testemunhou um aumento
alarmante na prevaléncia de infec¢cdes com presenca de bactérias multirresistentes
(MDR - Multidrug-resistant), representando um desafio para medidas tradicionais de
controle. Estima-se que até 2050, mortes relacionadas a infec¢cdes causadas por
bactérias MDR ultrapassem as geradas por cancer. Algumas teorias citam que a
resisténcia possa ser uma resposta evolutiva a farmacos (Avershina et al., 2021),
por meio de mutacdes genéticas ou até mesmo intrinsecamente pela presenca de
bombas de efluxo e alteracbes de parede celular (Eichenberger, Thaden, 2019;
Lopatkin et al., 2021).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2017, publicou uma lista de
bactérias prioritarias, dentre elas as chamadas ESKAPE, grupo nomeado em 2008,
composto por seis bactérias de relevante importancia para infeccées relacionadas a
assisténcia em saude (IRAS), sendo elas: Enterococcus faecium, Streptococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
e Enterobacter spp., as quais apresentam capacidade de desenvolver diversos
mecanismos de defesa, garantindo resisténcia a varios antimicrobianos
convencionais (El-Mahallawy et al., 2016; Marturano et al., 2019).

A presenca de bactérias multirresistentes em pacientes de unidades de
terapia intensiva (UTI) é um fator preocupante e, na maioria das vezes, de dificil
controle. Infeccbes respiratérias, em especial a pneumonia aspirativa, sdo as
doencas com maiores taxas de morbidade e mortalidade em pacientes internados
em UTI (Gungen et al., 2017). Procedimentos de intubagcdo comprometem a barreira
natural da orofaringe e traqueia, e facilitam a entrada de bactérias nos pulmdes ao
empurrar secre¢cdes contaminadas durante o processo (Fitch et al., 1999; Berry et
al.,, 2011). Em adigcédo, ha um aumento da ocorréncia de infecgdes recorrentes por
aspiracado devido a presenca de sonda endotraqueal ou até mesmo pelo préprio
estado de saude do paciente (Tablan et al., 2003).

Biofilme microbiano € uma comunidade complexa, formada por um conjunto

de células e matriz polimérica, que se aderem em superficies, e facilitam a adesao
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de micro-organismos. Na cavidade bucal existem micro-organismos nativos, a maior
parte comensais, ndo causando doencas quando em equilibrio. A nocividade esta
frequentemente relacionada ao desequilibrio do biofilme, promovendo disbiose bucal
e aumento de micro-organismos patogénicos (Takahashi, Nyvad, 2008), como
Streptococcus mutans e Candida albicans. Algumas das bactérias MDR nosocomiais
dentre elas: A. baumannii e P. aeruginosa, apresentam a capacidade de formacéao
de biofilme sendo capazes de colonizar também a cavidade bucal de pacientes em
UTI.

O biofilme formado pela A. baumannii pode colonizar tanto o meio bucal
qguanto dispositivos como cateteres e tubos endotraqueais, mecanismo que
proporciona 0 aumento e a sobrevivéncia dos micro-organismos (Greene et al.,
2016), sendo capaz de manter sua capacidade de viruléncia por pelo menos 60 dias
em superficies abidticas, como plastico e vidro (Chapartegui-Gonzélez et al., 2018).
A permanéncia das bactérias sobreviventes em superficies as tornam uma fonte
potencial de surtos hospitalares (Dijkshoorn et al., 2007), apresentando alta
incidéncia em pacientes internados em UTIs (Mea et al., 2021). O estudo clinico
isolado de Pustijanac et al. (2023), analisando 67 pacientes internados com
sintomas graves de COVID-19, mostrou que 43% dos pacientes apresentaram
infeccdo por A.baumannii, revelando que as bactérias teriam sido disseminadas por
colonizacéo do sistema de ar condicionado devido a colonizagdo cruzada. A via oral
facilita a infeccdo bacteriana e agrava problemas respiratérios como a pneumonia
aspirativa, diretamente relaciona a infecgcdo por A. baumannii. A literatura aponta
uma taxa de mortalidade variando de 40 a 70% (Ibrahim et al., 2021) relacionada a
doenca.

P. aeruginosa € também uma bactéria formadora de biofilme (Sharma et al.,
2014) possuindo, além deste, outros tipos de mecanismos de defesa, sendo a
bomba de efluxo um dos mais relevantes. Esse mecanismo tem como funcéo o
transporte de moléculas para o exterior das células o que permite a expulséo de
farmacos, garantindo sua resisténcia a maioria dos medicamentos beta-lactamicos
(Livermore, 2002). A literatura aponta ainda fatores ligados a estrutura celular e
sistemas de sinalizacdo (Quorum sensing) como mecanismos de resisténcia do

micro-organismo (Sharma et al., 2014; Tenover et al., 2022).
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A cavidade bucal abriga a segunda maior microbiota do corpo humano,
apresentando pelo menos 700 espécies de micro-organismos que sdo benéficos em
homeostase, porém desencadeiam doencas quando em disbiose (Tuominen,
Rautava, 2021). A microbiota oral desempenha um papel fundamental na
manutencao da saude e distarbios em seu equilibrio podem contribuir para infeccdes
sistémicas. Em pacientes hospitalizados a homeostase da cavidade bucal passa por
alteracdes significativas, seja pelo acumulo de biofilme, pela influéncia sistémica ou
até mesmo por reacdes adversas a medicamentos. Desta forma, micro-organismos
com potencial patogénico como S. mutans e C. albicans apresentam papéis
importantes para complexidade de tratamento em UTI.

Doencas orais, como periodontite e infec¢des por carie, podem ter conexdes
com as de origem sistémica (Han, Wang, 2013). S. mutans, bactéria Gram-positiva
com potencial cariogénico, em contato com corrente sanguinea pode ser fator de
risco para endocardite infecciosa em pacientes suscetiveis (Abranches et al., 2009)
e devido a formacdo de biofilme essas bactérias garantem protecdo contra
antimicrobianos. O estudo in vitro de Luo et al. (2021), mostrou que a presenca de
C. albicans, fungo oral oportunista, € capaz de contribuir para o aumento da
presenca de patdgenos responsaveis pela pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAVM). Patdégenos respiratérios isolados do pulméo séo frequentemente
geneticamente indistinguiveis de cepas da mesma espécie isoladas da cavidade oral
em pacientes que recebem ventilacdo mecanica (Heo et al., 2008). Desta forma, a
cavidade bucal pode ser comparada a um “arsenal de guerra”, no qual micro-
organismos nhativos da regido oral podem colonizar a via sistémica, além de
funcionar como um sitio para colonizacao de patdgenos extra orais.

O tratamento farmacolégico para as bactérias MRD tem sido um desafio.
Terapias com o uso de fitoterdpicos tém sido desenvolvidas como alternativa de
tratamento para infec¢coes multirresistentes. A eficacia terapéutica de plantas e suas
formulacdes tém sido relatadas em todo o mundo (Amsterdam et al., 2009; Geng et
al., 2010). Alem disso, a fitoterapia ganhou notoriedade com as pesquisas voltadas
para o tratamento e prevencdo do coronavirus (COVID-19). Kristis et al. (2020)
mostraram que o0 uso concomitante de curcumina e bromelina promovem acéo anti-

inflamatoria e sdo capazes de evitar replicacdo viral pelo bloqueio da entrada de
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SARS-CoV-2 nas células. Pesquisas envolvendo diferentes micro-organismos e
extratos vegetais vém crescendo, apontando que muitas plantas possuem potentes
efeitos antimicrobianos quando comparados aos antibioticos tradicionais (Dubale et
al., 2023; Marjanovi¢-Balaban et al., 2018; Santos et al., 2021).

Muitas plantas, incluindo a canela (Cinnamomum verum), apresentam
propriedades medicinais. As folhas e a casca da arvore da canela tém o6leos
aromaticos e dentre seus componentes de maior interesse é o aldeido cinamico ou
cinamaldeido, por suas inumeras atividades bioldgicas (Yeh et al., 2014), dentre elas
destaca-se a atividade antibacteriana (Friedman, 2017; Al-Garald et al., 2023). O
Oleo essencial da casca de canela apresenta propriedades bactericidas de amplo
espectro contra cepas de P. aeruginosa (Elcocks et al., 2020), enquanto na forma de
extrato etandlico demonstra atividade antimicrobiana potente contra S. aureus e
Escherichia coli (Salma et al, 2019). O potencial antimicrobiano do extrato de
Cinnamomum verum L. (canela) se deve a inibicdo da motilidade, presenca de
porinas de membrana e inibicdo da formacdo de biofilmes (Vasconcelos et al.,
2018).

Psidium guajava L. (goiabeira), € um arbusto nativo americano que cresce
em ambientes tropicais em todo o mundo (Gutierrez-Montiel et al., 2023). Estudos
apontam que o extrato aquoso de folhas da goiabeira pode ser eficaz contra a
maioria das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, virus e protozoarios
(Alam et al.,, 2023). Substancias derivadas da folha de goiabeira, comumente
utilizadas em medicina tradicional em diversos paises, mostraram resultados
positivos principalmente para infecgcdes de origem bucal. A literatura aponta que a
efichcia do 6leo essencial da goiabeira nas infeccbes orais pode ser devido a
presenca dos compostos significativos como limoneno e B-cariofileno, que inibem a
N-miristoil transferase de Candida albicans e o antigeno Ill de S. mutans (Alam et
al., 2023).

Rosmarinus officinalis L. ou simplesmente alecrim, € uma planta originaria
da regido do mediterraneo. Amplamente utilizada como uma planta aromética e na
culinaria, também apresenta finalidades medicinais. Dentre o0s fitocompostos
isolados desta planta estdo: o acido cafeico, acido carnésico, acido clorogénico,

acido monomérico, acido oleandlico, acido rosmarinico, acido ursélico, alfa-pineno,
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entre outros (Martinez et al., 2009). A literatura demonstra o potencial efeito anti-
inflamatorio do extrato de alecrim, pelo controle da sintese de IL-1B e TNF-a em
linhagens de RAW 264.7 estimulado por LPS (de Oliveira et al., 2019), sendo de
grande interesse para formulacdes de enxaguatorios e dentifricios orais.

A combinacédo de plantas pode favorecer a agao antimicrobiana quando
comparada a sua forma isolada. Meccatti et al. (2023) demonstraram a acéo
sinérgica dos extratos de rosas brancas e carcuma com efeito contra biofilmes de C.
albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis, utilizando o método de checkerboard,
comumente aplicado para combinacdo dupla de extratos vegetais. Alguns métodos,
como a diagonal de Cokol-Cakmak et al. (2018) e 0 método numérico de Chou-
Talalay (1984), demonstram a possibilidade de combina¢des multiplas de farmacos,
no entanto a literatura carece de informac¢des quanto a sua aplicacdo para extratos
vegetais.

No manejo de pacientes internados a saude bucal é um fator relevante.
Estudos sugerem que praticas efetivas de salde bucal possuem beneficio na
reducdo de complica¢Bes respiratorias, como a PAVM (Epelbaum, Chasan, 2017). A
dificuldade de higienizag&do bucal em pacientes de UTI em conjunto com a presenca
de bactérias multirresistentes demonstra a necessidade de desenvolvimento de
biomateriais para higienizacdo e combate destes micro-organismos. Tendo em vista
o potencial dos fitoterapicos como tratamento alternativo a esses patdégenos, a
combinacdo tripla dos extratos de alecrim, canela e goiabeira apresentam potencial
promissor para o desenvolvimento de novos tratamentos contra bactérias

multirresistentes.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que 0s extratos
vegetais de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), canela (Cinnamomum verum) e
goiabeira (Psidium guajava) apresentam compostos bioativos que desempenham
importantes atividades biolégicas, com destaque para atividade bactericida, e a
combinacgao desses extratos pode potencializar os efeitos antimicrobianos. Ainda, os
extratos combinados apresentam capacidade para erradicar biofiimes de cepas
multirresistentes de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, bem
como cepas de Candida albicans e Streptococcus mutans isoladas da cavidade oral,
com atuacdo comparavel, em alguns casos, ao digluconato de clorexidina 0,12%.
Assim, esses produtos vegetais podem ser considerados promissores como agentes
antimicrobianos para o desenvolvimento de formulacfes que objetivem controle de
infeccbes nosocomiais causadas por micro-organismos multirresistentes presentes

na cavidade bucal de pacientes hospitalizados.
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