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RESUMO

Arantes AA, Kumazawa KB. Efeito antimicrobiano isolado e sinérgico dosextratos de
alcacuz e guacatonga contra cepa multirresistente de Klebsiella pneumoniae [trabalho
de concluséo de curso]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

Objetivo: avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos extratos glicélicos de alcaguz
(Glycyrrhiza glabra L.) e guacatonga (Casearia sylvestris) isolados e combinados
sobre culturas planctbnicas e biofilmes de cepas multirresistente epadrao de Klebsiella
pneumoniae. Material e métodos: A analise antimicrobiana dos extratos foi realizada
pelo teste de ensaio de microdiluicdo, preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), norma M7-A9, e a combinacédo dos extratos foi analisada
pela técnica checkerboard. As concentracdes mais efetivas foram aplicadas sobre
biofilmes por 5 min e 24 h de tratamento, sendo a viabilidade celular quantificada pelo
teste MTT. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA complementado
por Tukey Test (5%). Resultados: Os valores obtidos demonstraram CIM e CMM de
50 mg/mL (alcaguz) e de 3,1 mg/mL (guacatonga) frente as cepas de K. pneumoniae.
Quando combinados, os extratos apresentaram quatro concentracdes aditivas e duas
sinérgicas para a cepa clinica. Em biofilmes, o extrato de alcaguz reduziu a viabilidade
em 83,6% e 66,6% apdés 5 min de contato com a cepa padrdo e clinica,
respectivamente. Apdés 24h de tratamento, as reducBes chegaram a 84,7% (cepa
820195). Ja guacatonga reduziu 37,5% do biofilme da cepa padréo (5 min de contato).
Conclusao: Os extratos de alcaguz e guacatonga isolados apresentaram acéo
antimicrobiana para as cepas de

K. pneumoniae e quando combinados apresentaram efeitos aditivos e sinérgicos
contra a cepa clinica multirresistente. Alcaguz possui acao antibiofilme contra as duas
cepas nos diferentes tempos de contato, jA guacatonga apresentou acao antibiofilme
somente para a cepa padrdo apds 5 min de tratamento.

Palavras-chave: Biofilme; Casearia sylvestris; Glycyrrhiza glabra L.; Klebsiella
pneumoniae; Resisténcia microbiana.



ABSTRACT

Arantes AA, Kumazawa KB. Isolated and synergistic antimicrobial effect of licorice and
guacatonga extracts against multidrug-resistant strains of Klebsiella pneumoniae
[graduation final work]. S8o José dos Campos (SP): S&o Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

Objective: to evaluate in vitro the antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts of
licorice (Glycyrrhiza glabra L.) and guacatonga (Casearia sylvestris) isolated and
combined on planktonic cultures and biofilms of multidrug-resistant and standard
strains of Klebsiella pneumoniae. Material and methods: The antimicrobial analysis
of the extracts was performed using the microdilution test, recommended by the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M7-A9 standard, and the
combination of extracts was analyzed by the checkerboard technique. The most
effective concentrations were applied on biofilms for 5 min and 24 h of treatment, and
cell viability was quantified by the MTT test. Data were statistically analyzed by ANOVA
complemented by Tukey Test (5%). Results: The values obtained showed MIC and
MMC of 50 mg/mL (licorice) and 3.1 mg/mL (guagatonga) against the strains of K.
pneumoniae. When combined, the extracts showed four additive andtwo synergistic
concentrations for the clinical strain. In biofilms, licorice extract reduced viability by
83.6% and 66.6% after 5 min of contact with the standard and clinical strain,
respectively. After 24h of treatment, the reductions reached 84.7% (strain 820195). On
the other hand, guacatonga reduced 37.5% of the biofilm of the standard strain (5 min
of contact). Conclusion: The isolated licorice and guacgatonga extracts showed
antimicrobial action against the strains of K. pneumoniae and when combined they
showed an additive and synergistic effect against the clinical strain. Licorice has
antibiofilm action against both strains at different contact times, while guacatonga
showed a significant reduction only for the standard strain after 5 min of treatment.

Keywords: Biofilm; Casearia sylvestris; Glycyrrhiza glabra L.; Klebsiella pneumoniae;
Microbial resistance.
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1 INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa que é encontrada
usualmente na superficie da mucosa em animais ou em ambientes como agua, solo
e dispositivos médicos. Em humanos, concentra-se no trato gastrointestinal e algumas
poucas ha nasofaringe, por onde a bactéria pode entrar na circulagdo sanguinea ou
em outros tecidos, causando infeccdes graves. E considerada uma das principais
causas de infeccBes hospitalares causando pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAV) e pneumonia adquirida em unidade de terapia intensiva (UTI) [1].
Além disso, causa uma ampla gama de outras infec¢des graves, incluindo infecces
do trato urinario, bacteremias e abscessos hepaticos, principalmente em individuos
imunocomprometidos [2].

Nesse contexto, 0 combate a essa espécie é de suma importancia, vistoque
o surgimento de cepas de K. pneumoniae resistentes a antibioticos em todo o mundo
tornou-se motivo de preocupagao, onde B-lactamases de espectro estendido(ESBLS)
e cepas produtoras de carbapenemases foram isoladas com frequéncia [3]. Como
consequéncia dessa resisténcia aos antibidticos, infec¢cdes simples, como infeccdes
do trato urinario (ITUs), tornaram-se recalcitrantes ao tratamento, e infeccées mais
graves, como pneumonias e bacteremias, tornaram-se cada vezmais fatais [2]. A
capacidade desse patdogeno de formar biofiimes em dispositivos inseridos, como
cateter urinario, tem sido proposta como um dos mecanismos importantes em
infeccbes nosocomiais e persistentes [3].

Dito isso, um importante fator a ser levado em consideracédo é o surgimento
da pandemia ocasionada pelo coronavirus (SARS-CoV-2), na qual o nimero de
internagcbes em UTIs aumentou drasticamente e, consequentemente, infeccdes
hospitalares também. A vista disso, foi comprovado que o comprometimento do
sistema imunologico de pacientes infectados com coronavirus, pode causar um
aumento nos surtos de bactérias multirresistentes (MDR) em pacientes nas UTIs [4],
o que reforca a importancia do combate a essa espécie.

Tendo em vista a resisténcia das bactérias aos antibiéticos usuais e oaumento
de casos de internacdes em UTIs durante a pandemia, a busca por novas alternativas

terapéuticas se tornou essencial, sendo uma delas a fitoterapia que tem
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ganhado notoriedade. O uso de medicamentos fitoterapicos € bem estabelecido e
amplamente reconhecido quanto a sua seguranca e eficacia, bem como aceito pelas
autoridades sanitarias nacionais. Tradicionalmente empregados, os medicamentos a
base de plantas nativas ou derivados de ervas tém sido muito populares desde tempos
imemoriais; e hoje, esses medicamentos tém despertado muita atencdo em todo o
mundo, devido & sua origem natural e potencial nutracéutico [5,6].

Nessa perspectiva, diversos principios ativos naturais obtiveram notoriedade,
em virtude de sua comprovada eficacia em aplicacGes terapéuticas. Dentre eles,
destaca-se o alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.) e a guacatonga (Casearia sylvestris).

Trés plantas originais da familia Leguminosae, Glycyrrhiza uralensis Fisch.,
G. inflata Bat. e G. glabra L. sdo prescritos como alcaguz. Seus cortes das raizes
secas sao amplamente utilizados em prescri¢des clinicas. A importancia farmacéutica
do alcacuz reside na sua capacidade de produzir uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Eles foram relatados com antitumoral [7,8], antimicrobiano
[9,10], antiviral [11,12], anti-inflamatério [13,14], antidiabético [15,16],
imunorregulacao [17,18], hepatoprotetora [19,20], atividades neuroprotetoras[21,22] e
funcdes do tipo de hormbnio cortical adrenal [23,24].

Assim, o alcaguz tem se mostrado como um excelente compostoterapéutico,
pois causa distirbios minimos nas funcdes fisiol6gicas do organismo e exerce acao
terapéutica em diversas patologias. Além disso, é especialmente indicado para
criancas, pois a glicirrizina (GC), um composto isolado do alcacuz, €50 vezes mais
doce que o acucar, o que facilita muito a aceitacédo das criancas [25].

A Casearia sylvestris, conhecida popularmente por guacatonga, € uma
representante do género Casearia e pertencente a familia Flacourtiaceae. Com base
na sua morfologia, sdo reconhecidas 2 variedades: C. sylvestris var. sylvestris e C.
sylvestris var. lingua. Devido a sua relevancia etnofarmacéutica, ela é uma das 71
espécies vegetais listadas na Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
Sistema Unico de Salde Brasileiro [26], possuindo inimeras aplicacbes
farmacoldgicas, como atividades antidiarreica, antitérmica, depurativa,
antirreumatizante, cicatrizante e anti-inflamatéria, sendo também utilizados para o
tratamento de picadas de cobras [27]. E encontrada em varios biomas, incluindo a
Floresta Atlantica, Floresta Amazonica, Cerrado, Caatinga e Pantanal. No Brasil,
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assim como em outros paises latino-americanos, a C. sylvestris € usada como extratos
brutos e infusbes na medicina popular [26].

Diante da necessidade de investigar novos compostos antimicrobianos e a
escassez de estudos utilizando fitoterapicos em cepas multirresistentes, o presente
estudo avaliou in vitro a atividade antimicrobiana e antibiofilme dos extratos glicolicos
de alcaguz e guacatonga sobre cultura plancténica e sobre biofilmes de cepa clinica
multirresistente (820195) e cepa padréo (ATCC 4352) de Klebsiella pneumoniae, em

diferentes tempos de contato (5 min e 24 h).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extratos vegetais

Os extratos glicdlicos de Glycyrrhiza glabra (alcaguz) e Casearia sylvestris
(guacatonga) foram adquiridos comercialmente (Distriol, Bom Jesus dos Perddes,

SP), na concentracdo de 200 mg/mL (20%) diluido em propilenoglicol.

2.2 Atividade antimicrobiana dos extratos

2.2.1 Micro-organismos

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e antibiofilme dos extratos foi
realizada sobre cepa clinica multirresistente (820195) e cepa padrdo (ATCC 4352)de
Klebsiella pneumoniae provenientes do Laboratdrio Bioclin do grupo Policlin (S&o José
dos Campos, SP), e pelo Laboratério de Microbiologia e Imunologia (ICT- Unesp),

respectivamente. O perfil de resisténcia a antibidticos da cepa clinica K.
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pneumoniae (820195) foi fornecido pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin (Sao
José dos Campos -SP) (Quadro 1).

Quadro 1 - Perfil de resisténcia da cepa clinica 820195 de K. pneumoniae

(continua)

Antibiotico K. pneumoniae (820195)
Acido clavulanico + Amoxi. R
Amicacina S
Ampicilina R
Ampicilina + Sulbac. R
Aztreonam -
Cefepime R
Cefotaxima -
Cefoxitina R
Ceftazidima -
Cefuroxime R
Ciprofloxacina R

Clindamicina -

Cloranfenicol -

Colistina R

Daptomicina -

Eritromicina -

Ertapenem

Fosfomicina

Imipenem

R
R
Gentamicina S
R
R

Levofloxacina

Linezolida -

Meropenem R

Minociclina -

Oxacilina -
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Quadro 1 - Perfil de resisténcia da cepa clinica 820195 de K. pneumoniae

(concluséo)

Antibiotico K. pneumoniae (820195)

Piperacilina+ Tazobactam R

Rifampicina -

Tigeciclina

Tobramicina

Il 0w

Trimetropim/Sulfa.

Vancomicina -

Legenda: S: sensivel; R: Resistente; I: Intermediario; -: Teste ndo desenvolvido.

Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin (S&o José dos Campos -SP).

2.3 Determinacédo da acao antimicrobiana

2.3.1 Preparo do in6culo

Os micro-organismos foram descongelados e semeados em meio solido,
Brain Heart Infusion (BHI - Himédia) para reativacdo. Em seguida foram incubados por
24 h, em estufa bacterioldgica, a temperatura de 37°C. Apds esse periodo, com auxilio
da alca bacteriologica estéril foram inoculadas colénias em tubos contendo solucdo
fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e diluidas. Posteriormente foram padronizados em
espectrofotdbmetro (Biotec) na concentracdo de em 108 células/mL, de acordo com as
recomendacdes preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
norma M7-A9.

2.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para a determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi utilizado o



16

método de microdiluicdo em caldo (CLSI, norma M7-A9). O teste foi realizado em
microplacas, onde foram adicionados 100 pL de caldo Mueller Hinton (Himedia,
Mumbai, india) em todos os pocos testes. Posteriormente, 100 pL do extrato foram
adicionados apenas nos primeiros pocos de cada grupo teste, de onde partiram 10
diluicdes seriadas (Quadro 2). Os in6culos bacterianos foram preparados em solugéo
fisioloégica estéril (NaCl 0,9%) a partir de culturas incubadas em &agar Brain Heart
Infusion (BHI) em estufa bacteriolégica (37°C), e foram padronizados em
espectrofotdbmetro em 10° células/mL. Em seguida, os inéculos padronizados foram
adicionados em todos os pocos, no volume de 100 pL, exceto no controle de
esterilidade do meio de cultura. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
por 24h a 37°C. Apos o periodo de incubacéo, a CIM foi determinada no dltimo poco
da microplaca que nao apresentou turvacao, no qual indica auséncia de crescimento
bacteriano.

Para que a Concentracdo Microbicida Minima (CMM) do extrato fosse
determinada, foi inoculado uma aliquota (5 pL) dos pocos em &gar BHI, e apds 48 h
de incubacéo a 37°C, foi observada a CMM por meio da menor concentracdo em que

nao houve crescimento de colbnias.

Quadro 2 — Diluicdo dos extratos para determinacédo de CIM e CMM

Concentragdes dos extratos de alcaguz e guacatonga em microdiluicao

Poco o[ 20 3 [ 4[5 [ 6 | 70 | 8 | 9 | 10°

Alcaguz 50 | 25 |125| 6,2 | 31| 15 0,7 0,3 0,1 0,09

Guacatonga | 50 | 25 | 125| 6,2 | 3,1 15 0,7 0,3 0,1 0,09

Legenda: Valores expressos em mg/mL.
Fonte: elaborado pela autora
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2.5 Ensaio Checkerboard

O efeito sinérgico da combinacdo dos extratos foi avaliado pela técnica
checkerboard (tabuleiro de xadrez), de acordo com Odds [28] e USjak et al. [29] com
modificacdes. A técnica € baseada no teste de sensibilidade por microdiluicdo em
caldo, e determina o tipo de interacdo entre os extratos em: sinérgico, antagénico ou
indiferente. Para as combinagdes dos extratos, foram utilizados como referéncia os
valores de CIM previamente obtidos, sendo que serédo preparadas concentracdes de
cada extrato, iniciando com 2 vezes a CIM seguindo diluicdes em base 2 [29]: 2xCIM,
CIM, CIM/2, CIM/4, CIM/6, CIM/8, CIM/16. Para tanto, 50 pL de cada diluicdodo extrato
1 (alcaguz) foram adicionados no eixo x (horizontal) da microplaca enquanto 50 pL
das diluicbes do extrato 2 (guacatonga) foram adicionados no eixo y (vertical) da
microplaca, de modo a obter todas as combinacdes possiveis entre as concentracoes
dos extratos previamente preparadas. Em seguida, foi adicionado o indculo
microbiano, padronizado em 106 células/mL, totalizando volume de 200 yL em cada
poco, exceto no controle negativo que receberd caldo MH [29]. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 h, e apos as CIMs foram determinadas como as menores
concentracBes das combinacfes que inibirem o crescimento microbiano, pela
auséncia visivel de turbidez [29]. Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi
adotado o indice de concentracdo inibitéria fracionaria (ICIF), que classifica as
combina¢des em sinérgicas, aditivas, indiferente ou antagoénicas. O ICIF é calculado
por meio da soma da concentracao inibitéria fracionada (CIF) do extrato 1 + a CIF do
extrato 2. A ICFI pode ser definida como: uma combinacgéo é considerada sinérgicaa
uma ICIF <0,5, aditiva quando ICIF & >0,5 e <1,0, indiferente quando ICFI>1e <4 e
antagonista em ICIF> 4,0. A mesma férmula sera utilizada para calcular o indice de
concentragao bactericida fracionaria (ICBF), usando valores CBM em vez de CIM [28].
Para isso, uma aliquota de cada um dos pocos foi semeada em agar BHI. As placas
foram incubadas por 24 h e foi determinada ICBF de acordo com a auséncia de
crescimento microbiano nas placas. Todos os testes foram realizados em triplicata.
Com base nos resultados dos testes de checkerboard, somente as associa¢gbes que

apresentarem sinergismo foram utilizadas nos proximos testes.
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2.6 Avaliacdo dos extratos sobre biofilmes

Os biofilmes foram formados em fundo de microplacas de 96 pocos, onde
foram adicionados 100 uL de caldo BHI, e 100 uL dos micro-organismos padronizados
em solucédo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) a 107 células/mL. Os biofilmes foram
incubados por 48 h, com troca do meio de cultura apés 24 h.

Passado o periodo de formacao de cada biofilme, estes foram colocados em
contato com os tratamentos isolados (CMM, 2 x CMM e 4 x CMM), combinados (a¢éo
aditiva e sinérgica) e controles pelos periodos de 5 min e 24 h em experimentos
independentes e em diferentes placas para cada tipo de teste. A microplaca foi dividida
em grupos com n= 10 para cada tratamento. Como controle positivo foi utilizada a
solucéo de clorexidina e como controle negativo o caldo BHI. Apés os tratamentos, as
solucbes foram descartadas e o biofilme foi lavado com solucao fisiologica estéril
(NaCl 0,9%).

A acéo antibiofilme dos extratos foi avaliada por meio do teste de viabilidade
do micro-organismo MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) em que foram adicionados 100 pL da solu¢do em cada poco e a placa foi
incubada ao abrigo da luz por 1 h em estufa a 37°C, passado o periodo de incubacéo,
foi retirada a solucéo e foram adicionados 100 uL de Dimetilsuféxido (DMSO). A placa
foi novamente incubada ao abrigo da luz em estufa a 37°C por 10 min e colocada no
shaker sobe agitacdo constante por 10 min. Apds este periodo,as placas foram lidas
em leitora de microplaca em 570 nm, as densidades 6pticas obtidas foram convertidas,
por meio da férmula apresentada abaixo, em percentual de reducao de viabilidade do

micro-organismo:

% Reducdo de Viabilidade = 100 - (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo
Controle)
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2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com software Graphpad prism 5.0. Os
dados obtiveram distribuicdo normal foram analisados estatisticamente pelo método
ANOVA complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%
(p=0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliag&o da agdo antimicrobiana dos extratos isolados

Os extratos glicolicos de alcaguz e guacatonga possuem atividade bactericida
sobre contra a cepa clinica (820195) e cepa padrao (ATCC 4352) de K. pneumoniae,

sendo os valores de CIM e CMM demonstrados na Tabela I.

Tabela | — CIM e CMM dos extratos de alcacuz e guacatonga para a cepa clinica
(820195) e cepa padrdo (ATCC 4352) de K. pneumoniae

Extratos CIM CMM Efeito
Alcaguz 50 mg/mL 50 mg/mL Bactericida
Guacatonga 3,1 mg/mL 3,1 mg/mL Bactericida

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Avaliacédo da acado combinada dos extratos de alcaguz e guacatonga

Diante dos resultados obtidos, ndo foram encontradas concentracdes aditivas
e sinérgicas para a cepa padrédo ATCC 4352 de K. pneumoniae. Ja para a cepa clinica
820195 foram encontradas quatro combinacdes aditivas e duas sinérgicas, conforme

demonstrado na Tabela Il.
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Tabela Il — Avaliacdo da acdo combinada dos extratos de alcaguz e guacatonga

Uso Combinacdo | Valores Efeito da combinacéao
is(c):lﬁl\;lio ICIE
Combinacdo | Alc | Gtg | Alc | Gtg
Alc + Gtg 50 3,1 12 15 0,72 Aditivo
Alc + Gtg 50 3.1 6 1,5 0,60 Aditivo
Alc + Gtg 50 31 3 1,5 0,54 Aditivo
Alc + Gtg 50 31 15 1,5 0,51 Aditivo
Alc + Gtg 50 31 0,7 15 0,49 Sinérgico
Alc + Gtg 50 3,1 0,3 15 0,48 Sinérgico

Legenda: CIM — Concentrag&o Inibitoria Minima; ICIF — indice de Concentragao Inibitoria Fracionaria;
Alc- alcaguz; Gtg — guacgatonga.
Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Atividade antibiofilme dos extratos

3.3.1 Tratamentos do biofilme por 5 min

Em relacdo ao extrato isolado de alcacuz, quando testado em biofilme de K.
pneumoniae ATCC 4352 por 5 min, as concentracdes de 50 e de 100 mg/mL tiveram
reducdo estatistica significativa em relacdo ao grupo controle, com 18,3% e 37,8%,
respectivamente. Ja a concentracdo de 200 mg/mL de alcaguz foi a que apresentou
0 maior percentual de reducédo da viabilidade com 83,6%, apresentando diferenca
estatistica com grupo controle e semelhanca com a clorexidina (Figura 1A). Ja a
cepa clinica 820195, as concentragfes de 50 e 100 mg/mL de alcaguz n&o tiveram
reducdes estatisticas significativas quando comparada ao controle, com 10,1% e
12,2% de reducao, respectivamente. Por sua vez, a concentracdo de 200 mg/mL de
alcacuz teve a maior reducdo de viabilidade com 66,6%, apresentando diferenca

estatistica com o grupo controle e reducdo semelhante com o grupo tratado com a
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clorexidina (Figura 1B).

Com relacéo ao extrato isolado de guacatonga, quando testado em biofilme
de K. pneumoniae ATCC 4352 por 5 min, as concentracfes de 6,2 e de 12,5 mg/mL
apresentaram reducdo estatistica significativa quando comparada ao grupo controle
com 24,5% e 37,4% de reducdo da viabilidade, respectivamente. No que se diz
respeito a clorexidina, houve reducéo da viabilidade em 80,5% (Figura 1C). Quando
analisada a cepa clinica 820195, as concentracfes de 3,1; 6,2 e 12,5 mg/mL do
extrato de guacatonga ndo obtiveram diferencas estatisticas significativas na reducéo
da viabilidade do biofilme. Em relacédo a clorexidina, houve reducgéo da viabilidade em
67,7% (Figura 1D).

Quando os extratos de alcacuz e guacatonga foram combinados e testados
no biofilme da cepa clinica 820195 por 5 min, todas as combina¢cfes com diferentes
concentragcdes ndo resultaram em reducao da viabilidade do biofilme. J& a clorexidina

obteve uma reducédo de 69% da viabilidade (Figura 1E).
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Figura 1 - Gréaficos demonstrando a reducéo da viabilidade obtida pelo teste MTT ap0s tratamento de

5 min com os extratos de alcacuz e guacatonga isolados [figura 1 A-D] e combinados [figura 1E]sobre

biofilmes de K. pneumoniae. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo

método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05). As letras demonstram a semelhancas

ou diferencas estatisticas entre os grupos. DO — Densidade Optica; Alc — Alcaguz;Gtg — Guagatonga;

Clx — Clorexidina.
Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.2 Tratamento do biofilme por 24h

Em relacdo ao extrato isolado de alcacuz, quando testado em biofilme de K.



24

pneumoniae ATCC por 24 h, a concentracdo 50 e 100 mg/mL foram as que
apresentaram maior porcentagem de reducao de viabilidade, com 89,4% e 91,8%
respectivamente, em relagéo ao grupo controle. A concentracao de alcaguz 25mg/mL
também teve reducdo significativa de 54% na viabilidade em relacdo aogrupo
controle (Figura 2A). Ja a cepa clinica 820195 com concentracdo 100 mg/mL foi a que
apresentou maior porcentagem de reducéo de viabilidade, com 84,7%. Assim, houve
diferenca estatistica em relagcdo ao grupo controle e semelhanca coma clorexidina. A
concentracdo de alcacuz 25 mg/mL teve um aumento de 24,4% na viabilidade e a de
50 mg/mL teve uma reducdo significativa de 65,3% na viabilidade, quando
comparadas ao grupo controle (Figura 2B).

Em relacdo ao extrato isolado de guacatonga, quando testado em biofilme de
K. pneumoniae ATCC por 24 h, a concentracdo de 6,2 mg/mL apresentou reducéo
de 2,8% na viabilidade e em 12,5 mg/mL apresentou reducao de 4,2% na viabilidade,
porém ndo teve diferenca estatistica com o grupo controle (Figura 2C).Ja a cepa
clinica 820195 com concentracbes 3,1; 6,2 e 12,5 mg/mL tiveram aumento na
viabilidade de 15,2%; 19,1% e 32,7% respectivamente, quando comparadas ao grupo
controle (Figura 2D).

Quando os extratos de alcaguz e guacatonga foram combinados e testados
no biofilme da cepa clinica 820195 por 24 h, todas as combinacdes ndo resultaram
em reducéo da viabilidade do biofilme. J4 a clorexidina obteve uma reducéo de 90,8%

na viabilidade (Figura 2E).
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Figura 2- Graficos demonstrando a redugdo da viabilidade obtida pelo teste MTT apdés tratamento de
24 h com os extratos de alcaguz e guagatonga isolados [figura 2A-D] e combinados [figura 2E] sobre
biofilmes de K. pneumoniae. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05). As letras demonstram a semelhancas

ou diferencas estatisticas entre os grupos. DO — Densidade Optica; Alc — Alcacuz; Gtg
— Guacatonga; ClIx — Clorexidina.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4 DISCUSSAO

A busca por novas alternativas para combater a resisténcia antimicrobiana é
um desafio e de interesse mundial, visto que, é frequente a propagacdo de novos
micro-organismos e a mutacdo dos ja existentes, acarretando uma acelerada
disseminacao da resisténcia aos antibidticos, e, por consequéncia, necessita-se de
alternativas de tratamento aos antimicrobianos convencionais. A fitoterapia tem
ganhado notoriedade e demonstra ser uma opc¢éo promissora [30]. Nesse enfoque, 0s
resultados do presente estudo séao pioneiros, ndo havendo até o momento na literatura
estudos relacionando alcaguz, guacatonga contra K. pneumoniae. Entretanto,
segundo Irani, Mahboubeh et al. [31] foram encontrados estudos relacionando a
atividade antimicrobiana dos extratos alcoodlicos e aquosos da raiz dealcaguz contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis.Diante desse estudo,
para o extrato alcodlico de alcacuz contra Staphylococcus aureus, os valores de CIM
e CMM foram 2,5 e 10 mg/mL, respectivamente. J& parao extrato aquoso, os valores
de CIM e CMM foram de 5 e 10 mg/mL, respectivamente. Em relacdo ao extrato
alcodlico de alcacuz contra Bacillus subtilis, os valores de CIM e CMM foram 2,5 e 5
mg/mL, respectivamente. Ja para o extrato aquoso, os valores de CIM e CMM foram
20 e 40 mg/mL, respectivamente. A respeito do extrato alcodlico contra Enterococcus
faecalis, os valores obtidos de CIMe CMM foram 5 e 40 mg/mL, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos, foi demonstrado que o alcacuz tem acao
antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Enterococcus faecalis. Essa acdo antimicrobiana também foi identificada em nosso
estudo, no qual o extrato glicolico de alcaguz obteve CIM e CMM de 50 mg/mL contra
a cepa multirresistente e cepa padrdo de K. pneumoniae, evidenciando também um
potencial antimicrobiano. Além do efeito em cultura planctdnica, foi constatado nesse
estudo um efeito antibiofilme promissor, alcaguz na concentragdo de 200 mg/mL
reduziu 83,6 e 66,6% a atividade metabdlica quando tratado por 5 min, para as cepas
multirresistente e padrdo. Para 24 h de tratamento com 100 mg/mL do extrato, as
reducbes foram de 91,8 e 84,7%, para as cepas multirresistente e padréo,

respectivamente.
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Segundo os estudos de Ribeiro SM et al. [32], foram apresentadas as
atividades antimicrobiana e antibiofilme de 12 extratos de guagatonga (0,50 mg/mL)
de diferentes biomas brasileiros e variedades (sylvestris, lingua e intermediaria)
testadas contra Streptococcus mutans. Dito isso, o0s resultados mostraram que trés
extratos da Mata Atlantica da variedade sylvestris reduziram 250% a viabilidade de
S. mutans. Para biofilmes desta bactéria, trés extratos reduziram em 291% e 100% da
biomassa microbiana. A partir desses resultados foi observado a acao antibiofilme da
guacatonga contra S. mutans, ja nos estudos realizados com K. pneumoniae ATCC e
extrato glicélico de guacatonga, observou-se também acgéo antimicrobiana com valor
de CIM de 3,1 mg/mL, apresentando acao bactericida. Em relacéo a acéo antibiofilme
de guacatonga, quando os biofilmes foram tratados por 5 min, na concentracdo 12,5
mg/mL houve reducgéo de 37,4% na viabilidade emrelacdo ao grupo controle.

Devido ao carecimento pela elaboracdo de novos farmacos que sejam
efetivos em combate a bactérias multirresistentes e diante dos resultadosalcancados
nesse estudo, 0s quais comprovam a acao antimicrobiana sobre as cepas analisadas,
é fundamental que pesquisas complementares sejam desenvolvidas a fim de definir
0s niveis terapéuticos de novos extratos, além da realizacdo de mais estudos a partir
da combinacdo de outras substancias, para potencializar os espectros obtidos,
resultando assim em novas alternativasterapéuticas que auxiliam a resolugéo dessa
problemética de grande relevancia no sistema de saude global. Os resultados obtidos
nesse estudo trazem dados relevantes com relacdo ao potencial antimicrobiano dos
extratos de alcaguz e guacgatonga contra K. pneumoniae, e demonstram que esses
extratos podem ser candidatos para novas formulacdes terapéuticas contra esses

patégenos.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se gue os extratos glicélicos de alcacuz e guacatonga apresentam
acao antimicrobiana contra cepas multirresistente e padréo de Klebsiella pneumoniae.
Quando combinados, resultaram em 4 concentra¢cfes aditivas e 2sinérgicas contra a
cepa clinica de K. pneumoniae. Com relacéo a acéo antibiofilme, alcacuz apresentou
reducdes significativas da viabilidade do biofilme apds 5 min e 24 h de tratamento
contra as duas cepas, jA 0 extrato de guacatonga teve sua acdo antibiofilme
demonstrada somente para a cepa padrao ap6s 5 min de contato.Quando combinados
0S extratos nas concentracdes aditivas e sinérgicas, ndo houvereducédo significativa

dos biofilmes, portanto, os extratos isolados apresentaram melhor acao antibiofilme.
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