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RESUMO

Silva AM. Acédo antimicrobiana e antibiofilme do extrato de Quillaja saponéria sobre
cepas clinicas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa [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 e antibiofilme do extrato glicélico
de Quillaja saponaria (quilaia) sobre trés cepas clinicas multirresistentes (P1, P2, P3)
e uma cepa padrdo (ATCC 15442) de Pseudomonas aeruginosa. Material e Métodos:
A determinacédo da Concentracgédo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com a CLSI (norma M7-A9) e a Concentracao
Microbicida Minima (CMM) foi determinada por aliquotas semeadas dos po¢os em
agar Brain Heart Infusion - BHI (Himédia). Testes em biofilmes foram realizados,
sendo o extrato de quilaia aplicado nas concentracdes pré-determinadas pela CMM.
A viabilidade dos biofilmes foi mensurada pelo teste de MTT e a quantificacdo de
biomassa pelo cristal violeta. Os dados foram analisados pelo método ANOVA
complementado pelo Teste de Tukey (p<0,05). Resultados: O extrato quilaia
apresentou CIM e CMM no valor de 3,1 mg/mL frente as cepas clinicas P1 e P3,e 1,5
mg/mL para a cepa clinica P2 e ATCC 15442, portanto, foi considerado bactericida
contra as cepas avaliadas. O maior percentual de reducdo de biomassa em
tratamentos de 5 min e 24 h foram, respectivamente, 37,6% (cepa P2) e 50,1% (cepa
P3) quando comparado ao grupo controle. Em relacdo a reduc¢éo da viabilidade, em
testes de 5 min e 24 h de contato com o extrato, os valores maximos obtidos foram,
respectivamente, 51,5% (cepa P2) e 49% (cepa P1), diferindo estatisticamente do
grupo controle. Conclusao: O extrato glicélico de quilaia possui acdo bactericida e
antibiofilme frente as cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: acao antimicrobiana; biofilme; Pseudomonas aeruginosa; Quillaja
saponaria.



ABSTRACT

Silva AM. Antimicrobial and antibiofilm action of Quillaja saponéria extract on
multidrug-resistant clinical strains of Pseudomonas aeruginosa [graduation final work].
Sao José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of cience
and Technology; 2022.

Objective: To evaluate in vitro the antimicrobial and antibiofilm activity of Quillaja
saponaria (quillaia) glycolic extract against three multidrug-resistant clinical strains
(P1, P2, P3) and a standard strain (ATCC 1542) of Pseudomonas aeruginosa.
Material and Methods: The Determination of the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was performed by the broth microdilution technique, according to CLSI (M7-A9
standard) and the Minimum Microbicidal Concentration (MMC) was determined by
seeded aliquots from the wells in agar Brain Heart Infusion - BHI (Hymedia). Bio tests
were carried out, and the quilaia extract was applied in pre-determined packages by
CMM. The viability of biofilms was measured by the MTT test and quantification of
violet biomass. Data were analyzed by the ANOVA method complemented by the
Tukey method (p<0.05). Results: The quillaia extract presented CIM and CMM in the
amount of 3.1 mg/mL against the clinical strains P1 and P3, and 1.5 mg/mL for the
bactericidal strain P2 and ATCC 15442, therefore, it was considered against like
strains. The highest percentage of biomass reduction in treatments of 5 min and 24h
were, respectively, 37.6% (P2 strain) and 50.1% (P3 strain). Regarding the reduction
of viability, in tests of 5 min and 24 h of contact with the maximum, the values obtained
were, respectively, 51.5% (strain P2) and 49% (strain P1). Conclusion: The quillaia
glycolic extract has antimicrobial and antibiofilm action against multidrug-resistant
strains of Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: antimicrobial action; biofilm; Pseudomonas aeruginosa; Quillaja
saponaria.
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa consiste em uma bactéria Gram-negativa
vastamente encontrada tanto na agua, quanto no solo [1]. Além disso, possui
capacidade de originar doencas infecciosas quando exposta a condi¢des propicias,
como sistema imune deprimido do hospedeiro [2]. E considerado um dos agentes
patogénicos mais oportunos em infec¢des hospitalares, visto que € caracterizado por
exibir competéncia para sobreviver em locais que apresentem circunstancias
desvantajosas, se adequando ao meio [3]. Esta espécie apresenta resisténcia a
diversos antibioticos e exibe iniUmeros fatores de viruléncia, entre eles, a eficacia na
secrecdo de enzimas e toxinas extracelulares e a capacidade de se unir a superficies
bioticas e abidticas, compondo uma estrutura denominada biofilme [4,5].

Nesse contexto, a importancia do combate a essa espécie é apresentada por
Souza et al. [6] que relataram sua associacdo com o caso de uma paciente HIV-
positivo, a qual possuia lesBes necréticas na mucosa oral, mobilidade dentaria
patologica, perda Ossea e osteomielite hematogénica maxilar em decorréncia de
choque séptico causado por P. aeruginosa. Com isso, é demonstrada a necessidade
da area odontolégica em sancionar seu interesse no uso de fitoterapicos como
alternativa no combate a este patégeno, visto que, a cavidade bucal representa um
sitio de colonizacdo dessa bactéria, sendo prevalente no biofilme subgengival e na
saliva, principalmente em casos de individuos tabagistas e com infec¢cédo periodontal
[7].

P. aeruginosa também estd associado ao progndstico de outras diversas
infeccdes, particularmente aquelas com predisposicéo a se tornarem crénicas, como
infecgbes pulmonares em pacientes com fibrose cistica [8]. Além disso, estudos
indicam que o biofilme dentario pode ser um oportuno reservatorio para
microrganismos aerdébios, sendo fonte para pneumonia [9].

Em decorréncia da capacidade de P. aeruginosa originar graves infeccoes e
de seu potencial para tolerar a acao de antibidticos, se fez necessaria a elaboragéao
de diferentes formulagdes antimicrobianas, a fim de combater essa bactéria, visto que,
a resisténcia a esses medicamentos reflete em um empecilho para o completo bem-

estar da populagao vigente [10].



E importante ressaltar que ha registros antigos relacionados ao emprego de
plantas medicinais [11]. Dessa forma, atualmente o uso de fitoterapicos vém se
estabelecendo para tratar diversas doencas passando a ser empregada pelo homem
a fim de alcancar beneficios para a saude [12]. Sendo assim, é de grande importancia
a utilizacdo de fitoterapicos, em conjunto com outros métodos, como recurso
terapéutico na intervengéo de infecgdes bucais [13].

E interessante enfatizar que os fitofarmacos ja estédo sendo pesquisados na
area odontoldgica por suas propriedades antissépticas, antioxidantes, analgésicas e
antimicrobianas, podendo ser promissores no tratamento de cepas resistentes aos
medicamentos convencionais [14]. Ghahremanlo et al. [15] apresentaram a fitoterapia
como um meio alternativo para tratamento do liquen plano oral, visto que possui
menores efeitos colaterais e vantagens relacionadas ao custo-beneficio, quando
comparado a outras terapias. Agrawal et al. [16] analisaram o efeito antibacteriano de
extratos de plantas de uso popular sobre bactérias resistentes relacionadas ao
desenvolvimento de infec¢cdes endodonticas, demonstrando sua eficacia. Além disso,
Kumar et al. [17] constataram que a odontologia também utiliza extratos de ervas para
alivio de dores, inflamac6es e controle de biofilmes dentarios.

Nessa perspectiva, diversos principios ativos naturais obtiveram notoriedade,
em virtude de sua comprovada eficacia em aplicacBes terapéuticas. Dentre eles,
destaca- se o genéro Quilaia, conhecida como arvore de sabdo, a qual possui apenas
duas espécies, sendo elas Quillaja saponaria (QS) e Quillaja brasiliensis (QB),
encontradas em areas especificas da América do Sul [18]. Ambas apresentam
propriedades antimicrobianas, antifiingicas, antivirais e antiparasitarias de relevante
interesse farmacolégico [19]. Além disso, resultados mostram potenciais
antibacterianos e antibiofilme para saponina de Q. saponaria [20].

Estudos mostram que o uso das saponinas de Q. saponaria como
imunoadjuvantes estdo ampliando rapidamente, pois suas caracteristicas quimicas
interagem com as membranas, originando um eficaz sistema imunolégico, vantajoso
para ampliar as defesas contra patdgenos intra e extracelulares, como mostra a
analise de Magedans et al. [21]. Isso pode ser sustentado em razao da evidéncia de
que as saponinas possuem propriedades detergentes, destruindo lipidios e,
consequentemente, alterando a permeabilidade e fluidez das membranas celulares,

fator que possui potencial para prejudicar a fixacdo de patdégenos [22].
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Ha evidéncias de que diversos extratos de origem vegetal possuem
biocompatibilidade aliada a acado antimicrobiana [23]. Nesse contexto, foi realizada
uma rigorosa analise em relacdo a toxicidade associada ao uso de saponinas de Q.
saponaria e Q. brasilienses, e concluiu-se que, ambas sao quimicamente semelhantes
e possuem graus distintos de toxicidade, os quais podem ser contornados por
estratégias, como por exemplo, com uso associado a outros adjuvantes ou
incorporacao de nanoparticulas [21]. Além disso, a geracao sustentavel de biomassa
de Q. saponaria € critica para o0 progresso na utilizacdo em larga escala dessas
moléculas e tem se comprovado viavel na consolidacao e expanséo do uso industrial
desses compostos quimicos [21].

Os estudos na literatura referentes a acdo antimicrobiana do extrato glicolico
de Q. saponaria contra cepas multirresistentes sdo escassos. Desse modo, em
decorréncia de P. aeruginosa estar em 2° lugar na lista critica de prioridades entre as
bactérias resistentes a antibidticos, segundo a OMS [24], além da comprovada
eficacia de fitoterapicos sobre microrganismos, se faz necesséaria a andlise em
questdo, visto que, corresponde a uma necessidade global a busca por novos
farmacos. Diante disso, a proposta desse estudo foi avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana e antibiofilme do extrato glicélico de Quillaja saponaria (quilaia) sobre
trés cepas clinicas multirresistentes (P1, P2, P3) e uma cepa padrao (ATCC 15442)

de Pseudomonas aeruginosa.
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2 MATERIAL E METODOS

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada sobre trés
cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes, fornecidas pelo
Laboratério Bioclin do grupo Policlin de Sdo José dos Campos, estado de S&o Paulo,
sendo o perfil de resisténcia demonstrado no quadro 1. Foi testada também a acédo do
extrato em cepa de referéncia (P. aeruginosa ATCC 15442) que foi fornecida pelo
Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT -
Unesp de Sao José dos Campos).

O extrato glicélico de Quillaja saponaria foi adquirido comercialmente (Distriol,
Bom Jesus dos Perddes, SP) na concentragdo de 20% (200 mg/mL) em

propilenoglicol.

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

. P. aeruginosa
Antibidticos 9

P1 P2 P3
Amicacina S S

Ceftazidima | |

R
Cefepime | I R
R
R

Ciprofloxacina I I

Colistina - - -

Imipenem I I I

Levofloxacina | | R

Meropenem S S I

Piperacilina + Tazobactam I I R

Legenda: S: Sensivel; R: Resistente; I: Intermediario; -: Teste ndo desenvolvido.
Fonte: Dados fornecidos pelo Bioclin - Laboratorio de Analises Clinicas de S&o José dos
Campos - SP
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2.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Microbicida Minima (CMM)

Para a determinacao da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-A9 (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2012). O teste foi realizado em microplacas, onde
foram adicionados 100 pL de caldo Mueller Hinton (Himedia, Mumbai, india) em todos
0S pocos testes. Apos, 100 L do extrato foram adicionados apenas nos primeiros
pocos de cada grupo teste, de onde partiram 10 diluicbes seriadas (quadro 2). Os
indculos bacterianos foram preparados em solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) a
partir de culturas de 24 h incubadas em agar Brain Heart Infusion (Himedia, Mumbai,
india) em estufa bacteriolégica (37 °C) e padronizados em espectrofotdbmetro com
aproximadamente 10° células/mL. Em seguida, os inéculos padronizados foram
adicionados em todos 0s po¢os, no volume de 100 pL. Apos incubacgéo de 24 h, a CIM
foi determinada no dltimo poco da microplaca que ndo apresentou turvacao que
indique crescimento microbiano de cada cepa (figura 1A).

Para que a CMM do extrato seja determinada foi necessario inocular em agar
BHI os contetdos dos pocos e, apos 48 h de incubagcdo (37°C), na menor
concentracdo em que nao houve crescimento de col6nias, foi determinada como a

CMM do extrato para cada cepa (figura 1B).

Quadro 2 — Diluig&do dos extratos para determinac¢éo de CIM e CMM

Concentracdo do extrato de Q. saponaria em microdiluicdo

Pocos 1° 20 3° 40 5° 6° 7° 8° 9o 10°

Extrato 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09

Legenda: Valores expressos em mg/mL.
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 1 - Determinacgéo de CIM e CMM. A) Determinacao da CIM do extrato de Q. saponaria, por meio
do ensaio de microdiluicdo em caldo. B) Determinagcdo da CMM em &gar BHI onde foi determinada a
menor concentracdo semeada que ndo apresentou crescimento bacteriano.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos extratos em biofilmes

Os biofilmes foram formados em fundo de microplacas de 96 pogos, para isso,
foram adicionados 100 pL de caldo BHI em cada um dos pocos e foi preparado o
in6culo do microrganismo previamente cultivado em agar BHI a 37°C padronizado em
espectrofotdbmetro com 107 células/mL de solucéo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%). 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 pelo periodo de 5 min e de 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 com extrato (CMM, CMM x 2, CMM x 4),
controle positivo (solucdo de clorexidina) e controle negativo (caldo BHI). Apds os
tratamentos, as solugfes foram descartadas e o biofilme foi lavado duas vezes com
solucao fisiologica estéril (NaCl 0,9%) antes de serem feitos os testes descritos a

sequir.
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2.2.1 Avaliagdo da Biomassa do biofilme pelo teste do Cristal Violeta

A atividade antibiofilme dos extratos foi avaliada pela quantificacdo da
biomassa microbiana pelo teste do cristal violeta. Apds aplicacdo dos tratamentos
foram adicionados 200 pL/pogo de metanol por 15 min para fixagdo do biofilme, em
seguida o metanol foi retirado e a placa foi incubada a 37°C por 24 horas, para
secagem. Apos incubacgéao foram adicionados 200uL/ pogo de cristal violeta a 1% (V/V)
por 5 min, o corante foi retirado, sendo que o excesso de corante foi removido por
meio de lavagens com solucéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e foi adicionado &cido
acético a 33% (V/V). Em seguida a placa foi lida em leitora de microplaca (570 nm) e
as densidades oOpticas convertidas na biomassa do biofilme, através da formula

abaixo:

% Reducdo da biomassa = 100 - (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)

2.2.2 Avaliacéo dareducéao da viabilidade do biofilme pelo teste de MTT

Foi realizado o teste de viabilidade do microrganismo (MTT) em que foram
adicionados 100 pL da solugdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) 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 solucao de
MTT e foram adicionados 100 pL 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
agitacado constante por 10 min. Apoés a placa foi lida em leitora de microplaca em 570
nm, as densidades Opticas obtidas foram convertidas, por meio da formula abaixo, em

percentual de reducéo de viabilidade do microrganismo:

% Reducédo de Viabilidade = 100 - (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)
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2.3 Andlise estatistica

Inicialmente os dados passaram por teste de normalidade no software
GraphPad Prism 5. Os dados foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA

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

3 RESULTADOS

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

O extrato glicolico de Q. saponaria possui atividade antimicrobiana sobre
cultura planctonica de cepas de P. aeruginosa, sendo os valores de CIMs e CMMs

demonstrados na Tabela |I.

Tabela | — CIM e CMM do extrato de Q. saponaria para as cepas de P. aeruginosa

Cepas CIM CMM
ATCC 15442 1,5 mg/mL 1,5 mg/mL
P1 3,1 mg/mL 3,1 mg/mL
P2 1,5 mg/mL 1,5 mg/mL
P3 3,1 mg/mL 3,1 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

O extrato glicolico de Q. saponaria apresentou CIM e CMM frente as cepas
multirresistentes de P. aeruginosa e ATCC 15442, portanto, foi considerado

bactericida contra as cepas avaliadas.
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3.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos

As concentragdes utilizadas para os testes em biofilmes foram determinadas
a partir do resultado de CIM e CMM para a forma plancténica de cada cepa de P.

aeruginosa, conforme o quadro 3.

Quadro 3 — Concentracdes dos extratos utilizadas para tratamentos em biofilmes
monotipicos de cepas ATCC 15442 e clinicas de P. aeruginosa.

Cepas Concentrag6es do extrato
ATCC 15442 1,5mg/mL; 3mg/mL; 6mg/mL
P1 3mg/mL; 6mg/mL; 12mg/mL

P2 1,5mg/mL; 3mg/mL; 6mg/mL

P3 3mg/mL; 6mg/mL; 12mg/mL

Fonte: elaborado pela autora.

3.2.1 Avaliacdo da Biomassa pelo teste do Cristal Violeta

Os resultados obtidos por meio do teste do Cristal violeta mostraram reducdes
significativas de biomassa em biofilmes monotipicos de P. aeruginosa. Quando em
contato por 5 minutos, o extrato glicélico de Q. saponaria na concentracdo de 6
mg/mL, apresentou reducdo de 15,5% da biomassa da cepa ATCC 15442,
semelhante estatisticamente a clorexidina (0,12%), o qual foi de 24,9% (Figura 2A).
Em relacdo & cepa P1, quando também em contato por 5 minutos, todas as
concentracdes do extrato ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparado
ao controle, exceto a clorexidina (Figura 2B).

Ao analisar as concentracdes de 3 mg/mL e 6 mg/mL do extrato frente a cepa
P2 (5 minutos), observou-se reducbes significativas de 36,9% e 37,6%

respectivamente, enquanto a clorexidina (0,12%) apresentou uma reducédo de 56,2%



(Figura 2C). Para a cepa multirresistente P3, todas as concentracdes do extrato
permitiram crescimento bacteriano (Figura 2D).
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Figura 2 - Graficos demonstrando a redugdo de biomassa (CV) em biofiimes de P. aeruginosa apds
tratamento de 5 minutos. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo

método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “A”, “B”, e “C” presentes
acima das barras demonstram a semelhanc¢a ou diferencas estatisticas entre 0s grupos.
Fonte: elaborado pela autora.

Nos tratamentos de 24 horas, para a cepa ATCC de P. aeruginosa, nao houve
reducao significativa da biomassa do biofilme, exceto a clorexidina (0,6%) que reduziu
69,5% (Figura 3A). Emrelacéo a cepa P1, quando também em contato 24 horas, todas
as concentracdes do extrato ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparado ao controle, exceto a clorexidina (Figura 3B).

Para cepa P2, a clorexidina (0,6%) apresentou uma reducéo de 50%,
estatisticamente semelhante a concentragdo de 6 mg/mL do extrato, o qual reduziu
34,9% em biomassa (Figura 3C). Além disso, ao realizar o tratamento de 24 horas na
cepa multirresistente P3, as concentracbes de 6 mg/mL e 12 mg/mL apresentaram
reducdes significativas de 32,5 e 50,1%, quando comparada ao controle,
respectivamente (Figura 3D).

18



A Cepa ATCC B Cepa P1
-3 P=0.0665 = 5 +31.9% 5 P=0.0031
E A 6.7% [ Controle E A Tleen 3 Controle
£ win A O 1.5mg/ml = 4 A 23% 457 O3 3mg/ml
€, AB 2;)\%% = 3mg/mL L A =3 6 mg/mL
f: B 6 mg/mL g 3 B 12 mg/mL
= 0,
b 69,5% B CLX06% & 24 Bl CLX0,6%
N B %
= = 1
= = 1
g =
So 2o

C Cepa P2 D Cepa P3
= 254 +28,7% P=0.0044 = 4 !
E 2 A O Controle E 5,0% P<0.0001 3 Controle
£ 20 AB 12,7% 0O 15mgml = 3 A AB 3 3 mg/mL
w u; 297
L2 AB = 3 mg/mL b 32.5% . 3 6 mg/mL
Z 15 34.9% B 6 mg/mL 2 BC 506’“ &= 12 mgimL
£ B, mECXoe% E 2 58.9% gl CIX0,6%

1.0 C

2] B )
2 £
= 051 2™
g Z
= 0.0 20

Figura 3 - Gréficos demonstrando a reduc¢éo de biomassa (CV) em biofilmes de P. aeruginosa apos
tratamento de 24 horas. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo
método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “A”, “B”, e “C” presentes
acima das barras demonstram a semelhanca ou diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Fonte: elaborado pela autora.

3.2.2 Atividade metabdlica dos microrganismos pelo teste de MTT

De acordo com os resultados de viabilidade, pode-se verificar que apés a
aplicacdo do extrato glicélico por 5 minutos frente a cepa ATCC 15442 nao houve
diferenca estatistica dos tratamentos em comparacdo ao controle, exceto clorexidina
(Figura 4A). Para a cepa P1, pelo mesmo tempo, o extrato nas concentragdes de 3, 6
e 12 mg/mL apresentou reducdes significativas de 40%, 29,5% e 35,5%,
respectivamente, quando comparado ao controle (Figura 4B).

Em testes de 5 minutos frente a cepa P2, as concentracdes de 1.5, 3 e 6

mg/mL do extrato apresentaram redugoes significativas de 47,0%, 44,5% e 51,5%
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respectivamente, sendo as concentragbes 1,5 e 6 mg/mL estatisticamente
semelhantes a clorexidina (Figura 4C). Quando a cepa P3 foi tratada por 5 minutos
com o extrato nas concentracdes de 3 e 6 mg/mL, houve uma reducéo significativa de
41,2% e 31,4%, respectivamente, sendo a concentracdo de 3 mg/mL estatisticamente

semelhante a clorexidina (Figura 4D).
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Figura 4 - Gréficos demonstrando a reducao da viabilidade obtida pelo teste MTT apds tratamentos de
5 minutos aplicados em biofilmes de P. aeruginosa. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal
e foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “A”,
“B”, e “C” presentes acima das barras demonstram a semelhanga ou diferengas estatisticas entre os
grupos.

Fonte: elaborado pela autora.

Por fim, pode-se verificar que apds a aplicacdo do extrato glicélico de quilaia
por 24 horas frente a cepa ATCC 15442 nao houve diferenca estatistica dos
tratamentos em comparacgao ao controle, exceto clorexidina (Figura 5A). Para a cepa
P1, quando em contato pelo mesmo tempo, o extrato nas concentracoes de 3 e 12
mg/mL obteve reducdes significativas de 38,7% e 49%, respectivamente quando
comparado ao grupo controle (Figura 5B).

No tratamento de 24 horas para cepa P2 ndo houve reduc¢des significativas

da viabilidade quando comparado ao controle, porém as concentracdes de 3mg/mL e
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6 mg/mL foram estatisticamente semelhantes a clorexidina (Figura 5C). Contudo, nos

testes de 24 horas para cepa P3, 0s grupos tratados com o extrato ndo promoveram

reducdes (Figura 5D).
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Figura 5 - Graficos demonstrando a reducdo da viabilidade obtida pelo teste MTT apds tratamentos
de 24 horas aplicados em biofilmes de P. aeruginosa. Todos os testes apresentaram distribuicdo normal

e foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “A”,
“B”, e “C” presentes acima das barras demonstram a semelhanca ou diferengas estatisticas entre os

grupos.
Fonte: elaborado pela autora.
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4 DISCUSSAO

A busca por novas alternativas para combater a resisténcia antimicrobiana é
um desafio e interesse mundial, visto que, é frequente a propagacdo de novos
microorganismos e a mutacdo dos j4 existentes, acarretando em uma acelerada
disseminacao da resisténcia aos antibidticos, e, por consequéncia, a necessidade de
alternativas de tratamento aos antimicrobianos convencionais, sendo uma opc¢ao
promissora os fitoterapicos [25]. Nesse enfoque, os resultados comprovados nesse
estudo demonstraram que o extrato glicélico de Q. saponaria apresentou acao
antimicrobiana e antibiofilme contra cepas clinicas multirresistentes e cepas padrao
de P. aeruginosa, atuando em algumas analises de forma semelhante a clorexidina, a
qual é considerada “padrao ouro” na eliminagdo de bactérias orais.

Dados promissores foram observados em um estudo realizado por de Oliveira
et al. [26], no qual houve a comprovacédo de que o extrato de Rosmarinus officinalis L.
contribuiu efetivamente para o controle in vitro de importantes espécies de
microrganismos como P. aeruginosa, em biofiimes mono e polimicrobianos. Além
disso, utilizaram metodologia similar a realizada em nosso estudo, demonstrando que
esse extrato promoveu viabilidade celular acima de 50% em concentragdes < 50
mg/mL, excelente efeito anti-inflamatoério, sendo também n&o genotdxico para as
linhagens estudadas. Santos et al. [27] analisaram a acdo antibiofiime do extrato
aguoso de propolis verde brasileira contra cepas multirresistentes de Klebsiella
pneumoniae e P. aeruginosa, e concluiram que o mesmo possui forte potencial
antimicrobiano, chegando até 65% de reducéo da atividade metabdlica, ap6s 5 min
de contato com biofilmes, apresentando uma acdo semelhante a clorexidina. Tais
resultados evidenciam o potencial efeito antibiofilme de extratos naturais, solidificando
nosso estudo, no qual o extrato natural de Q. saponaria sobre a cepa P2 reduziu, na
concentracdo de 6 mg/mL, 51,5% a viabilidade, acompanhado de uma reducgéo de
47,0% ao ser utilizado a concentracao de 1,5 mg/mL, em testes de 5 minutos. Assim,
fica evidente que os extratos de plantas podem ser agentes terapéuticos promissores
em formulagbes médicas e odontologicas, a fim de controlar biofilmes de

microrganismos multirresistentes.

22



Um estudo realizado por Arabsk et al. [28], no qual cepas clinicas
multirresistentes de E. coli foram isoladas de urina humana e analisadas, sendo que,
os resultados obtidos demonstraram que as saponinas de Q. saponaria na dose de
12 ug/mL aumentaram o crescimento de seis cepas de E. coli. Presumindo que as
saponinas aumentam o influxo de nutrientes do meio para as células de E. coli. Dessa
forma, foi constatado que as saponinas ndo tém efeitos sozinha ou sinérgicos na agéo
antibacteriana dos antibidticos testados (ampicilina, estreptomicina e
ciprofloxacina). Ao contrario, a viabilidade bacteriana, expressa em unidades
formadoras de colbnias (UFC / mL), na presenca de saponinas e antibioticos,
promoveu maior niumero de células de E. coli. Analisando isso, em comparacdo a
viabilidade no nosso estudo, a cepa multirresistente P1 ndo obteve reducdes
significativas quando colocada por 5 minutos em contato com o extrato. E para o
tratamento de 24 horas, também ndo foram observadas reducbes estatisticas
significativas para cepa Pl e o extrato ndo promoveu reducdo e permitiu um
crescimento da bactéria P3. Diante disso, mais investigacdes devem ser realizadas
para verificar essa acao.

Baseado na importdncia de se encontrar novos farmacos contra cepas
bacterianas que estdo aumentando a resisténcia aos antibioticos, houve buscas a fim
de analisar a atividade antibiofiime de extratos derivados de plantas medicinais
(Berginia ciliata, Clematis grata e Clematis viticella) contra P. aeruginosa. Esses
estudos revelaram que as plantas sob investigacdo podem ser candidatas potenciais
para a descoberta de drogas para tratar o patdégeno infeccioso em questéo,
especialmente para seu tratamento de biofilme, sendo mais especificamente o extrato
metandlico 1% de B. ciliata, o qual apresentou mais de 80% de inibicdo da formacéo
de biofilme [29]. Considerando isso, em nosso estudo, verificamos tanto reducdes
significativas de biomassa quanto de viabilidade para cepas clinicas multirresistentes
e cepas padrao de P. aeruginosa, variando entre 1,5 e 12 mg/mL para tais,
consolidando a realizacéo de estudos realizados em biofilmes monotipicos. Levando
o relato em consideracéo e a escassez de pesquisas envolvendo a agao do extrato
glicdlico de Q. saponaria contra P. aeruginosa, fundamenta e torna necessario nosso
estudo a fim de verificar a capacidade antimicrobiana de diferentes concentracbes

desse extrato frente as cepas resistentes aos antibiéticos convencionais.
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Os resultados obtidos em nossa pesquisa em relagéo a reducao biomassa e
viabilidade de biofilmes de P. aeruginosa comprovaram que ha acéo antibiofilme do
extrato de Q. saponaria. A cepa multirresistente P2 obteve a maior reducdo de
biomassa quando comparada com as demais cepas (37,6%), com 5 minutos de
tratamento (6 mg/mL). Com 24 horas de tratamento, a cepa multirresistente P3 teve a
biomassa reduzida em 50,1%, sendo, portanto, a maior redu¢ao quando comparada
com as outras cepas analisadas. Em relacéo a viabilidade, as cepas multirresistentes
P2 e P3 tiveram reducdes significativas, com 5 min de contato com o extrato. E para
o tratamento de 24 horas, foram observadas redug¢des significativas somente para
cepa P2 nos tratamentos com 3 mg/mL e 6 mg/mL, sendo 36,6% e 43%
respectivamente.

Devido ao carecimento pela elaboracdo de novos farmacos que sejam
efetivos em combate a bactérias multirresistentes e diante dos resultados alcancados
nesse estudo, 0s quais comprovam a agao antimicrobiana sobre as cepas analisadas,
é fundamental que pesquisas complementares in vivo sejam desenvolvidas a fim de
definir os niveis terapéuticos, além da realizacdo de mais estudos realizando a
combinagdo com outras substancias, para potencializar os espectros obtidos. Dessa
forma, resultando em possibilidades de novas alternativas terapéuticas que auxiliam
a resolucéo dessa problematica de grande relevancia no sistema de saude global. O
extrato de Q. saponaria mostrou ter acdo antimicrobiana e antibiofilme para cepas
clinicas multirresistentes de P. aeruginosa, podendo, portanto, ser um candidato para

novas formulacdes terapéuticas contra esses patdgenos.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato glicélico de Quillaja saponéria possui acao
bactericida sobre cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa, com CMM
entre 1,5 e 3,1 mg/mL, bem como acao antibiofilme para as cepas clinicas, nos tempos
de contato de 5 min e 24 h, em diferentes concentracoes.
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