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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente trabalho possui impacto cientifico de relevancia visto que as infecgfes
causadas por microrganismos multirresistentes sdo um desafio mundial. O presente
estudo atende o apelo da Organizacao Mundial da Saude (OMS) que solicita urgéncia
na descoberta de antimicrobianos contra Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa, que sao microrganismos de prioridade critica da OMS. Possui impacto
social e econémico, uma vez que a proposta é o estudo de substancias de origem
vegetal e projeta-se que a formulacédo de um futuro produto antimicrobiano a base de
extratos vegetais possuira custos reduzidos. E inovador, pois poucos séo os trabalhos
publicados sobre fitoterapia em odontologia e, portanto, o objetivo é expandir este
campo de pesquisa na area odontolégica. O impacto cultural também €& expressivo,
visto que sao estudados produtos de origem vegetal sendo a propolis verde brasileira,
um produto apicola derivado de uma arvore nativa do Brasil (Baccharis
dracunculifolia). O fato de trazer a luz da ciéncia uma préatica antiga dos povos

originarios do Brasil também possui grande relevancia cultural.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present work has a relevant scientific impact since infections caused by
multiresistant microorganisms are a worldwide challenge. The present study responds
to the appeal of the World Health Organization (WHO) that calls for urgency in the
discovery of antimicrobials against Acinetobacter baumannii and Pseudomonas
aeruginosa, which are critical microorganisms priority by the WHO. It has a social and
economic impact, since the proposal is to study substances of plant origin and it is
projected that the formulation of a future antimicrobial product based on plant extracts
will have reduced costs. It is innovative, as there are few works published on
phytotherapy in dentistry and, therefore, the objective is expand this field of research
in the field of dentistry. The cultural impact is also expressive, since products of plant
origin are studied, with Brazilian green propolis, a bee product derived from a tree
native to Brazil (Baccharis dracunculifolia). The fact of bringing to the light of science

an ancient practice of the native peoples of Brazil also has great cultural relevance.
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RESUMO

Meccatti VM. Ag¢ao antimicrobiana e antibiofilme dos extratos combinados de canela
e propolis sobre cepas clinicas de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa multirresistentes [tese]. S&o José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

Os microrganismos resistentes a diferentes classes de agentes antimicrobianos tém
se tornado cada vez mais comuns e atualmente sdo denominados como
multirresistentes. Nos hospitais, tais microrganismos apresentam maior perigo, pois
sdo causadores de infecgcBes nosocomiais e a higienizacdo bucal deficiente dos
pacientes internados pode tornar a cavidade bucal um sitio para proliferacdo desses
microrganismos multirresistentes. Diante do exposto, novos compostos com acao
antimicrobiana precisam ser estudados. O objetivo deste estudo foi avaliar
guimicamente o extrato hidroalcéolico de propolis verde de Baccharis dracunculifolia
e de Cinnamomum verum (canela) que foram obtidos a partir da extracdo da matéria-
prima, analisar a atividade antimicrobiana e antibiofilme dos extratos isolados e
combinados contra quatro cepas clinicas multirresistentes de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii e verificar a citotoxicidade dos produtos
vegetais in vitro em linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCat). Para tanto,
0s extratos vegetais foram preparados a partir da matéria-prima da canela em casca
e da prépolis bruta. Em seguida, foram caracterizados quimicamente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) para identificagdo dos principais
compostos e a analise do teor de solidos solUveis dos extratos vegetais também foi
realizada. Para avaliacdo antimicrobiana, foram performados o teste de microdiluicao
em caldo de acordo com a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e a
analise de Checkerboard, para avaliar o efeito combinado dos extratos. A atividade
antibiofilme dos extratos combinados foi realizada por meio do teste de MTT, no qual
diferentes tempos de contato (5 e 30 min) e diferentes modalidades (inibicdo na
formacdo do biofilme bacteriano e erradicacdo do biofilme bacteriano ja formado)
foram testadas. Para acao citotoxica, as células foram cultivadas em meio DMEM e
semeadas na placa de 96 pocos. Apds aderéncia inicial, aplicou-se os extratos em
diferentes concentracfes baseadas nas andlises microbioldgicas para avaliacdo da
viabilidade celular por meio do teste de MTT. Os dados foram analisados por ANOVA
e teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e Dunn, considerando um nivel de significancia
de 5%. Os compostos identificados no extrato de prépolis verde de B. dracunculifolia
foram acido clorogénico, derivado do acido cinamico e apigenina. O aldeido cinamico
foi o principal composto identificado no extrato de C. verum. Os extratos vegetais
apresentaram acdo bactericida sobre todas as cepas analisadas e, quando
combinados, os extratos atuaram de modo aditivo e algumas combinagdes sinérgicas
foram encontradas. O protocolo de inibicAo da formac&do do biofilme promoveu
percentuais de reducao superiores quando comparado ao protocolo de erradicagao.
Valores expressivos de 83,86% (p < 0,05) de inibicdo da formacéao de biofilme de uma
cepa clinica de A. baumannii e 89,31% (p < 0,05) de inibicdo em uma cepa clinica de
P. aeruginosa foram encontrados com a aplicacdo dos extratos combinados. A
atuacdo dos produtos vegetais foi estatisticamente semelhante a atuagcdo da



clorexidina 0,12%. Em conclusédo, os extratos de propolis verde e canela na forma
isolada ou combinada apresentaram acao antimicrobiana e antibiofilme sobre cepas
clinicas de A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes. Dessa forma, os produtos
vegetais sdo promissores agentes antissépticos para futuras formulacdes
odontoldgicas.

Palavras-chave: Cinnamomum; propolis; Pseudomonas aeruginosa; Acinetobacter
baumannii; biofilmes.



ABSTRACT

Meccatti VM. Antimicrobial and antibiofilm action of combined extracts of cinnamon
and propolis on multiresistant clinical strains of Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas aeruginosa [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sao Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Microorganisms resistant to different classes of antimicrobial agents have become
increasingly common and are currently called multidrug resistant. In hospitals, such
microorganisms are more dangerous, as they cause nosocomial infections and poor
oral hygiene in hospitalized patients can make the oral cavity a site for the proliferation
of these multiresistant microorganisms. Given the above, new compounds with
antimicrobial action need to be studied. The objective of this study was to chemically
evaluate the hydroalcoholic extract of green propolis from Baccharis dracunculifolia
and Cinnamomum verum (cinnamon) that were obtained from the extraction of the raw
material, to analyze the antimicrobial and antibiofilm activity of the isolated and
combined extracts against four clinical strains multiresistant strains of Pseudomonas
aeruginosa and Acinetobacter baumannii and verify the cytotoxicity of plant products
in vitro in human keratinocyte cell lineage (HaCat). For this purpose, plant extracts
were prepared from raw cinnamon bark and raw propolis. Then, they were chemically
characterized by high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) to identify the
main compounds and the analysis of the soluble solids content of the plant extracts
was also performed. For antimicrobial evaluation, the broth microdilution test according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the Checkerboard
analysis were performed to evaluate the combined effect of the extracts. The
antibiofilm activity of the combined extracts was performed using the MTT test, in which
different contact times (5 and 30 min) and different modalities (inhibition of bacterial
biofilm formation and eradication of already formed bacterial biofilms) were tested. For
cytotoxic action, cells were cultured in DMEM medium and seeded in the 96-well plate.
After initial adhesion, the extracts were applied at different concentrations based on
microbiological analyzes to assess cell viability through the MTT test. Data were
analyzed by ANOVA and Tukey's test, or Kruskal-Wallis and Dunn, considering a
significance level of 5%. The compounds identified in the green propolis extract of B.
dracunculifolia were chlorogenic acid, cinnamic acid derivative and apigenin. Cinnamic
aldehyde was the main compound identified in the C. verum extract. The plant extracts
showed bactericidal action on all strains analyzed and, when combined, the extracts
acted additively and some synergistic combinations were found. The biofilm formation
inhibition protocol promoted higher reduction percentages when compared to the
eradication protocol. Significant values of 83.86% (p < 0.05) inhibition of biofilm
formation in a clinical strain of A. baumannii and 89.31% (p < 0.05) inhibition in a clinical
strain of P. aeruginosa were found with the application of the combined extracts. The
performance of plant products was statistically similar to the performance of 0.12%
chlorhexidine. In conclusion, extracts of green propolis and cinnamon, in isolated or
combined form, showed antimicrobial and antibiofilm action on multiresistant clinical
strains of A. baumannii and P. aeruginosa. Thus, plant products are promising
antiseptic agents for future dental formulations.

Keywords: Cinnamomum; propolis; Pseudomonas aeruginosa; Acinetobacter
baumannii; biofilms.
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1 INTRODUCAO

As infeccBes causadas por bactérias multirresistentes (MDR do inglés
Multidrug-resistant) é reconhecida como uma urgente ameaca de saude publica. Até
2050, estima-se que 10 milhdes de pessoas morrerdo anualmente devido a infeccbes
causadas por MDR. Em 2019, o cenario se agravou com o surgimento de uma nova
cepa do coronavirus em Wuhan, na China. A doenga provocada por este novo
coronavirus (SARS-CoV-2) foi denominada COVID-19 e caracteriza-se por uma
infeccédo respiratoria aguda. Sabe-se que o novo coronavirus é dotado de “estratégias”
para desregular os mecanismos imunoldgicos, portanto, ha um aumento do risco de
coinfeccdo por microrganismos oportunistas, principalmente em pacientes
hospitalizados (Riad et al., 2021). Durante a pandemia de COVID-19, a superlotacao
dos hospitais em todo 0 mundo e a escassez de leitos e equipamentos de protecao
individual (EPI) também foram facilitadores para o rapido crescimento de bactérias
multirresistentes. Além disso, as razdes para a alta taxa de infec¢do por MDR podem
ser atribuidas pelo uso de antimicrobianos em pacientes com COVID-19 (Hu et al.,
2023) e o uso de ventilacdo mecanica foi fator agravante para desenvolvimento de
infeccbes secundarias do trato respiratério de pacientes com COVID-19 (sendo
estimado 1/3 dessas infec¢cOes causadas por MDR) (Ceballos et al., 2022).

O género Acinetobacter € constituido por bactérias coco-bacilos, Gram-
negativas, ndo flageladas, aerobios estritos e comumente isolada do meio ambiente
(Whiteway et al., 2022). A rapida evolucdo de Acinetobacter baumannii como um
patégeno nosocomial surpreendeu o mundo e atualmente € considerado importante
ameaca para o sistema de salde pois tem apresentado alta incidéncia e resisténcia
aos antimicrobianos (Mea et al., 2021). As infec¢cdes causadas por A. baumannii
acometem principalmente pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI).
Dentre as infec¢des causadas por essa bactéria, pode-se citar: infeccdes de pele e
tecidos moles, endocardite, meningite, infec¢cdes do trato urinario e pneumonia (AL-
Kadmy et al., 2017), sendo esta Ultima a infeccdo nosocomial mais comum associada
ao A. baumannii, com maior incidéncia em pacientes que necessitam de ventilagdo
mecanica. A taxa de mortalidade por pneumonia associada a ventilacdo causada
por A. baumannii varia de 40 a 70% (Ibrahim et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acinetobacter
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Pseudomonas aeruginosa é um bacilo, Gram-negativo e aerobio, sendo um
patdgeno oportunista recorrente em unidades de terapia intensiva (UTI) e um dos
principais responsaveis por infec¢cdes hospitalares. P. aeruginosa € a principal causa
de pneumonia associada a ventilagdo mecénica e € a terceira causa mais comum de
infeccbes do trato urinario relacionadas ao cateter em centros de cuidado intensivo
nos Estados Unidos (Weiner-Lastinger et al., 2020). P. aeruginosa resistente a
carbapenem também esta listado na categoria “critica” de patégenos bacterianos da
OMS. As infecgbes causadas por essa bactéria estdo associadas a alta morbidade e
mortalidade (Jurado-Martin et al., 2021).

A pneumonia por aspiracdo ou pneumonia aspirativa € uma infeccao
pulmonar decorrente da entrada anormal de fluido e secrec¢des orofaringeas nas vias
aéreas inferiores, conduzindo a lesdo pulmonar e a infecgdo. O biofilme dentéario
acumulado pode ser fonte de bactérias orais que se desprendem e ficam nas
secrecbes salivares que sao entdo aspiradas para o trato respiratorio inferior
causando pneumonia. Diversos estudos estabeleceram uma ligagéo significativa entre
microrganismos orais, biofilme dentario, doencas bucais e doencas respiratorias. A
microbiota oral € conhecida como a principal fonte do microbioma pulmonar e
portanto, o biofilme oral pode ser uma fonte de patdégenos respiratérios (Bassis et al.,
2015; Dong et al., 2022; Pragman et al., 2018).

Para higienizacao oral dos pacientes internados, a limpeza mecéanica com
gaze associado a aplicacdo de enxaguatorios bucais antissépticos, como digluconato
de clorexidina, tem sido o protocolo padrdo nas unidades de cuidados intensivos,
contudo a clorexidina pode causar manchas nos dentes, alteracdo do paladar e
irritacdo da mucosa bucal (Moshrefi, 2002). O desenvolvimento de novas substancias
que sejam tao eficazes quanto a clorexidina e que apresentem maior
biocompatibilidade € necesséario para contornar com segurancga tais dificuldades e
efeitos adversos.

Cronologicamente ha um aumento exponencial nos estudos relacionados a
terapias alternativas contra infeccbes causadas por bactérias multirresistentes
(Brackman et al., 2011; El-Guendouz et al., 2018; Santos et al., 2020). Os produtos
vegetais disparam nas pesquisas pois sabe-se que as plantas sdo uma fonte rica de
estruturas quimicas que possuem diversas acées biologicas. E conhecido que, de

maneira natural, as plantas geram metabdlitos secundarios para defesa propria contra
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os desafios ambientais, o que resulta em diversas moléculas com mecanismos
antibacterianos comparaveis aos antibiéticos tradicionais (Doyle, Stephens, 2019).

A canela é obtida da casca interna de varias arvores do género Cinnamomum
e possui uma grande variedade de metabdlitos secundarios que exibem propriedades
antibacterianas, como o cinamaldeido ou acido cindmico. Em uma revisédo sobre os
mecanismos de acdo antibacteriano dos componentes da canela, foi relatado que o
extrato do produto vegetal pode inibir a divisao celular, inibir porinas de membrana e
inibir a motilidade e a formacdo de biofilme de diversas bactérias, entre elas
Pseudomonas spp. (Vasconcelos et al., 2018). Também foi relatado que os compostos
quimicos da canela foram capazes de interferir no sistema quorum sensing de P.
aeruginosa (Brackman et al., 2011).

A prépolis € uma substancia produzida pelas abelhas com objetivo de prevenir
a colméia de infec¢cdes microbianas e suas propriedades biolégicas séo relatadas ha
tempos por povos tradicionais como romanos e gregos. Mais de 300 compostos ja
foram identificados na prépolis como compostos fendlicos, &cidos aromaticos e
aminoécidos (Anjum et al, 2019). O extrato da propolis marroquina reduziu
significativamente o potencial de viruléncia de cepas clinicas de S. aureus resistente
a meticilina (MRSA) sem levar ao desenvolvimento de resisténcia apds periodos
longos de exposicdo continua ao extrato. Também foi capaz de prejudicar a formacéao
do biofilme bacteriano (El-Guendouz et al., 2018).

Tais estudos supracitados encorajam o desenvolvimento de pesquisas sobre
as propriedades antimicrobianas dos extratos de canela e propolis sobre cepas
bacterianas multirresistentes. Nao foram encontrados na literatura consultada
analises da combinacéo de canela e propolis sobre cepas clinicas de A. baumannii e
P. aeruginosa resistentes a antibiticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias multirresistentes: uma ameaca global

Bactérias multirresistentes (MDR) representam uma ameacga critica para a
saude global, piorando progndésticos e aumentando a mortalidade entre os pacientes
infectados. Procedimentos médicos e tratamentos imunossupressores serdo de alto
risco se a eficacia dos antibiéticos continuarem diminuindo ano apds ano. O cenario
se agravou com pandemia de COVID-19. Mais de 70% dos pacientes com COVID-19
receberam tratamento antimicrobiano, apesar de menos de 10% apresentarem
coinfeccdes bacterianas ou fungicas (Hu et al., 2023).

Biofilme microbiano é uma comunidade constituida por células e por uma
matriz polimérica extracelular, com uma arquitetura que se assemelha a andaimes
para envolver 0S microrganismos juntos e em camadas. Seguindo com o
desenvolvimento da comunidade, apds adeséo inicial, as micro colénias comecam a
se organizar em uma estrutura com canais de agua intermediarios (Sharma et al.,
2014; Thi et al., 2020). O resultado de toda essa complexa organizacdo € a maior
protecdo contra estresses ambientais. Tais células bacterianas organizadas em
biofime tornam-se dezenas de vezes mais resistentes aos antibiéticos quando
comparado a qualquer célula dispersa no meio. Entdo, o biofilme microbiano
consolida-se a partir das etapas de adesdo, maturacao e dispersao, resultando em
uma forma de protecéo (Kostakioti et al., 2013; Thi et al., 2020).

Os microrganismos nosocomiais mais comuns como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus apresentam “ferramentas” especificas que induzem a
infec¢@o, como por exemplo, algumas toxinas ou determinantes moleculares. Porém
guando avaliado o arsenal de fatores de viruléncia de A. baumannii , concluiu-se que
a patogénese deste microrganismo pode ser atribuida a uma combinacdo de
elementos trabalhando em conjunto para causar infeccdo. Dentre eles estdo pili
(motilidade), porinas, proteinas associadas ao biofime que fazem adesdo e

desenvolvimento do biofilme, lipopolissacarideo (LPS) e proteina de ligagcdo ao
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plasminogénio que faz evasdo do sistema imune e supressdo do sistema
complemento (Mea et al., 2021).

Adicionalmente aos fatores citados, a capacidade de formar biofilme, de
resistir aos antibidticos e aos métodos de desinfeccdo destacam A. baumannii
resistente a carbapenem como patdgeno critico listado no documento “agentes
patogénicos prioritarios” que consiste em um catalogo publicado em 2017 pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) com 12 familias de bactérias que representam
a maior ameaga para a saude humana. A. baumannii foi categorizado como
“prioridade critica” o que significa que a pesquisa e o desenvolvimento de novos
antibioticos sdo urgentemente necessarios (WHO, 2017).

A capacidade de formacdo de biofilme de A. baumannii aumenta
substancialmente sua sobrevivéncia e persisténcia, sendo encontrado em diversos
dispositivos médicos, como cateteres e tubos endotraqueais (Greene et al., 2016). No
estudo de Chapartegui-Gonzalez et al. (2018) constatou-se que apesar da
dessecacgdo e auséncia de nutrientes durante 60 dias, cinco cepas clinicas de A.
baumannii foram capazes de manter a viruléncia em superficies abidticas como
plastico, vidro e até jalecos embora com capacidade de cultura diminuida.

P. aeruginosa é uma bactéria formadora de biofilme muito conhecida, citado
como microrganismo modelo para estudar biofilmes de Gram-negativos (Sharma et
al., 2014). O sistema de comunicacgéo que 0s microrganismos usam dentro do biofilme
chama-se Quorum sensing, que consiste em um complexo de sinalizagdes
intercelulares no qual as bactérias se comunicam, resultando na regulacao de varios
processos e orguestrando o comportamento coletivo das células. P. aeruginosa é
capaz de utilizar este sistema com exceléncia para regular a transcricdo génica em
resposta a densidade celular resultando na coordenacdo populacional da
comunidade.

Dentre os mecanismos de resisténcia da P. aeruginosa aos carbapenémicos,
pode-se citar a bomba de efluxo. Sao proteinas transmembrana com a capacidade de
transportar moléculas para o exterior das células, resultando na expulsdo do farmaco
e na resisténcia a maioria dos medicamentos beta-lactamicos (Livermore, 2002).
Outros mecanismos que podem ser citados sao a superproducéo da beta-lactamase
AmpC, a inativacdo da proteina da membrana externa e a capacidade de formacao
de biofilme (Tenover et al., 2022). Portanto, os principais determinantes de viruléncia
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das infeccbes por P. aeruginosa ndo sdo apenas fatores ligados a estrutura da
superficie celular, mas sado também processos ativos como a bomba de efluxo,
formacao de biofilme e sinalizacdo (Quorum sensing) (Sharma et al., 2014; Thi et al.,
2020). A lise celular de P. aeruginosa causada por estresse ambiental, como por
exemplo o uso de um antimicrobiano, libera DNA no ambiente, e esse DNA
extracelular (e€DNA) € um dos constituintes dos biofilmes de P. aeruginosa. O eDNA
esta envolvido alguns processos importantes para manutencdo do biofilme: como
fonte de nutrientes para bactérias e auxilio na organizagéo celular. Ainda, a deposicéo
de eDNA torna o ambiente do biofilme acido, limitando a penetracdo de agentes
antimicrobianos além de influenciar o processo inflamatério ativado por neutréfilos (Thi
et al., 2020).

As infeccBes respiratérias, como a pneumonia envolvem a aspiracdo de
bactérias da orofaringe para o trato respiratorio inferior. Sabe-se que a placa dentaria
pode servir como um reservatorio para patdogenos respiratérios, especialmente em
pacientes de alto risco com ma higiene bucal. A pneumonia por aspiracdo se
desenvolve quando o conteudo gastrico regurgitado ou secrecdes orofaringeas,
muitas vezes misturados com alimentos e liquidos, sdo direcionados incorretamente
para o sistema respiratorio. Em um estudo no qual os individuos foram avaliados
guanto a colonizacéo da placa dental, mais de 64% dos individuos foram detectados
com potenciais patdgenos respiratérios em amostras de biofilme oral. A prevaléncia
de P. aerugionosa foi de 18,1% dos isolados. Simples protocolos de higiene oral dos
pacientes internados que necessitam de cuidados especiais podem prevenir a
pneumonia por aspiracdo (Sumi et al., 2007). Em um ensaio clinico randomizado, o
qual teve por objetivo avaliar a eficacia da intervencao odontol6égica na prevencao de
infeccdes nosocomiais do trato respiratério de pacientes hospitalizados, verificou-se
que a higiene bucal adequada evitou até 56% das infec¢des respiratérias (Bellissimo-
Rodrigues et al., 2014).

No Brasil, apenas em 2019 foi criado o projeto de lei 883/19 que exige a
presenca do Cirurgido-Dentista nas UTIs. O hospital universitario de Campo Grande
(MS) implantou os servi¢os odontolégicos na UTl em 2015 e, desde entdo, conseguiu
reduzir em 75% as pneumonias associadas a ventilagdo mecéanica (CFO, 2021). O
desenvolvimento de novas substancias que apresentem maior biocompatibilidade

para efetivar protocolos de higienizagcédo bucal dos pacientes internados é urgente. A
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busca por novos compostos segue naturalmente para estudos relacionados a acao

bioldgica de produtos vegetais contra infeccdes resistentes.

2.2 Fitoterapia como alternativa promissora contra infeccdes

A canela (Cinnamomum spp., familia Lauraceae) € uma especiaria obtida da
casca de mais de 250 arvores do género Cinnamomum e Sao encontradas
principalmente na Asia, China e Australia. Na culinéaria tem ampla aplicacéo tanto em
alimentos doces como salgados. A canela obtida a partir da espécie Cinnamomum
verum é frequentemente considerado como "canela verdadeira" (Jayaprakasha, Rao,
2011). Quimicamente, os principais componentes dos 6leos essenciais e extratos de
canela sdo cinamaldeido, eugenol, fenol e linalol (Yanakiev, 2020). Suas propriedades
anti-inflamatorias, cardioprotetoras, antioxidantes e antimicrobianas também s&o
relatadas na literatura (Kawatra, Rajagopalan, 2015). Os efeitos antimicrobianos da
canela foram citados contra diversos microrganismos orais como Streptococcus
mutans e Lactobacillus acidophilus (Elgamily et al., 2019), Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida krusei (De Lucena Rangel et al., 2018), Enterococcus faecalis
(Panchal et al., 2020), Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Saquib et al., 2019) e ainda
pode ser benéfica no tratamento da halitose pois reduziu a formacao de biofilme
de Solobacterium moorei (LeBel et al., 2017).

A propolis € um produto apicola resultante da coleta das abelhas de diferentes
resinas de plantas e que € misturado com cera e outras substancias corporais para
ser utilizado na construgéo, adaptacao e higiene de seus ninhos. Caracteriza-se por
ser um produto pegajoso, de cor escura e cheiro forte (Moise, Bobis, 2020). Dentre a
vasta composicdo quimica da prépolis, séo citados os derivados do acido cinamico,
como acido p-cumarico, acidos benzodicos, acidos fendlicos, flavonoides e
aminoacidos (Hata et al., 2012). A diversidade de composi¢cdo quimica confere a
propolis uma vantagem adicional como agente antibacteriano, pois essa combinagéo
de muitos ingredientes ativos em varias proporc¢des funciona como um obstaculo para

0 processo da resisténcia bacteriana (Przybytek, Karpinski, 2019). A propolis possui
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muitas atividades bioldgicas benéficas: antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria,
anti-inflamatoria, antiproliferativa, antitumoral, dentre outras (Machado et al., 2016;
Silva et al., 2017).

Suas propriedades antimicrobianas e antibiofiime sao extensivamente
relatadas contra diversos microrganismos: S. aureus (de Azevedo et al.,, 2022),
Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra , Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis (de S& Assis et al., 2022) e
contra cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa e Klebsiella pneumoniae
(Santos et al., 2020).

Para combater a resisténcia microbiana, a abordagem de combinacfes de
compostos mostra-se promissora, pois a resisténcia € menos provavel de acontecer
na utilizacado de compostos combinados do que contra constituintes ativos individuais.
As misturas de produtos naturais oferecem um recurso valioso para o
desenvolvimento de medicamentos. A sinergia de compostos pode ocorrer por meio
de diversos mecanismos: sinergismo farmacodinamico, sinergismo farmacocinético,
eliminacgédo de efeitos adversos e contorno dos mecanismos de resisténcia (Caesar et
al., 2019). A combinacéo de derivados da canela e da propolis com outras substancias
tem apresentado resultados promissores. No estudo de Barbarossa et al. (2022) foi
realizada a combinacdo da sertralina como um medicamento reposicionado (um
farmaco que é conhecido por outras propriedades terapéuticas e que tem potencial
para apresentar outra acao farmacolégica) com o 6leo essencial de canela. A
associacao resultou em uma forte sinergia contra diversas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, dentre elas Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Um suplemento alimentar contendo a mistura padronizada de extrato de
propolis verde brasileira, extrato de folha de oliveira (Olea europea) e extrato de
casca de tabebuia (Tabebuia avellanedae) foi avaliado com relagéo ao seu potencial
sinérgico com antibidticos contra microrganismos causadores de infec¢des
respiratorias. Os extratos mostraram atividade sinérgica com azitromicina e
claritromicina contra S. aureus, com claritromicina contra K. pneumoniae e com
claritromicina, azitromicina e amoxiclav contra H. influenzae (Ramata-Stunda et al.,
2022). Sendo assim, a canela e prépolis isolados e combinados tém uso potencial em
enxaguatorios bucais, mostrando-se promissores como agentes antimicrobianos na

odontologia.
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi produzir, a partir da matéria bruta, e

caracterizar os extratos de propolis verde de Baccharis dracunculifolia e canela

(Cinnamomum verum), avaliar se a aplicacdo isolada e combinada dos extratos

possuem acdo antimicrobiana e antibiofilme sobre cepas clinicas multirresistentes a

antibiéticos de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa e se possuem

citotoxicidade sobre queratindcitos humanos (HaCaT).

Os objetivos especificos do estudo foram:

a) Avaliar a composicao fitoquimica dos extratos de Cinnamomum verum e

e de propolis verde de Baccharis dracunculifolia e identificar os principais

componentes presentes;

b) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de Cinnamomum verum e

c)

de prépolis verde de Baccharis dracunculifolia sobre quatro cepas clinicas
multirresistentes a antibiéticos de P. aeruginosa e A. baumannii,
determinando concentracdes microbicidas e sinérgicas dos extratos pelo
método de microdiluicdo checkerboard;

Avaliar a acdo das combinacdes dos extratos vegetais sobre biofilme
monoespécie de P. aeruginosa e A. baumannii com diferentes
modalidades: durante a formacdo do biofilme e apdés a formacdo do
mesmo com diferentes tempos de contato (5 e 30 min).

d) Avaliar a citotoxicidade dos extratos vegetais sobre linhagens celulares de

gueratinécitos humanos (HaCaT).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extratos

O extrato hidroetandlico de Cinnamomum verum (canela) foi preparado a
partir da canela em casca ou canela retirada do tronco adquirida comercialmente
(Com-sciéncia Saude, Sao José dos Campos, SP, Brasil) e o extrato hidroetandlico
da proépolis verde (de Baccharis dracunculifolia) foi preparado a partir da propolis bruta
cedida pelo fornecedor Apis Brasil (Pindamonhangaba, SP, Brasil). O veiculo
escolhido para extracéo foi etanol absoluto (alcool etilico 99.5% - Merck Darmstadt,
Alemanha) e agua ultrapura obtida em sistema Milli-Q® (EtOH:H20 / 50:50), seguindo
a proporcao 30 g da matéria-prima para cada 100 mL do veiculo, com tempo de
extracdo de 48 h. Por fim, os extratos foram filtrados em duas etapas: filtragdo para
remocdo dos residuos sélidos (filtro de papel com microfuros) e filtragcdo para
esterilizacdo (filtro de membrana 0,22 um). A figura 1 ilustra o procedimento de

extracao.

Figura 1 — Etapas do procedimento de extracao

Legenda: Preparo da matéria-prima para extracédo (A e B) e produto vegetal bruto disperso no veiculo
para producéo do extrato (C).
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.1 Avaliacdo da composicéao fitoquimica por HPLC

A andlise fitoquimica dos extratos foi realizada no laboratério de quimica de
produtos naturais (LabQ) do ICT Unesp em parceria com a Profa. Dra. Maria Cristina
Marcucci Ribeiro. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para
caracterizar o perfil do conteido de marcadores nos extratos. A analise foi realizada
em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, com um detector de fotodiodos (HPLC-
DAD) e um injetor automatico modelo D-7000 Merck-Hitachi (Darmstadt, Hesse,
Alemanha). As condi¢cfes cromatograficas foram, fase movel: solug¢édo de acido agua-
férmico (PA, Merck) diluida na proporcdo de 95: 5 (solvente A) e metanol grau
cromatografico-Merck (Darmstadt, Hesse, Alemanha, solvente B). O fluxo foi de 1
mL/min e um gradiente linear comecando com 0% de B, finalizando com 70% de B,
num tempo de corrida de 50 minutos. Os comprimentos de onda de deteccéo
utilizados foram 280 e 340 nm. Os extratos foram formulados e analisados em parceria
e sob a superviséo da profa. Dra. Maria Cristina Marcucci Ribeiro.

4.1.2 Teor de Sélidos Soluveis

Foram pesados seis béqueres vazios de 25 mL e os pesos foram anotados.
Entdo, foram pipetados 5 mL dos extratos em cada um deles (triplicata de cada
extrato) e em seguida, os mesmos ficaram secando em estufa a 80° C entre 24 a 48h.
Apés secos, 0s béqueres foram colocados em dessecador até o total esfriamento e
em seguida foram pesados (figura 2).

A guantidade de solidos solluveis nos extratos foi quantificada a partir da

formula abaixo:

(m-b)x 100

% sol. solaveis (m/v) = Va

% sol. soluveis (m/m) = % sol. solavel (m/v) / densidade
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onde: b = massa do béquer
m = massa final do extrato, apés secagem

V = volume pipetado no becker

Figura 2 — Esquema representativo sobre a avaliacdo do teor de solidos soltuveis dos

extratos de prépolis (laranja) e canela (vermelho)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Bactérias

Foram utilizadas quatro cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa e
quatro cepas clinicas multirresistentes de A. baumannii, doadas pelos laboratdrios
clinicos do grupo Policlin Saude (Sao José dos Campos, SP) e Valeclin Laborat6rio
de Analises Clinicas (Sao José dos Campos, SP), sendo o perfil de resisténcia de
cada cepa obtido através do sistema automatizado MicroSCAN AutoSCAN 4®
(quadros 1 e 2). Foi avaliada também a acdo dos extratos em cepa de referéncia (P.
aeruginosa ATCC 15442 e A. baumannii ATCC 19606), fornecida pelo Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT - Unesp de Sao

José dos Campos).
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Quadro 1- Perfil de resisténcia a antibidticos de cepas clinicas de A. baumannii

fornecidas pelo Laboratorio do grupo Policlin e Valeclin Laboratério de Analises

Clinicas
Cepas de A. baumannii
Antibiético
Al A2 A3 A4
Ertapenem R R R R
Imipenem R R R R
Meropenem R R R R

Legenda: R: Resistente.
Fonte: Elaborado pela autora com os dados fornecidos pelo Valeclin Laboratério de Andlises Clinicas
e pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin.

Quadro 2 - Perfil de resisténcia a antibioticos de cepas clinicas de P. aeruginosa

fornecidas pelo Laboratorio do grupo Policlin e Valeclin Laboratério de Analises

Clinicas
AntibiGtico Cepas de P. aeruginosa
P1 P2 P3 P4

Amicacina R R S R
Aztreonam R I R R
Cefepime R R R S
Ceftazidima R R R S
Ciprofloxacina R S R R
Colistina I R - -
Gentamicina R R S R
Imipenem R R I R
Levofloxacina R S R R
Meropenem R R R R
Piperacilina/Tazobactam | R I I S
Polimixina B - - - S
Tobramicina R - - R

Legenda: S: sensivel; R: Resistente; I: Intermediario; -: Teste ndo desenvolvido.
Fonte: Dados fornecidos pelo Valeclin Laboratério de Andlises Clinicas e pelo Laboratério Bioclin do
grupo Policlin.
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4 3Atividade antimicrobiana dos extratos

As cepas bacterianas foram cultivadas (37°C/24 h) em &gar BHI (Brain Heart
Infusion — HiMedia® Mumbai, india) e em seguida, foram realizadas as preparacées
das suspensdes microbianas onde coldnias das respectivas cepas foram diluidas em
solucéo salina estéril (NaCl 0,9%) e homogeneizado em Vortex por 10 s para posterior
padronizacdo conforme a necessidade de cada protocolo.

4.3.1 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Microbicida Minima (CMM) dos extratos vegetais

Foi utilizado o método de microdiluigdo em caldo, segundo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-A9, para a determinacdo da
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
dos extratos isolados para cada cepa bacteriana (figura 3).

O indculo foi padronizado em espectrofotbmetro (Micronal B-582, Sdo Paulo,
Brasil) utilizando-se o comprimento de onda de 625 nm e densidade 6ptica de 0,080,
resultando em uma suspenséo padrédo de 1 x 108 células bacterianas por mililitro. Em
seguida, as suspensbes foram diluidas para a concentracdo final de 1 x 10°
células/mL. Em diferentes microplacas (Kasvi K12-096, S&o José do Pinhais, Brasil),
foram realizadas 10 diluicdes seriadas (1:2) dos extratos em meio de cultura Mueller
Hinton (HiMedia® Mumbai, india). Aliquotas de 100 pL de cada suspens&o microbiana
foram adicionadas em todos os pog¢os. Apos incubacdo por 24 h a 37°C, a CIM foi
determinada no ultimo po¢o da microplaca que ndo apresentou turvacbes que
indiguem crescimento microbiano. Este teste foi realizado em triplicata. Para que a
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos fosse determinada, aliquotas
de todos os pocos foram semeados agar BHI e levado para incubacéo a 37°C por 48
h. A CMM de cada extrato para cada cepa bacteriana (clinica e padréo) foi

determinada em placas sem crescimento de colénias. Um grupo tratado com o veiculo
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(EtOH:H20 / 50:50) foi acrescido, a fim de se verificar possivel interferéncia na

atividade antibacteriana dos extratos.

Figura 3 — Sequéncia representativa do procedimento para a determinacéao da CIM e

CMM dos extratos de canela e prépolis

A)

-

)

D)
0 Leitura da Phqu‘EaTer:to
para avallagao
CIM i
Incubagdo 24h E vy ‘(4

Legenda: A) extrato de canela diluido em microplaca contendo meio de cultura Mueller Hinton; B)
Inéculo sendo preparado para padronizagdo em espectrofotbmetro; C) Microplaca pronta para
incubacéo por 24h a 37 °C; D) Resultado da CIM e CMM.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.2 Método de microdiluicdo Checkerboard das associacdes

Foi utilizada a técnica “tabuleiro de xadrez” (do inglés checkerboard) de
acordo com Usjak et al. (2019) e Moreno et al. (2020). A técnica € baseada no teste
de sensibilidade por microdiluicdo em caldo, e determina o tipo de interacédo entre os
extratos. O meio de cultura utilizado foi caldo Mueller Hinton e a suspenséao bacteriana
padronizada em solucdo salina (1x10° células/mL). Para as combinagcbes dos
extratos, foram utilizados como referéncia os valores de CIM previamente obtidos,
sendo preparadas 8 concentracdes de cada extrato, iniciando com valores acima da
CIM seguindo diluicbes em base 2. Em microplacas de 96 pocos, as colunas das

extremidades foram utilizadas como controle (C- e controle de esterilidade). Em
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seguida, 50 pL de cada diluicdo do extrato 1 (canela) foram adicionados no eixo x
(horizontal) da microplaca enquanto 50 pL das diluicdes do extrato 2 (propolis verde)
foram adicionados no eixo y (vertical) da microplaca, de modo a obter todas as
combinacdes possiveis entre as concentracdes dos extratos previamente preparadas.
Por fim, foram adicionados 100 pL do inéculo preparado e padronizado em
espectrofotometro, totalizando 200 ulL/pogo. A placa foi levada para incubacgéo a
37C°/48 h para posterior leitura visual. Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi
adotado o indice de concentracdo inibitéria fracionaria (ICIF), que classifica as
combinac¢des em sinérgicas, aditivas, indiferentes ou antagénicas. O ICIF é calculado
através da soma da concentracéo inibitéria fracionada (CIF) ou “CIM combinada” do
1° extrato mais a CIF do 2° extrato dividido pela CIM dos extratos isolados. A ICIF
pode ser definida como:

CIF 1° extrato / CIM 1° extrato + CIF 2° extrato / CIM 2° extrato = ICIF

onde: CIF = concentracgao inibitoria fracionada
CIM = concentracdo inibitéria minima

ICIF = indice de concentracgdo inibitéria fracionaria

Uma combinacdo sera considerada sinérgica quando ICIF <0,5, aditiva
quando ICIF é >0,5 e <1,0, indiferente quando ICIF> 1 e < 4 e antagonista em ICIF >
4,0. A mesma férmula sera utilizada para calcular o indice de concentracao bactericida
fracionaria (ICBF), usando valores CFM em vez de CIM (Moreno et al., 2020). Para
isso, uma aliquota de cada poco foi semeada em agar BHI. As placas foram incubadas
por 24h e foi determinada ICBF de acordo com a auséncia de crescimento microbiano

nas placas.

4.3.3 Analise da acédo antibiofilme dos extratos vegetais

Apos avaliacdo das possiveis combinacdes de extratos vegetais sobre cepas

clinicas de P. aeruginosa e A. baumannii, o critério de sele¢cdo das combinacgbes a
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serem estudadas sobre biofilmes foi: combinacdo dos extratos vegetais em
concentracfes que apresentem efetividade sobre todas as cepas analisadas. Tal
critério baseia-se no fato de que, para o desenvolvimento futuro de um produto
odontoldgico, torna-se necessario focar em combinagfes que tiveram maior éxito. A
analise da combinacdo de C. verum e propolis verde (de B. dracunculifolia) em
biofilmes foi realizada por meio da avaliagcdo da inibicdo na formacdo do biofilme
bacteriano (IFBB) e da avaliagdo na erradicacdo do biofilme bacteriano ja formado
(EBBF).

4.3.3.1 Avaliagéo da inibicdo na formagéo do biofilme bacteriano (IFBB)

Baseado no estudo de Topa et al. (2018), para a determinacao do IFBB, os
tratamentos foram adicionados juntamente com o inéculo padronizado (1x10
células/mL) e incubados em placas de 96 pocos a 37°C, por 48 horas, com troca do
caldo (extratos vegetais diluidos e combinados nas concentracdes escolhidas) apos
24h. Cada grupo experimental foi composto por n=10. Passado o tempo de incubacao,
o caldo foi removido e foram realizadas lavagens com solu¢éo salina, no intuito de
lavar os pocos e eliminar células ndo aderentes que sofreram com a agao dos extratos.
Foi realizado o teste de viabilidade celular das células bacterianas no qual foram
adicionados 100 pyL da solugdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich,Jurubatuba, Brasil) em cada poco e a
placa foi incubada ao abrigo da luz a 37 °C durante 1h. Passado o periodo de
incubacdo a solugcdo de MTT foi retirada seguido pela adicdo de 100 pL de
Dimetilsuféxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a 37°C por 10
minutos e colocada no Shaker sob agitacao constante por 10 minutos. Em seguida foi
obtida as densidades oOpticas (DO) por meio de uma leitora de microplaca em 570 nm
e as DO obtidas foram convertidas em percentual de atividade metabdlica.
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4.3.3.2 Avaliacao da erradicacao do biofilme bacteriano formado (EBBF)

Baseado no estudo de Santos et al. (2020) em microplacas de 96 pogos, foram
acrescidos 100uL/pogo do caldo BHI (Brain Heart Infusion - Kasvi). Apés preparo e
padronizacdo em espectrofotdmetro (10’ células/mL), a suspensdo microbiana foi
adicionada nas microplacas (100uL/pogo) ja contendo meio de cultura, totalizando
200uL/pogo. As placas foram levadas para incubacao 37°/48h para formacao do
biofilme, com substituicdo do caldo apo6s 24h de incubacéo.

Depois da formacédo do biofilme, os mesmos foram expostos por 5 min ou 30
min aos extratos vegetais diluidos e combinados nas concentragfes escolhidas. Meio
de cultura foi utilizado como controle negativo e gluconato de clorexidina 0,12% como
controle positivo para todas as analises sobre biofilme. Cada grupo experimental foi
composto por n=10. Apdés exposicdo as combinacdes dos extratos, o caldo foi
removido e foram realizadas lavagens com solu¢éo salina para posterior anélise da

viabilidade celular por meio do teste de MTT.

4.4 Etapa das analises celulares in vitro

A analise da citotoxicidade dos extratos de propolis verde (de B.
dracunculifolia) e C. verum (canela) foi realizada sobre as linhagens de queratindcitos
humanos (HaCaT) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro — Associacao
Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).

4.4.1 Cultivo, manutencéo e contagem celular

As linhagens celulares foram cultivadas em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM — LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), com alta concentragado de

glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York,
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EUA) e mantidas em frascos de cultivo celular (TPP, Suica), incubadas em estufa a
temperatura de 37°C, com umidade atmosférica e 5% de CO2. Ao atingirem a
quantidade necessaria, as células foram encaminhadas aos respectivos testes. Para
tanto, a monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de cultivo

com tripsina.

4.4.2 Avaliagao da citotoxicidade dos extratos vegetais

A citotoxicidade dos extratos foi verificada por meio do teste colorimétrico de
MTT, avaliando-se a atividade enzimatica celular. As culturas foram transferidas para
microplacas de 96 pogos (TPP) na concentragdo de 2 x 10 células viaveis e cultivadas
em 200 pL de meio DMEM + 10% SFB. As placas foram incubadas (37°C, com 5% de
CO2) por 24 h para a aderéncia celular. Passado o periodo de incubagao, as células
foram expostas, por 24 h, aos extratos e aos controles obedecendo os grupos: Pv
(propolis), Cv (canela), DMEM (grupo controle negativo aplicagdo apenas do meio
DMEM) e CLX (grupo controle gluconato de clorexidina 0,12%). As concentragdes dos
extratos vegetais foram baseadas na Concentragdo Microbicida Minima (CMM)
encontrada nos experimentos microbiolégicos. Entéo, as células foram submetidas ao
teste de MTT, utilizando a suspenséo de 0,5 mg do p6 de MTT (Sigma-Aldrich,
Jurubatuba, Brasil) em 1 mL de DMEM + 10% SFB. A solugéo foi transferida para as
microplacas de 96 pog¢os no volume de 100 uL/pocgo, seguido pela incubagao ao abrigo
daluz (37°C, com 5% de CO2) por 4 h. Posteriormente a solugao foi descartada e 100
pL/pogo de dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma) foram adicionados. Apds incubacéo de
10 min e agitagdo em shaker, a absorbancia dos pogos foi lida em leitora de
microplacas com comprimento de onda de 570 nm. As densidades opticas (DO)

obtidas foram convertidas em percentual de viabilidade celular.
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4.5 Analise Estatistica

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade por meio dos testes:
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino & Pearson omnibus e quanto a
homogeneidade por meio do software Bioestat. Se o0s dados apresentaram
normalidade e homogeneidade foram analisados por ANOVA e Teste de Tukey, caso
contrario, pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn. Foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5.0, considerando-se nivel de significancia de 5%, conforme ilustrado

na figura 4.

Figura 4 - Fluxograma das etapas da andlise estatistica

Dados coletados

Testes de
normalidade

1° Etapa de analises

Teste de
homogeneidade

(Shapiro-Wilk, KS e
D'Agostino)

(Bioestat)

2° Etapa de analises

NAO

SIM SIM NAO
Kruskal-Wallis ANOVA Kruskal-Wallis
post hoc Dunn post hoc Tukey post hoc Dunn

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 RESULTADO

5.1 Avaliacéo da composicéo fitoquimica por HPLC

Por meio da analise cromatogréfica do extrato de C. verum, foi possivel
identificar o composto aldeido cindmico no tempo de retencéo de 9,5 min (figura 5).

Figura 5 - Cromatograma do extrato hidroalcoolico de C. verum. Comprimento de onda
do cromatograma a 280 nm

HXIHE W)
8,08, 6142055

0,84, 3440932

12,24, 226726
23,48, 78354

O 2 4 6 8 IO X 14 1 18 DD 2 A4
RieittonTiee (o)

Fonte: Elaborado pela autora.

Na andlise cromatografica do extrato de prépolis de B. dracunculifolia, foi
possivel identificar os seguintes compostos: &cido clorogénico em diferentes tempos
de retencéo (2,35 min e 3,06 min), derivado do acido cindmico (acido sinapico em

10,27 min) e o flavonoide apigenina no tempo de retencéao 19,28 min (figura 6).
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Figura 6 - Cromatograma do extrato de prépolis verde de B. dracunculifolia.

Comprimento de onda do cromatograma a 280 nm
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Extratos vegetais: teor de solidos soluveis / Residuo seco

A analise do teor de sélidos sollveis para as amostras de canela (C. verum),
considerando o veiculo hidroalcéolico, foi de 3,59%. Ja para a amostra de propolis (B.
dracunculifolia), também considerando o residuo seco da amostra diluida em
EtOH+H20 foi de 8,04%.

5.3 Determinagédo da CIM e CMM dos extratos isolados

No teste de microdiluicdo em caldo, ndo foi possivel realizar a leitura visual
para determinacdo da CIM dos extratos vegetais, visto que 0S mesmos possuem
coloracao intensa e por vezes, notava-se sedimentos no fundo da placa, proprio dos
extratos vegetais. Para todas as cepas, 0s extratos apresentaram CMM e o veiculo

nao produziu interferéncias na atividade antibacteriana. Para A. baumannii, o extrato
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de canela (C. verum) apresentou CMM de 0,22% a 0,44% e o extrato de prépolis (B.
dracunculifolia) de 0,50% a 1,00%. Ja sobre P. aeruginosa, a canela apresentou CMM
de 0,05% a 0,44% e o propolis de 0,12% a 2,01% (tabela 1).

Tabela 1 - CMM determinada para cepas de A. baumannii e P. aeruginosa

Cepa bacteriana: Acinetobacter baumannii
Extrato (%)
ATCC Al A2 A3 A4
canela 0,22 % 0,44% 0,44% 0,44% 0,44%
propolis 1,00% 0,50% 1,00% 0,50% 0,50%
Cepa bacteriana: Pseudomonas aeruginosa
Extrato (%)
ATCC P1 P2 P3 P4
canela 0,05 % 0,11% 0,44% 0,05% 0,44%
propolis 0,12% 0,25% 2,01% 0,12% 2,01%

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Efeito das combinacgdes dos extratos vegetais

5.4.1 Sobre Acinetobacter baumannii

De acordo com o célculo de ICBF (indice de Concentracdo Bactericida
Fracionario), a combinacdo dos extratos de canela e propolis apresentaram valores
aditivos e uma combinagéao sinérgica foi encontrada para cepa clinica A2 (tabela 2).
Quando analisada a reducdo da CMM, pode-se verificar que a combinagao promoveu

reducdes significativas.
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Tabela 2 - Resultados da combinacédo dos extratos de canela e propolis sobre cepas
de A. baumannii com valores e classificacdo do ICBF e quantas vezes foram reduzidas

a CMM isolada de cada extrato

Cepa: | CMM | CMM g\rﬂ:\t’)’ g\rﬂ:\t’)’ Red. | Red.
A% | Exc | Exp | Ti5 | Exp | ICBF | CMM | CMM | Efeito
e 0, 0,
(%) (%) %) %) EXC | EXP

0,11 0,50 1,00 2X 2X aditivo
0,05 0,50 0,72 4x 2X aditivo

ATCC | 0,22 1,00

Al 0,44 0,5 - - - - - -
0,22 0,50 1,00 2X 2X aditivo
0,11 0,50 0,75 4x 2X aditivo
0,05 0,50 0,61 8x 2X aditivo
Ao 0,02 0,50 0,54 | 20x 2X aditivo

0,44 1,0 0,01 050 | 0,53 | 40x | 2x aditivo
0,22 0,25 0,75 2X 4x aditivo
0,11 0,25 0,50 4x 4x sinérgico

0,22 0,12 0,62 2X 8x aditivo

0,22 0,50 1,00 2X 2X aditivo
0,11 0,50 0,75 4x 2X aditivo

A4 0,44 0,5 - - - - - -

Legenda: CMM: Concentracédo Bactericida Minima; EXC: extrato de canela; EXP: extrato de prépolis;
CMM comb.: Concentracdo Microbicida Minima Combinada; ICBF: indice de Concentraco Bactericida
Fracionado; Red.: reducdo. -: ndo foram encontradas sinérgicas ou aditivas.

Fonte: Elaborado pela autora.

A3 0,44 1,0

5.4.2 Sobre Pseudomonas aeruginosa

A combinacdo de canela e propolis apresentou combinagfes aditivas e uma
combinacgao sinérgica também foi encontrada sobre cepa clinica P1. Reduc¢des de até

34x a CMM isolada dos extratos foi encontrada (tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados da combinacédo dos extratos de canela e propolis sobre cepas
de P. aeruginosa com valores e classificacdo do ICBF e quantas vezes foram

reduzidas a CMM isolada de cada extrato

CMM | CMM

Cepa: | CMM | CMM | 0| < Red. | Red.
PZ ' EXC | EXP | 2y~ | Exp | /CBF [CMM | CMM | Efeito
& (%) (%) EXC | EXP

(%) | (%)
ATCC 005 | 012 | 0,02 | 006 | 090 | 2x | 2x | aditivo

0,05 0,12 0,93 2X 2X aditivo

P1 0,11 0,25 0,02 0,12 0,66 5X 2X aditivo

0,05 | 0,007 | 0,47 2X 34x | sinérgico

P2 0,44 2,01 0,22 1,00 1,00 2X 2X aditivo
P3 0,05 0,12 - - - - - -
P4 0,44 2,01 0,22 1,00 1,00 2X 2X aditivo

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima; EXC: extrato de canela; EXP: extrato de propolis;
CMM comb.: Concentracdo Microbicida Minima Combinada; ICBF: indice de Concentraco Bactericida
Fracionado; Red.: reducdo. -: ndo foram encontradas sinérgicas ou aditivas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Na figura 7, pode-se visualizar as microplacas sendo empregadas para
avaliacdo do sinergismo dos extratos sobre as cepas bacterianas. Aliquotas foram
semeadas para realizacdo do calculo ICBF (indice de concentracdo bacteriana

fracionaria).
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Figura 7 - Avaliagcédo do sinergismo por meio da técnica “checkerboard”

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Atividade antibiofilme dos extratos vegetais

As combinacdes selecionadas para prosseguir com as analises em biofilmes
foram nomeadas de acordo com o0s pocos identificados no experimento do
Checkerboard: combinagéo 3B (0,22% canela + 0,50% propolis) e combinacéo 3C
(0,11% canela + 0,50% propolis). A tabela 4 demonstra as concentracdes das
combinac¢des 3B e 3C selecionadas para investigar a acéo antibiofilme.
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Tabela 4 — Composicao das concentracdes de cada extrato vegetal nas combinacdes

analisadas sobre biofilmes

L Concentracao (%) dos extratos nas combinacdes
Combinacao —
C. verum B. dracunculifolia
3B 0,22% 0,50%
3C 0,11% 0,50%

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5.1 Sobre Acinetobacter baumannii

Sobre a cepa ATCC, reducgdes significativas (p < 0,05) podem ser observadas
em todas as modalidades analisadas e nos diferentes tempos de contato (5 min e 30
min). Nas andlises da Inibicdo na Formacéo do Biofilme Bacteriano (IFBB) de A.
baumannii, a combinacéo 3B foi capaz de inibir a formacdo de modo semelhante (p >
0,05) ao controle positivo, com porcentagens de reducao de 66,09%, comparado a

clorexidina que reduziu a formacgéo do biofilme em 69,90% (figura 8).

Figura 8 - Avaliagéo da viabilidade celular da cepa ATCC de A. baumanni em biofilme

apos o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de A. baumannii apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacao do biofilme (A) apds o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10. ANOVA,
teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.
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Sobre a cepa clinica A1 na modalidade IFBB, observa-se que a combinacéo
3B inibiu a formacdo em 61,49% apresentando semelhanca estatistica (p > 0,05) a
clorexidina (C+) que reduziu a formagédo do biofilme desta cepa em 68,48%. Na
modalidade de avaliacdo da Erradicagdo do Biofilme Bacteriano Formado (EBBF), a
combinacédo 3B em contato por 5 min diferiu estatisticamente (p < 0,05) do controle
sendo capaz de eliminar 19,58% do biofilme formado. A combinacdo 3C néao diferiu
do grupo controle na modalidade IFBB e EBBF - 5 min. No tempo de contato de 30
min, os extratos produziram reducgdes acima de 25% do biofilme formado e ambas

combinacgd@es diferiram estaticamente do controle negativo (p < 0,05) (figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica A1 de A. baumanni em
biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofiime de A. baumannii apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% praépolis)
durante a formacao do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Com relagéo as analises sobre a cepa clinica A2, pode-se observar diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) quando os extratos combinados foram aplicados
para inibir a formacao do biofilme (IFBB) sendo as taxas de reducéo de 21,16% (3B)
e 34,23% (3C). Para erradicagcao da comunidade microbiana (EBBF) desta cepa
clinica, o periodo de contato por 5 min ndo diferiu estatisticamente do controle
negativo (p >0,05) e apenas o controle positivo produziu reducdes relevantes (60,12%
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sendo p < 0,05) quando comparado ao controle negativo. Contudo, durante a
exposicao por 30 min, observa-se reducbes expressivas de pelo menos 50% de
erradicacao do biofilme (3B e 3C), com taxa de reducdo da combinacéao 3B de 67,17%
atuando de modo semelhante a clorexidina (79,22%) e todos os grupos diferindo

estatisticamente do controle negativo (p < 0,05) (figura 10).

Figura 10 - Avaliagdo da viabilidade celular da cepa clinica A2 de A. baumanni em
biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrédo
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofiime de A. baumannii apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacao do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Sobre a cepa A3, independente da modalidade de aplicagéo (IFBB ou EBBF)
0s extratos vegetais foram atuantes, produzindo reducdes significativas quando
comparados estatisticamente ao controle negativo (p < 0,05). Destaca-se as reducdes
encontradas na modalidade IFBB, pois todos os grupos produziram inibicdo na
formacao do biofilme de pelo menos 60% quando comparado ao controle negativo (p
< 0,05). A atuacéo da combinacé&o 3B foi a mais expressiva com 83,86% de reducéo,
atuando de maneira semelhante (p > 0,05) a clorexidina que inibiu em 90,29% a
formacao do biofilme. Na modalidade EBBF, os extratos vegetais no tempo de contato
por 30 min apresentaram percentuais de reducéo de 40,53% (3B) e 52,77% (3C)
(figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica A3 de A. baumanni em

biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofiime de A. baumannii apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacédo do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Em relacdo a ultima cepa clinica analisada, A4, os extratos foram atuantes na
inibicdo da formacéo do biofilme (IFBB), independente da combinacéo utilizada sendo
que 3B promoveu taxa de inibicdo da formacédo de 54,89% e 3C de 48,30%. Tais
reducdes foram semelhantes a clorexidina (60,27%) e todos os grupos diferiram
estatisticamente do controle negativo (p < 0,05). Para erradicacédo (EBBF), o protocolo
de aplicacao por 5 min apresentou reducdes significativas (p < 0,05) independente da
combinacdao utilizada (3B - 30,72% e 3C - 29,46%). Por 30 min, apenas a clorexidina
(51,85%) e combinagao 3C (19,12%) diferiram estatisticamente do controle negativo
(p < 0,05) (figura 12).
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Figura 12 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica A4 de A. baumanni em
biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de A. baumannii apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacao do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

5.5.2 Sobre Pseudomonas aeruginosa

Sobre a cepa ATCC, pode-se observar redugdes expressivas na formagéo do
biofilme (IFBB), sendo que a combinacdo 3B apresentou percentual de reducéo de
60,87%, 3C de 69,63% e clorexidina de 94,20% com todos os grupos diferindo
estatisticamente do controle negativo (p < 0,05). Na avaliacdo da erradicacdo por 5
min, nenhuma das combinacdes dos extratos diferiram do controle (p > 0,05) e apenas
a clorexidina eliminou o biofilme com percentuais expressivos de reducéo (91,23%) e
p < 0,05. Por 30 min, todos os grupos diferiram entre si, com taxas de reducdo de
39,41% (3B), 29,15% (3C) e 93,19% (C+) (figura 13).



41

Figura 13 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa ATCC P. aeruginosa em biofilme

apos o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de exposi¢cao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de P. aeruginosa apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacédo do biofilme (A) e apds o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Nas analises da cepa clinica P1, observa-se que na modalidade IFBB todos
0S grupos produziram importante reducdo na formacdo do biofilme, todos com
percentual acima de 85%. As combinagbes atuaram de modo semelhante a
clorexidina e todos diferiram estatisticamente do controle negativo (p < 0,05). Para
avaliacao da erradicacéo do biofilme formado, o tempo de 30 min apresentou maiores
percentuais de reducédo, sendo 26,02%, 22,76% e 93,21% para 3B, 3C e clorexidina
respectivamente e todos diferiram do controle (p < 0,05). Por 5 min, apenas a
aplicacdo de 3B e clorexidina apresentaram diferenca estatistica quando comparado
ao controle (p < 0,05) (figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica P1 de P. aeruginosa em

biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de P. aeruginosa apds exposi¢cdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacédo do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Sobre a cepa clinica P2, ndo houve atuacdo dos extratos que diferisse do
controle negativo (p > 0,05). Em alguns grupos é possivel observar discreto aumento
da viabilidade celular. Apenas a clorexidina foi atuante em todas as modalidades e

nos diferentes tempos de contato contra a cepa clinica P2 (p < 0,05) (figura 15).

Figura 15 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica P2 de P. aeruginosa em

biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de P. aeruginosa apds exposicdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacao do biofilme (A) apds o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10. ANOVA,
teste de Tukey ou Kruskal Wallis, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.
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Nas analises antibiofilme sobre a cepa clinica P3, reducfes importantes na
formacédo do biofilme (IFBB) podem ser observadas, sendo que a combinacdo 3B
promoveu 56,14% de reducdo mas sem diferenca estatistica (p > 0,05). A combinacéo
3C apresentou percentual de reducédo de 88,60%, atuando de modo semelhante a
clorexidina com 91,61% e ambos diferiram estatisticamente do controle (p < 0,05). Na
modalidade para avaliar o potencial de erradicacdo do biofilme, em 5 min, os extratos
vegetais combinados ndo apresentaram atuacdo, sendo que apenas a clorexidina
diferiu do controle (p < 0,05). Por 30 min, a combinacé&o 3C apresentou 26,45% de
erradicacao do biofilme formado com diferenca estatistica (p < 0,05) assim como a
clorexidina com 90,51% (p < 0,05) (figura 16).

Figura 16 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica P3 de P. aeruginosa em

biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de P. aeruginosa apds exposi¢cdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacdo do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

Nas analises da acéo antibiofilme dos extratos vegetais sobre cepa clinica P4,
nao foram encontradas reducdes significativas em nenhuma das modalidades (p >
0,05), e novamente, em alguns grupos, € possivel observar aumento da viabilidade

celular. Apenas a clorexidina diferiu do grupo controle (p < 0,05) (figura 17).
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Figura 17 - Avaliacdo da viabilidade celular da cepa clinica P4 de P. aeruginosa em
biofilme apo6s o tratamento com os extratos em diferentes modalidades e tempos de

exposicao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de P. aeruginosa apds exposi¢cdo aos extratos
vegetais combinados, sendo 3B (0,22% canela + 0,50% prépolis) e 3C (0,11% canela + 0,50% prépolis)
durante a formacédo do biofilme (A) e apés o biofilme formado por 5 min (B) e 30 min (C). (n = 10.
ANOVA, teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Citotoxicidade dos extratos vegetais

Em relacdo a citotoxicidade dos produtos vegetais, foram testadas
concentracfes baseadas no teste da Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
determinada anteriormente. Para o extrato de C. verum (canela) as concentragbes
foram: 0,44% (Cvl), 0,22% (Cv2), 0,11% (Cv3) e 0,05% (Cv4). Para o extrato de
prépolis verde (de B. dracunculifoia) as concentra¢cdes analisadas foram: 2,01% (Pv1),
1,00% (Pv2), 0,50% (Pv3), 0,25% (Pv4) e 0,12% (PV5).

Quando analisado o extrato de C. verum, verificou-se que apenas as
concentracfes mais elevadas, Cvl e Cv2, produziram reducdes da viabilidade celular
com diferenca estatistica (p <0,05) quando comparado ao controle DMEM. Nota-se
que a reducao da viabilidade produzida pela clorexidina 0,12% foi a mais expressiva,
74,1%. As concentracdes Cv3 e Cv4 ndo apresentaram citotoxicidade em linhagens
de queratindcitos humanos (HaCaT). Nas analises da citotoxicidade do extrato de
propolis verde, as concentracbes mais baixas, Pv4 e Pv5, produziram redugdo da
viabilidade com diferenca estatistica significativa (p < 0,05) quando comparado ao

controle de crescimento celular. As concentracdes mais altas, Pvl, Pv2 e Pv3 néo



45

apresentaram citotoxicidade sobre linhagens de HaCaT. Novamente, a clorexidina
apresentou 0s maiores percentuais de reducéao (74,7%) e, consequentemente, maior

toxicidade (figura 18).

Figura 18 - Avaliacdo da viabilidade celular de queratindcitos humanos (HaCaT) ap0s

aplicacao dos extratos vegetais em diferentes concentragdes por 24 h
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio padrao
da leitura da densidade optica (570 nm) de queratinécitos humanos (HaCaT) apds exposi¢cao aos
extratos vegetais de canela (A), sendo Cv1 (0,44%); Cv2 (0,22%); Cv3 (0,11%); Cv4 (0,05%) e propolis
(B), sendo Pv1 (2,01%); Pv2 (1,0%); Pv3 (0,50%); Pv4 (0,25%) e Pv5 (0,12%) por 24h. (n = 10. ANOVA,
teste de Tukey ou Kruskal Wallis, teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

O cinamaldeido ou aldeido cindmico, identificado neste estudo, esta entre os
principais componentes do extrato de C. verum. A identificacdo deste composto no
tempo de retencdo de 9,5 min est4 de acordo com os relatos de Kim et al. (2023) no
qual o aldeido cinamico foi identificado no tempo de retencao de 4,06 min.

Os fitoquimicos do extrato da prépolis verde identificados no presente estudo
foram o &cido clorogénico, derivados do acido cinamico e o flavonoide apigenina. Tais
achados estdo de acordo com o trabalho de Suran et al. (2021), no qual foram
encontrados o 4cido p-cumarico, apigenina, kaempferol e acido cinamico no extrato
de propolis com comprovada acdo antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, Bacillus cereus e C. albicans. A rica composicdo da
propolis em metabdlitos secundarios promove este produto apicola como substancia
promissora para atuacao contra bactérias multirresistentes, uma vez que a atuacao
dos compostos em conjunto pode dificultar o surgimento de resisténcia microbiana
(Przybytek, Karpinski, 2019).

No presente estudo, 100% dos isolados de P. aeruginosa apresentaram
resisténcia ao meropenem, 75% ao imipenem e 100% dos isolados clinicos de A.
baumanni apresentaram resisténcia aos carbapenémicos. No estudo de Gaber et al.
(2020) durante a coleta de isolados bacterianos de pacientes com pneumonia, 55,6%
e 77,8% das cepas clinicas de P. aeruginosa apresentavam resisténcia ao
meropenem e imipenem respectivamente, e 100% das cepas clinicas isoladas de A.
baumannii apresentavam resisténcia ao meropenem e imipenem. Sobre tais cepas,
foram avaliados a acéo antibacteriana de produtos apicolas como a prépolis, o0 mel e
0 veneno da abelha. Foi encontrado o valor médio de CIM de 7,1% e valor médio de
CMM de 17,01% da propolis sobre os isolados de P. aeruginosa e de A. baumannii.
Pode-se observar que o presente estudo esta de acordo com os resultados
encontrados na literatura, pois a CMM da propolis variou de 0,5% a 1,0% sobre A.
baumannii e de 0,12% a 2,01% sobre P. aeruginosa.

Com relacédo a atividade antimicrobiana do extrato de C. verum, néo foi
possivel fazer a comparacéo dos resultados, pois ndo foram encontrados estudos na

literatura consultada sobre a atividade antimicrobiana do extrato de C. verum.
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Entretanto, com o 6leo essencial de canela foi encontrado um estudo o qual
verificou-se a potente atividade contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e A.
baumannii com halo de inibigcdo chegando a 16 mm contra P. aeruginosa e 27,8 mm
contra isolados clinicos MDR de A. baumannii. Para continuacao do estudo, sobre as
cepas MDR de A. baumannii foram avaliadas a CIM e CMM do 6leo. Foi encontrado
CIM50 de 0,25 mg/mL e CMM50 de 0,50 mg/mL (Intorasoot et al.,, 2017). Nossos
resultados concordam com tais achados, pois a CMM da canela variou de 2,2 a 4,4
mg/mL para A. baumannii e de 0,5 a 4,4 mg/mL para P. aeruginosa. Lembrando que
nosso estudo utilizou o extrato de canela e ndo o dleo essencial.

A aplicacdo de substancias isoladas, seja de origem vegetal ou sintética,
levanta a hip6tese do surgimento de resisténcia microbiana ao longo dos anos. Em
um estudo sobre a exposi¢ao de P. aeruginosa ao cinamaldeido, o principal composto
encontrado na canela, foi verificado que a bactéria foi capaz de se adaptar as
moléculas do cinamaldeido, regulando positivamente sua bomba de efluxo apos varios
dias de exposicdo ao composto. Essa mutacdo exibiu resisténcia cruzada a varios
antibioticos (Tetard et al., 2022).

Diante do exposto, o estudo da combinacdo de substancias tem ganhado
forca na literatura e analises do sinergismo entre dois tipos de compostos naturais ou
algum derivado vegetal associado aos antibidticos tem crescido exponencialmente.
N&o foram encontrados estudos na literatura consultada que avaliassem a
combinacdo de C. verum e prépolis verde de B. dracunculifolia sobre culturas
planctdnicas de A. baumannii e P. aeruginosa, sendo nosso estudo pioneiro.

Nossos resultados destacam-se, pois, foram encontradas dezesseis
combinacdes aditivas (ICIF >0,5 e < 1) e duas sinérgicas (ICIF < 0,5) contra A.
baumannii e P. aeruginosa com reducdes expressivas do valor da Concentracao
Microbicida Minima (CMM) de até quarenta vezes. Diante do desafio de
multirresisténcia que as bactérias estudadas apresentam atualmente, os achados séo
de grande contribuicdo para ciéncia, uma vez que 0 sinergismo de compostos pode
ocorrer por meio de diversos mecanismos contornando a resisténcia microbiana
(Caesar et al.,, 2019). Sabe-se que A. baumannii e P. aeruginosa podem ser
encontrados no biofilme dentario de pacientes internados em unidade de terapia
intensiva, 0 que representa um grande risco para o desenvolvimento de infec¢des

nosocomiais, como a pneumonia broncoaspirativa (Sumi et al., 2007). A higienizacao
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bucal adequada desses pacientes pode prevenir 0 desenvolvimento
de infec¢Bes respiratérias (Bellissimo-Rodrigues et al.,, 2014). As expressivas
reducbes da CMM também se caracterizam como uma vantagem da combinacéo,
uma vez que possibilita concomitantemente a redugdo dos efeitos adversos
decorridos durante a terapéutica.

Outros estudos avaliando a acao sinérgica de outros produtos vegetais foram
encontrados. A acgdo sinérgica de meéis com o antibiotico ciprofloxacina contra uma
cepa multirresistente de E. coli foi avaliada. Observou-se que a somatoria dos méis
com o referente antimicrobiano diminuiu a viabilidade celular bacteriana de maneira
mais expressiva quando comparado a aplicacdo da ciprofloxacina sozinha (Jaktaji,
Ghalamfarsa, 2021). Andlises da acao dos extratos metandélicos de Dracocephalum
kotschyi e Trachyspermum ammi contra P. aeruginosa, Shigella dysenteriae, E. coli e
S. aureus revelaram que a acao antimicrobiana dos extratos em conjunto € superior
do que a acdo dos extratos isolados, apresentando efeito inibitério muito favoravel
(Zarei Yazdeli et al., 2021).

Com relacdo aos resultados da acéo antibiofilme dos extratos, foi possivel
observar que o protocolo IFBB (Inibicdo da formacdo do biofilme bacteriano)
promoveu percentuais de reducado superiores e sobre maior nimero de cepas quando
comparado ao protocolo EBBF (erradicacdo do biofilme bacteriano formado). Tais
achados vislumbram o potencial profilatico desses produtos vegetais combinados em
formulacBes antissépticas. Entre todos os resultados, pode-se destacar a atuagéo da
combinacéo 3B (0,22% canela + 0,50% proépolis) sobre a cepa clinica de A. baumannii
A3, que inibiu a formacdo do biofilme em 83,86% com desempenho comparavel a
clorexidina que apresentou percentual de 90,29%. Para eliminag&o do biofilme, sobre
a cepa A2, o protocolo de aplicacdo por 30 min com a combinagdo 3B promoveu
reducéo de 67,17%, também com atuacdo semelhante a clorexidina (79,22%).

N&o foram encontrados estudos na literatura consultada sobre a agéo
antibiofilme da combinacdo de propolis verde (de B. dracunculifolia) e C. verum,
portanto, ndo foi possivel contrapor de modo fidedigno os achados do presente estudo
com os achados da literatura. Com relacao a atuacdo em biofilmes do derivado de um
dos compostos analisados em nosso estudo, verificou-se que o 6leo essencial de

canela atuou na inibicao e erradicacao do biofilme de cepas clinicas de A. baumannii,
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com reducdes de até 71% do biofilme formado na concentracdo 1 mg/mL (Gani¢ et
al., 2022).

Sobre biofilme de P. aeruginosa, pode-se destacar os resultados encontrados
sobre as cepas P1 e P3 que sofreram percentual de inibicdo da formacéo expressivos.
Sobre P1, a combinacdo 3B (0,22% canela + 0,50% propolis) reduziu 86,36%, 3C
(0,11% canela + 0,50% propolis) reduziu 89,31% e sobre P3, o percentual de reducéo
foi de 88,60% com a combinacdo 3C (0,11% canela + 0,50% propolis). Ainda que a
comparacgao dos resultados com os achados na literatura ndo seja tdo proxima, é
possivel avaliar que a associacdo de C. verum e prépolis verde de B. dracunculifolia
apresentou resultados positivos, uma vez que no estudo de Kalia et al. (2015), apenas
0 Oleo essencial de C. verum promoveu inibicdo do biofilme de P. aeruginosa com
reducdo de até 54% na producdo de substrato polimérico quando aplicado na
concentracdo de 0,2 pl/mL. Foi demonstrada a capacidade do 6leo essencial de
Cinnamomum spp. em atuar sobre biofiime de P. aeruginosa com mecanismos de
acdo que vao desde ruptura da membrana citoplasmética, capacidade de interferir no
sistema quorum sensing até inibicdo da formacao de biofilme em concentracées sub-
inibitérias (Brackman et al., 2011; Topa et al., 2018). Da mesma forma, o extrato
etandlico de proépolis isolado foi capaz de promover diminui¢do na liberacdo de eDNA
de P. aeruginosa e consequentemente, afetar a estabilidade do biofiime (Meto et al.,
2020). Novamente, ndo foram encontrados estudos na literatura consultada sobre a
acdo antibiofilme da combinacéo de propolis verde (de B. dracunculifolia) e C. verum,
tornando este estudo pioneiro nas analises destes extratos associados.

Quando avaliado os resultados sobre as cepas clinicas P2 e P4, nenhuma
combinacgao promoveu reducdes do biofilme, seja durante a formacé&o ou erradicacao.
Para continuacao dos estudos, sugere-se analises fenotipicas e genotipicas para
melhor caracterizagédo do biofilme de P2 e P4. Outras combinacdes de terapias
alternativas também podem ser consideradas para analises futuras, como por
exemplo, a combinac¢do dos extratos com antibidticos.

No estudo de Abu El-Wafa et al. (2020) foram testados alguns extratos
vegetais em combinacdo com antibioticos. Os extratos de Rosmarinus officinalis
(alecrim) e Punica granatum (roma) juntos apresentaram sinergismo (ICIF < 0,5) com
os antibidticos (piperacilina, ceftazidima, imipenem, gentamicina ou levofloxacino) o

que reduziu significativamente a CIM dos antimicrobianos contra uma cepa clinica de
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P. aeruginosa. A combinacéo de alecrim, roma e antibiotico alcancaram até 99,6% de
erradicacdo do biofilme de P. aeruginosa apresentado o melhor resultado quando
comparado a qualquer outra monoterapia avaliada no estudo.

Em suma, nossos resultados sobre a acdo antimicrobiana e antibiofilme dos
extratos de C. verum e propolis verde combinados contra as bactérias
multirresistentes sdo precursores. Visando uma formulacdo que combine os
potenciais de cada produto vegetal, analises sobre os mecanismos de acao desses
agentes naturais em conjunto serdo importantes. De acordo com a literatura
consultada, é notavel que nossos resultados trazem contribuicdes importantes para a
ciéncia no que se refere ao uso de fitoterapicos combinados na modalidade profilatica.
O presente trabalho revela os extratos vegetais como potenciais agentes antissépticos
no combate a resisténcia antimicrobiana. O propdsito serd direcionar o
desenvolvimento desta formulacdo odontolégica para a higienizacdo da cavidade
bucal de pacientes internados. Para completar o estudo, foram realizadas analises da
citotoxicidade, com o objetivo de verificar o potencial de interferéncia dos extratos
vegetais na viabilidade de células humanas.

Quando avaliada a citotoxicidade dos extratos vegetais, nota-se que a
clorexidina 0,12% (padrdo ouro na antissepsia bucal) possui maior citotoxicidade
sobre queratindcitos humanos do que qualquer concentracdo dos extratos que foram
analisadas. Na avaliacéo do extrato de C. verum, os percentuais de viabilidade celular
em todas as concentracdes analisadas ficaram acima de 50%. Apenas concentracdes
mais altas (0,44 e 0,22%) diferiam do controle de crescimento celular. Os resultados
do presente trabalho estdo de acordo com os achados da literatura pois Wijesinghe et
al. (2021) verificaram que nenhum efeito citotoxico do 6leo essencial de C. verum (O-
1000 mg/mL) foi detectado sobre linhagens de queratindcitos humanos. O produto
vegetal foi mantido em contato com as células por 24 h, nas mesmas condi¢cdes
experimentais.

Quando avaliada a citotoxicidade do extrato de prépolis verde, observa-se que
as concentracdes mais baixas produziram maior toxicidade do que as concentracdes
mais altas (2,01%, 1,0% e 0,5%). Contudo, novamente é possivel observar que a
clorexidina mostra o maior percentual de reducdo da viabilidade dos queratinécitos
(74,7%) o que demonstra potencial citotoxico em células epiteliais humanas. No
estudo de Bae et al. (2022) também se verificou discreta diminuicdo da viabilidade
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celular em linhagens de HaCaT quando aplicado extrato etandlico da prépolis
coreana.

Os extratos vegetais utilizados no presente estudo apresentam grande
potencial para futuras andlises dentro do campo de terapias alternativas, projetando o
desenvolvimento de formula¢des odontolégicas que possam ser atuantes contra 0s
microrganismos patogénicos e, portanto, analises sobre o potencial antimicrobiano de
C. verum e propolis verde contra outras bactérias e fungos de interesse odontolégico
como S. mutans, C. albicans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola séo relevantes,

objetivando a higienizac&o da cavidade bucal de pacientes internados.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos vegetais de canela (C. verum) e propolis verde (de
B. dracunculifolia) possuem acdo bactericida e antibiofiime contra cepas
multirresistentes de A. baumannii e P. aeruginosa e, quando combinados, ha
potencializacdo dos efeitos antimicrobianos. Os extratos combinados foram capazes
de inibir a formacao de biofilme de A. baumanni e P. aeruginosa (efeito profilatico) de
maneira expressiva, com atuacdo semelhante ao gluconato clorexidina 0,12%. Os
produtos vegetais podem ser considerados potenciais agentes antissépticos para
futuras formulagbes odontoldgicas, visando a profilaxia e controle de infeccdes
nosocomiais causadas por microrganismos multirresistentes que estao presentes na

cavidade bucal de pacientes hospitalizados.
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