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Oliveira MS. Acado dos extratos de hamamélis e abacateiro sobre cepas clinicas
resistentes de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosaldissertacao]. Sao
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncias e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A resisténcia adquirida pelas bactérias aos antibidticos de amplo espectro tornou-se
uma ameaca a saude global. A necessidade de encontrar farmacos que consigam
combater micro-organismos multirresistentes tem se tornado um grande desafio.
Neste cenario, as plantas medicinais sdo promissoras por terem propriedades
antimicrobianas eficazes, devido a presenca de compostos fitoquimicos com
atividades biologicas diversas. O objetivo desse estudo foi avaliar a acao
antimicrobiana dos extratos glicolicos de Hamamelis virginiana (hamamélis) e de
Persea americana (abacateiro) sobre cepas multirresistentes de Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. A avaliacdo da atividade antimicrobiana
dos extratos vegetais foi realizada em sete cepas clinicas de K. pneumoniae e de P.
aeruginosa, em comparacao com uma cepa de referéncia de K. pneumoniae (ATCC
4352) e de P. aeruginosa (ATCC 15442). Para a determinacdo das concentracdes
inibitérias minimas (CIM) e bactericida minima (CBM) dos extratos de abacateiro e
de hamameélis foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, segundo NCCLS.
Apébs obtencdo destes resultados, foi verificada a acdo dos extratos sobre biofilmes
monomicrobianos de oito cepas de K. pneumoniae e de P. aeruginosa (1 cepa
ATCC e 7 cepas clinicas resistentes). Apos o periodo de 48 horas para a formacgéo
do biofilme, os extratos foram adicionados separadamente, pelo periodo de cinco
minutos, na concentracdo efetiva pré-determinada (CBM) e concentracfes
superiores. Posteriormente, os biofilmes foram lavados e mensurados por dois
diferentes testes, em que foram avaliadas a biomassa do biofilme pelo cristal violeta
e a viabilidade dos micro-organismos pelo teste de MTT. Os experimentos foram
realizados com n=10, utilizando duas repeticdes para cada cepa/extrato. Os dados
foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA, complementado pelo Teste
de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0.05). Os resultados demonstraram
uma significativa atividade antibacteriana de ambos o0s extratos contra a cepa-
padrdo e as cepas clinicas multirresistentes de K. pneumoniae e P. aeruginosa. Os
extratos de abacateiro e de hamamélis, em todas as concentracdes, demonstraram
uma reducdo estatisticamente significativa na biomassa formada para pelo menos
alguma das cepas clinicas de K. pneumoniae e P. aeruginosa testada. Para
avaliacdo da viabilidade celular, ambos os extratos, na concentragédo de 200 mg/mL,
demonstraram reducdo estatisticamente significativa nas cepas multirresistentes
avaliadas de K. pneumoniae e P. aeruginosa. Como concluséo, os extratos glicélicos
de H. virginiana e P. americana apresentaram acao antimicrobiana, resultando em
concentracbes com capacidade bactericida e significativa reducdo antibiofilme
formados pelas cepas multirresistentes e ATCC de K. pneumoniae e P. aeruginosa.

Palavras-chave: Micro-organismos multirresistentes. Klebsiella pneumoniae.
Pseudomonas aeruginosa. Plantas Medicinais. A¢gao Antimicrobiana.



Oliveira MS. Action of Hamamelis and Avocado extracts on clinical strains of
resistant Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa [dissertation]. Sao
José dos Campos(SP): Sao Paulo State University (Unesp),Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

The resistance created by bacteria to broad-spectrum antibiotics has become a
threat to global health. The need to find drugs that can combat multidrug-resistant
microorganisms has become a major challenge. In this scenario, medicinal plants are
promising because they have effective antimicrobial properties due to the presence
of phytochemical compounds with diverse biological activities. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial action of the glycolic extracts of Hamamelis
virginiana (hamamelis) and Persea americana (avocado) on multiresistant strains of
Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa. The evaluation of the
antimicrobial activity of the plant extracts was carried out in seven clinical strains of
K. pneumoniae and P. aeruginosa, compared to an strain of K. pneumoniae (ATCC
4352) and P. aeruginosa (ATCC 15442). The broth microdilution method, according
to NCCLS, was used to determine the minimum inhibitory (MIC) and bactericidal
(MBM) concentrations of the extracts of avocado and witch hazel. After obtaining
these results, the extracts on monomicrobial biofilms of eight strains of K.
pneumoniae and P. aeruginosa (1 strain ATCC and 7 resistant clinical strains) were
verified. After the 48 hour period for biofilm formation, the extracts were removed,
with a five-minute interval, in the effective exercise session (MBC) and in the upper
sets. Afterwards, the biofilms were washed and measured by two different testicles,
in which the biofilm biomass was evaluated by the violet glass and the viability of the
microorganisms by the MTT test. The experiments were performed with n = 10, using
two replicates for each strain / extract. The data were analyzed statistically by the
ANOVA method, complemented by the Tukey test, with a significance level of 5%
(p<0.05). The results demonstrated an antibacterial activity of both extracts against
the standard strain and as the clinical strains of K. pneumoniae and P. aeruginosa.
The extracts of avocado and witch hazel at all concentrations demonstrated a
statistically significant reduction in the biomass formed for at least some of the
clinical strains of K. pneumoniae and_P. aeruginosa tested. For evaluation of cell
viability, both extracts, at a concentration of 200 mg / mL, demonstrated a statistically
significant reduction in the multiresistant strains evaluated for K. pneumoniae and_P.
aeruginosa. In conclusion, the glycolic extracts of H. virginiana and_P. americana
showed antimicrobial action, resulting in concentrations with bactericidal capacity and
significant antibiofilm reduction formed by the multiresistant strains and ATCC of K.
pneumoniae and P. aeruginosa.

Keywords: Multidrug-resistant microorganisms. Antimicrobial Action. Klebsiella
pneumoniae. Pseudomonas aeruginosa. Medicinal Plants.




1 INTRODUCAO

Desde a descoberta da penicilina ha quase 90 anos houve uma revolugéo
no tratamento das doencas bacterianas. No entanto, o0 mau uso desses
antibacterianos tem diminuido a sua eficacia. Em 2017 a Organizacdo Mundial de
Saude fez um alerta sobre o surgimento de cepas resistentes a um numero cada vez
maior de antimicrobianos o que vem limitando seriamente a capacidade de
tratamento de doencas bacterianas. Estima-se que em 2050 a cada trés segundos
um paciente vai morrrer infectado por um patégeno multirresistente. No entanto, o
uso de extratos de plantas ou compostos naturais puros ou em combinagdo com
antibioticos convencionais tem se mostrado uma alternativa promissora para esse
problema de saude publica. (Cheesman et al., 2017).

Em 2016 ANVISA lancou um boletim com os principais microorganismos
encontrado nos hospitais do Brasil e entre estas bactérias a Klebsiella pneumoniae e
a Pseudomonas aeruginosa aparecem no segundo e terceiro lugar respectivamente,
na lista com principais patégenos multirresistentes, so6 ficando atras do Acinetobacter
ssp. A K. pneumoniae é um bacilo Gram-negativo da familia Enterobacteriaceae que
faz parte da microbiota intestinal humana residente e sua viruléncia esté relacionada
ao aparecimento de cepas produtoras de B-lactamase de espectro estendido
(EBSLs) (Rahim et al., 2016; Bowers et al., 2016). Estas cepas tém comprometido o
uso de penicilinas e cefalosporinas de largo espectro, o que conduz a um aumento
da utilizacdo terapéutica de carbapenémicos, que ainda sdo estaveis contra a
maioria das lactamases produzidas por bactérias Gram-negativas, porém, Nicoletti et
al. (2016), descreveram um aumento de lactamases capazes de hidrolisar
carbapenémicos.

Estudos apontam a relacdo entre infeccdes por bactérias resistentes a
multiplos farmacos como um preditivo para maior mortalidade, morbidade, maior
tempo de internacdo e custos elevados para os hospitais e os sistemas de saude
(Chung, 2016; Osei et al., 2016; Rossi, 2016). Pacientes internados em instituicoes
de saude estdo expostos a uma ampla variedade de micro-organismos patogénicos,
principalmente, em Unidade de Terapia Intensiva (UTIl), onde o uso de

antimicrobianos potentes e de largo espectro constitui pratica comum e o0s


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheesman%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28989242

procedimentos invasivos fazem parte da rotina hospitalar (Du et al.,, 2016). A
emergéncia de desenvolver substancias que atuem inibindo a resisténcia microbiana
ou seu aumento tem se tornado um desafio no mundo todo (Chukwujekwu, Van
Staden, 2016).

K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) rapidamente se
espalhou pelas unidades clinicas em todo o mundo. Guo et al. (2016) investigaram o
perfil epidemioldgico e de resisténcia de K. pneumoniae isolados na China Central
durante o periodo de 2009 a 2014, e verificaram que 20% das cepas isoladas eram
resistentes ao carbapenem. Embora seja um colonizador comum da pele, do trato
gastrointestinal e da nasofaringe € um risco para os pacientes hospitalizados por
longos periodos e com sistema imunolégico comprometido, sendo responsavel por
mais de 70% das infec¢des hospitalares em seres humanos.

Biofilmes sdo estruturas formadas por comunidades microbianas ligadas a
superficie bibtica ou abidtica envoltas em uma matriz de polimeros extracelulares
constituida principalmente por carboidratos, hexossaminas, acidos urbnicos,
proteinas e acidos nucléicos. A capacidade de formar biofilmes é considerada um
dos principais fatores de viruléncia de muitas espécies de bactérias e confere a
estes micro-organismos varias vantagens, como maior protecao frente as defesas
imunes do paciente e contra a acdo de agentes antimicrobianos convencionais
(Singh et al., 2017).

Quando organizados em biofiimes, 0s micro-organismos tornam-se
extremamente resistentes, pois estes oferecem grande resisténcia a difusdo de
antimicrobianos (Munoz-Price et al., 2013; Chen et al., 2014; Pitout et al., 2015;
Pleszczynska et al., 2016), consequentemente resta pouca ou nenhuma opgao de
tratamento (Benthall et al., 2015). Ergonul et al. (2016) descreveram a prevaléncia
da resisténcia aos antibiéticos e os preditores de mortalidade ocasionadas por
infeccbes da corrente sanguinea associada aos cuidados de saude, sendo K.
pneumoniae o principal patégenos resistentes aos carbapenémicos encontrados.

Outra bactéria preocupante de interesse nas infec¢cdes hospitalares é
Pseudomonas aeruginosa, bacilo Gram-negativo aerdbio, ubiquo, nao-esporulado,
nao-fermentador de glicose e movel devido ao flagelo polar. Pertence a familia
Pseudomonadaceae e se apresenta na forma de bastonetes de 0,5 a 0,8 um de

largura por 1,5 a 3,0 um de comprimento (Ferreira, Lala, 2010). Tem sido


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erg%C3%B6n%C3%BCl%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27717604
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considerado um patégeno oportunista porque, ocasionalmente, esta associada a
infeccbes comunitarias em individuos imunocompetentes (Abdi-ali et al., 2006).
Raramente ocasiona doencas em individuos sadios (Hancock, Speert, 2000), no
entanto, trata-se de uma das principais espécies bacterianas que causam infeccao
em pacientes hospitalizados (Goldberg, 2010) ou que estejam recebendo terapia
antimicrobiana de amplo espectro ou terapia de combate as neoplasias
(Utchariyakiat et al., 2016).

P. aeruginosa € resistente a antimicrobianos de diferentes classes
estruturais, por mecanismos intrinsecos ou por aquisicdo de plasmideos de
resisténcia genética. A maioria das linhagens é resistente & ampicilina, ampicilina-
sulbactam, amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas de espectro-estendido (exceto
ceftazidima e cefepima), tetraciclinas, macrolideos, rifampicinas, clorafenicol e
trimetoprimsulfametoxazol. O seu espectro de resisténcia pode ainda aumentar por
alteracdes na permeabilidade da membrana, aumento da atividade da bomba de
efluxo, alteracdes no sitio de interacdo ou degradacdo enzimatica (ex. enzimas
modificadoras de aminoglicosideos e lactamases) (Utchariyakiat et al., 2016).
Siriyong et al. (2017) investigaram se a conessina, um componente encontrado em
algumas plantas da familia das apocinaceas, conhecida por ser poder fungicida,
poderia atuar como agente modificador de resisténcia contra Pseudomonas
aeruginosa multirresistente e se a bomba de efluxo estava envolvida no mecanismo.
Os resultados sugeriram que a conessina poderia ser aplicada como um novo
inibidor da bomba de efluxo para restaurar a atividade antibidtica frente a P.
aeruginosa.

A resisténcia aos antibacterianos é considerada um problema de saude
publica, com relatos de uma tendéncia crescente de resisténcia em isolados clinicos
(Davidson et al.,, 2000). A aceitacdo da medicina tradicional como uma forma
alternativa de cuidados de saude e o desenvolvimento de resisténcia microbiana aos
antibacterianos disponiveis reafirmaram a necessidade de investigar a atividade
antimicrobiana de diferentes extratos vegetais (Taylor, 2013). Oliveira et al. (2017)
avaliaram a acao do extrato de Rosmarinus officinalis sobre cepas ATCC de fungos
e bactérias; Lee et al. (2017) avaliaram a agéo do extrato de Terminalia chebula na
prevencao da doenca periodontal; Ramos et al. (2016) avaliaram a aplicagéo de oito

extratos sobre cepa ATCC de K. pneumoniae; Jesus et al. (2015) avaliaram a acao
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do extrato de Persea americana sobre cepa de Candida albicans; Amendola (2015)
avaliou o extrato de Hamamelis virginiana sobre espécies de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e algumas espécies de levedura do género Candida.
Apesar dos varios trabalhos relacionando os fitoterapicos muitas lacunas, ainda, séo
encontradas na literatura, seja pela espécie de planta ou mesmo pela aplicacdo de
extratos sobre cepas multirresistentes (Farooqui et al., 2015; Rodriguez-Leguizamén
et al., 2015).

As plantas medicinais sdo conhecidas por serem muito ricas em fitoquimicos
com atividades biolégicas diversas, como: alcaloides, flavonoides, taninos e
compostos fendlicos. A terapia de combinacgéo esta se tornando um tema importante
no estudo de doencas infecciosas e esta sendo cada vez mais aceita como um
redutor da resisténcia microbiana. Os estudos tém mostrado que 0s compostos que
ocorrem, simultaneamente, em plantas medicinais desempenham um papel no
aumento da biodisponibilidade e de distribuicdo de varios fitoquimicos, e a reversao
de resisténcia bacteriana (Chukwujekwu, van Staden, 2016; Dzotam et al., 2016;
Sakkas et al., 2016) .

O extrato glicolico de hamammélis, cujo nome cientifico é H. virginiana L.,
membro da familia Hamamelidaceae, é nativa da Ameérica do Norte, mais
especificamente da regido do Estado da Virginia, nos Estados Unidos as América,
local que lhe cedeu o noem. Trata-se de uma planta de pequeno porte, composta
por folhas largas, parte utilizada nos extratos (Kiran et al., 2008). Possui dentre os
principios ativos, tanino pirogalico (hamamelitanino), 6leo essencial, saponina acida,
colina, acidos graxos, mucilagem e pectina, tendo acdo adstringente, vasoprotetora,
vasoconstritora, descongestionante e anti-acnéica.

O extrato glicélico de abacateiro, cujo nome cientifico € Persea americana,
nativa da América Central, parte empregada no extrato sao as folhas, possui dentre
0s principios ativos, substancias amargas (asocatina), flavonoides, quercetina, beta-
sitosterol, hepta alcool, 6leo essencial, tendo ac&do hidratante, calmante e
suavizante.

Dos poucos estudos relacionados a aplicacdo de fitoterapicos em cepas
multirresistentes, Brandelli et al. (2015) avaliaram 10 extratos aquosos de plantas
medicinais do Sul do Brasil, contra isolados clinicos bacterianos produtores de

carbapenemase. A maioria dos isolados de Klebsiella pneumoniae carbapenemase
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(KPC), que mostraram forte capacidade de formar biofilme e um perfil de resisténcia
a multifarmacos, foi inibida por quatro extratos dos dez avaliados. Mesmo extratos
que tém apresentado baixo potencial microbicida tém sido explorados como
potenciais farmacos, isso se deve a combinacao de terapias nas quais se investiga o
potencial de extratos em combinacdo com farmacos antimicrobianos ja conhecidos.

Os estudos tém mostrado que 0S compostos presentes em plantas
medicinais desempenham um papel no aumento da biodisponibilidade e de
distribuicdo de varios fitoquimicos e, muitas vezes, ajudam na reversdo da
resisténcia bacteriana (Chukwujekwu et al., 2015; Sakkas et al., 2016;
Chukwujekwu, van Staden, 2016). Mukhopadhyay et al. (2016) analisaram a
atividade antimicrobiana de extratos de plantas (Aristolochia indica e Toddalia
asiatica) contra bactérias resistentes a multifarmacos, incluindo Escherichia
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus mirabilis e Vibrio cholerae. De acordo
com os resultados, o extrato etandlico de A. indica demonstrou atividade
significativamente maior que T. asiatica sobre as bactérias multirresistentes,
demonstrando importante potencial antimicrobiano.

Seukep et al. (2016) afirmaram que a resisténcia das bactérias Gram-
negativas a varios farmacos constitui um grande obstaculo na luta antibacteriana em
todo o mundo. Os autores investigaram a capacidade dos extratos metandlicos das
folnas de Nauclea pobeguiinii e Nauclea pobeguiiniide reverter a resisténcia
antibacteriana e antibiética de 29 bactérias Gram-negativas, incluindo fendtipos
resistentes a multiplos farmacos (MDR). Os autores concluiram que o estudo
forneceu informacdes sobre o possivel uso dos compostos dessas plantas no
controle de infec¢cbes bacterianas Gram-negativas, incluindo fenoétipos MDR. O
estudo também indicou que podem ser usados como moduladores de resisténcia a
antibiéticos que ocorrem naturalmente para combater bactérias MDR.

Voukeng et al., (2017) pesquisaram 11 extratos de metanol de sete plantas
medicinais da Republica de Camardes para testar sua atividade antibacteriana
usando método de microdiluigdo de caldo contra 36 cepas bacterianas MDR
incluindo E. coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, K. pneumoniae,
Providencia stuartii, P. aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos
destacaram o potencial antibacteriano das plantas testadas e o possivel uso de

Euphorbia prostrata para combater infec¢des bacterianas, incluindo fenétipos MDR.
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Arora e Sood (2017) analisaram in vitro o efeito antimicrobiano de folhas de
Gymnema sylvestre contra 13 patdégenos e verificaram que G. sylvestre pode ser
uma fonte potencial de desenvolvimento de metabdlitos contra patégenos de
importancia clinica como P. aeruginosa, C. albicans, E. coli, S. aureus. e, ainda, ndo
foram nem mutagénicos nem citotoxicos, como revelado pelo ensaio Ames e MTT.
Bahiense et al. (2017) avaliaram as propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
antimicrobianas in vitro de Sambucus australis. O extrato etandlico das folhas exibiu
atividade antibacteriana contra Salmonella typhimurium (MIC 250 pug / mL) e K.
pneumoniae (MIC 250 pg / mL), bem como efeitos anti-inflamatoérios relevantes.
Rajasekharan et al. (2017) investigaram o efeito inibitdrio do extrato de raiz de
bardana (BRE) e do acido clorogénico (CGA, um componente de BRE) em isolados
clinicos de K. pneumoniae. BRE e CGA exibiram significativa atividade antibiofilme
contra K. pneumoniae demonstrando potencial uso em estratégias antibiofilmes
contra infec¢des persistentes por K. pneumoniae.

Um estudo piloto realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
avaliou a atividade antimicrobiana de oito diferentes tipos de extratos glicdlicos,
sendo eles: Gymnema sylvestre, Hamamelis virginiana L, Juglans regia L, Persea
americana, Pfaffia paniculata K, Rosmarinus officinalis L, Stryphnodendron
barbatiman e Thymus vulgaris. Segundo resultados obtidos nesse estudo, o0s
extratos glicélicos de Persea americana (extrato de abacateiro) e Hamamelis
virginiana (extrato de hamamélis) obtiveram melhor ag¢do antimicrobiana contra a
cepa-padrao e trés cepas clinicas multirresistentes de K. pneumoniae.

Diante do cenéario mundial de resisténcia bacteriana, dos altos custos para o
sistema de saude e da pouca efetividade dos farmacos atuais surge uma demanda
por estudos envolvendo extratos de plantas que tém demonstrado potencial
antimicrobiano. Neste contexto, este estudo pretende explorar a acdo dos extratos
de P. americana e H. virginiana sobre formas plactonicas e biofiimes de cepas

multirresistentes de K. pneumoniae e P. aeruginosa.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sood%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28587443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajasekharan%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27974734
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana, dos
extratos glicdlicos de Persea americana (extrato de abacateiro) e Hamamelis
virginiana (extrato de hamameélis) sobre formas plancténicas e biofilmes monotipicos

de cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

2.20bjetivos especificos

a) avaliar a atividade antimicrobiana do extrato natural de Persea americana
e Hamamelis virginiana sobre cepa-padrdo (ATCC) e cepas clinicas
multirresistentes de Klebsiella pneumoniae e de Pseudomonas
aeruginosa em cultura plancténica, verificando a concentracao inibitoria

minima e concentracdo microbicida minima (CIM e CBM);

b) avaliar a atividade antibiofilme dos extratos de hamamélis e de abacateiro
sobre cepa-padrdao (ATCC) e cepas clinicas multirresistentes de K.

pneumoniae e de P. aeruginosa, no tempo de contato de cinco minutos.
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3 MATERIAL E METODOS

Os extratos de Persea americana e Hamamelis virginiana foram adquiridos
comercialmente das empresas Seiva Brazilis (Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e
Mapric (Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil), com os devidos laudos e especificagbes. Os
extratos foram preparados em propilenoglicol, na concentracdo de 200 mg/mL a
partir dos talos e folhas do abacateiro e das folhas de hamameélis, respectivos laudos
em anexo A e B.

As cepas de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) de K.
pneumoniae (ATCC 4352) e de P. aeruginosa (ATCC 15442) séo provenientes do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia, Curso de Odontologia — ICT/UNESP. As
8 cepas clinicas de K. pneumoniae e de P. aeruginosa resistentes aos
antimicrobianos convencionais (conforme indicado na Tabela 1) foram cedidas pelo
Laboratério Médico do Grupo Policlin (Bioclin). Tanto a identificacdo como o
antibiograma das cepas foram realizados pelo sistema semi-automatizado
MicroSCAN 4. Trata-se de um método de microdiluicdo em caldo com reacdes
bioguimicas e leitura Optica das placas.

Para exclusao de contaminacao das cepas, as mesmas foram semeadas em
agar MacConkey (Kasvi, Italia) e incubadas por 24 h em estufa bacteriolégica a
37°C. Passado o periodo de incubacao foi verificada a coloracdo e morfologia das
coloénias além da coloracdo do meio de cultura, onde K. pneumoniae apresentou
colonias réseas e P. aeruginosa apresentou col6nias verdes esbranquicadas, com
alteracdo na coloracdo do meio, tornando-o amarelado devido a alteracdo de pH e
sua incapacidade de fermentacao da lactose, como mostra a Figura 1.

O perfil de resisténcia dos sete isolados clinicos de K. pneumoniae e P.

aeruginosa esté indicado na Quadro 1.
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Quadro 1 — Perfil de resisténcia dos sete isolados clinicos de K. pneumoniae e P.

aeruginosa frente a antimicrobianos convencionais

K. pneumoniae P. aeruginosa
631439 493715
714810 636344
Antibiéticos Convencionais 758663 136030
820195 Cepa3
821924 Cepa 4
884724 Cepa?7
888251 Cepa¥
Amicacina SEN SEM
Acido Clavulanico + Amoxicilina RES -
Ampicilina RES -
Ampicilina + Sulbactam RES -
Aztreonam RES RES
Cefepime RES RES
Cefotaxima RES -
Ceftazidima RES SEM
Cefuroxime RES -
Ciprofloxacina RES RES
Colistina RES SEM
Gentamicina RES SEM
Ertapenem RES -
Imipenem RES RES
Levofloxacino RES RES
Meropenem RES RES
Piperacilina + Tazobactam RES RES
Tigeciclina SEN -
Tobramicina RES SEM
Trimetropim/Sulfa RES -

Legenda: SEN — Sensivel, INT — Intermediario e RES — Resistente. Dados fornecidos pelo sistema
MicroSCAN 4, provenientes do laboratério Bioclin, Sao José dos Campos — SP.

Em vermelho: microorganismo resistente aos carbapenémicos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 1 — Cepa de Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa semeadas

em agar MacConkey para exclusdo de contaminacao

Legenda: Na primeira figura, observa-se coldnias mucoides réseas; Na segunda figura, observa-se
colbnias verdes esbranquigadas com altera¢édo da coloragao do meio.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1 Atividade antibacteriana pelo teste de microdiluicdo em caldo

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos foi realizada sobre
cepa-padrdo de K. pneumoniae (ATCC 4352) e cepa-padrdao de P. aeruginosa
(ATCC 15442), bem como sobre 7 cepas clinicas multirresistentes de cada micro-
organismo.

Para a determinacdo das concentracdes inibitorias minimas (CIM) e
bactericida minima (CBM) dos extratos de abacateiro e hamamélis foi adotado o
método de microdiluicdo em caldo, segundo o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), norma M07-A10 (M07-A10, 2015).

Primeiramente, K. pneumoniae e P. aeruginosa (ATCC e multirresistentes)
foram cultivadas em agar Brain Hearth Infusion (Himedia, Mumbai, india) por 24 h a
37°C. Em seguida, foi preparada uma suspensdo em solucdo salina estéril (NaCl
0,9%), cuja turbidez foi ajustada a 10° UFC/mL (unidades formadoras de coldnia por

mililitro) em espectrofotémetro (Micronal, Sdo Paulo, Brazil).
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A microdiluicdo dos produtos vegetais foi realizada em placas de 96 pocos
(TPP, Trasadingen, Suica), onde cada extrato foi diluido em caldo Mueller Hinton
(Himedia, Mumbai, india). Para isso 100 pyL de meio de cultura foram adicionados
em 10 pogos de cada grupo experimental, apds 100 puL do respectivo extrato foi
adicionado apenas no primeiro po¢o de cada grupo, de onde foi iniciada uma série
de diluicbes (1:2) até a décima diluicdo. Todos o0s grupos experimentais foram
testados em duplicata.

Apo6s o processo de microdiluicdo, foi adicionado em todos os pogos 100 L
da suspensao padronizada de micro-organismo, com a respectiva cepa teste. Com
isso, o indculo de K. pneumoniae e de P. aeruginosa alcancou a concentracao
aproximada de 5 x 10° UFC/mL e a concentracgéo do extrato foi diluida de 100 a 0,19
mg/mL. As concentraces em porcentagem (%) e miligrama por mililitro (mg/mL)

utilizadas de cada extrato estdo apresentadas na Quadro 2.

Quadro 2 — Concentracfes dos extratos no teste de microdiluicdo em caldo

Concentragdes testadas (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10% 5% 2,5% 1,25% | 0,625% | 0,312% | 0,156% | 0,078% | 0,039% | 0,019%
100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Legenda: Os numeros de 1 a 10 representam 0s pocos da microplaca seguido pelas respectivas
concentracbes do extrato aplicado. Os ndmeros em porcentagem indicam o percentual de
concentracao do extrato, aplicado no teste de microdiluicdo em caldo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apés incubagdo de 24 h, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada na ultima diluicAo da microplaca, em que ndo foram observadas
turvacoes.

Para determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) foram
semeados 10 pL da CIM, bem como 10 pL de uma concentracdo acima e de uma

concentracéo abaixo dela em &gar BHI, apos as placas foram inclinadas para que as
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gotas semeadas escorressem e formassem um rastro, para melhor visualizacdo do
crescimento das col6nias. Apos 48 h de incubacéo a 37°C, a CBM foi determinada
na menor concentracdo em que nao foi observado o crescimento de colonias
(conforme demonstrado na Figura 2).

Figura 2 — Placas ap0s semeadura e incubacgdo para verificacdo da concentracao

bactericida minima (CBM)

Legenda: Tragos em vermelho (ndmeros de 4 a 8) indicam o crescimento do micro-organismo nas
respectivas concentracdes do extrato aplicado a microplaca de 96 pocos; os nimeros de 1 a 3
representam as concentracdes do extrato em que ndo houve crescimento das colbnias, sendo 1 =
100 mg/mL, 2 =50 mg/mL e 3 = 25 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos

A avaliacdo da atividade antibiofilme dos extratos foi realizada sobre 1 cepa-
padrao de K. pneumoniae (ATCC 4352) e 1 cepa-padrao de P. aeruginosa (ATCC
15442), bem como para 7 cepas clinicas multirresistentes de cada micro-organismo.

Inicialmente, as cepas foram cultivadas em agar BHI (Himedia, Mumbai,
india) por 24 h a 37°C cada. Apds o periodo de incubac&o, algumas coldnias foram
transferidas para um tubo estéril com solucao salina estéril a 0,9%, posteriormente a
turbidez desta suspensdo foi ajustada a 10’ UFC/mL, com auxilio de
espectrofotometro (Micronal).

Apbs o preparo da suspensao padronizada de cada cepa, as mesmas foram
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distribuidas em microplacas de 96 pocos, no volume de 100 uL/pogo, foram
acrescidos, também, 100 pL/pogo de caldo BHI (Himedia, Mumbai, india). A placa foi
levada para incubacéo (37°C) sob agitacéo (75 rpm) por 48 h, e 0 meio de cultura foi
substituido apo6s 24 h de cultivo.

Apos o periodo de 48 h para a formacéo de cada biofilme, este foi colocado
em contato com o0s extratos de abacateiro e hamamélis, separadamente, pelo
periodo de cinco minutos, na concentracdo efetiva predeterminada (CBM) e 2
superiores. Como controle negativo foi utilizado solucdo de clorexidina 0,12% e
controle positivo solucdo salina estéril a 0,9%.

Posteriormente a aplicacdo dos extratos, os biofiimes foram lavados por 3
vezes com solucédo salina estéril (0,9%) e mensurados por dois diferentes testes, em
gue foi avaliada a biomassa do biofilme por meio do teste de cristal violeta e a
viabilidade celular dos micro-organismos por meio do teste de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) 2,5 diphenyltrazolium bromide). Foram realizados dois
experimentos independentes, com 5 repeticbes cada, totalizando n=10 para cada

cepal/extrato.

3.2.1 Avaliagdo da Biomassa pelo teste do cristal violeta

Ap0s aplicagdo dos tratamentos foram adicionados 200 pL/ pogo de metanol
por 20 min para fixagdo do biofilme, em seguida o metanol foi retirado e a placa foi
incubada a 37°C por 24 h, para secagem. Apdés incubacao, foram adicionados 200
uL/ poco de cristal violeta a 1% (V/V) por 5 min, o corante foi retirado, e a seguir
foram realizadas lavagens para a retirada do corante em excesso. Para isso, foram
intercaladas 2 lavagens com solucao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e 1 lavagem com
acido acético a 33% (V/V). Em seguida, a placa foi lida em leitora de microplaca e as

densidades opticas convertidas na biomassa do biofilme.
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3.2.2 Viabilidade celular dos micro-organismos pelo teste de MTT

Depois de submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado
para o teste de MTT (Figura 5). Para isso, foram adicionados 200 pL da solucao de
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), composta por
0,5 mg do sal para cada ml da solucdo. A placa foi incubada ao abrigo da luz em
estufa a 37°C por 1 h. Passado o periodo de incubacao, retirou-se a solucdo de MTT
e foi adicionado 200 pL de Dimetilsuféxido (DMSO), com nova incubagdo em estufa
a 37°C por 10 min. Em seguida, a placa foi encaminhada para uma agitadora de
microplaca por 10 min. ApGs esse processo, a placa foi lida em leitora de microplaca

em 570 nm.

3.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 5.0, em
que foram submetidos ao teste de normalidade, cujos dados que obtiverem
distribuicdo normal foram analisados pelo método ANOVA complementado pelo
Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0.05). Os dados que néo
obtiveram uma distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis

complementado pelo teste de Dunn’s (p<0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antibacteriana pelo teste de microdiluicdo em caldo

O extrato de P. americana (abacateiro) teve acdo antimicrobiana contra a
cepa-padréo e 3 cepas clinicas de K. pneumoniae das 8 cepas avaliadas, e o0 extrato
de H. virginiana (hamameélis) teve acdo antimicrobiana contra a cepa-padréo e 4
cepas clinicas de K. pneumoniae (conforme demonstrado nas Tabelas 1 e 2).

O extrato de abacateiro para as cepas de K. pneumoniae 631439, 758663 e
821924 apresentou CIM de 100 mg/mL, para a cepa 888251 foi de 50 mg/mL e para
cepa-padrdo ATCC 4352 foi de 25 mg/mL. Esse extrato apresentou CBM de 100
mg/mL para as cepas 758663, 821924 e 888251, e para a cepa-padréo foi de 25
mg/mL (Tabela 1). Com relacdo ao extrato de hamamélis, este apresentou CIM de
100 mg/mL para as cepas 758663 e 821924, e de 50 mg/mL para a cepa-padrao
ATCC 4352, e para as cepas 631439 e 888251. Esse extrato apresentou CBM de
100 mg/mL para as cepas 631439, 758663, 821924, 888251 e para a cepa-padrao
de K. pneumoniae (Tabela 2).

Com relacdo as 8 cepas avaliadas de P. aeruginosa, o extrato de P.
americana (abacateiro) teve acdo antimicrobiana contra a cepa-padrdo e 6 cepas
clinicas, ndo demonstrando atividade somente contra a cepa 636344. Com relacao
ao extrato de H. virginiana (hamameélis), este teve acdo antimicrobiana contra a
cepa-padrdo e 6 cepas clinicas, ndo demonstrando atividade somente contra a cepa
136030 (conforme descrito nas Tabelas 3 e 4).

O extrato de abacateiro apresentou CIM de 25 mg/mL para as cepas 493715
e cepa 9, foi de 50 mg/mL para as cepas 3, 4 e 7, e para a cepa-padrao ATCC
15442 de P. aeruginosa. A CBM foi de 50 mg/mL para as cepas 493715, cepa 9 e
cepa-padréo, e foi de 100 mg/mL para as cepas 136030, cepa 3, 4 e 7 (Tabela 3).
Com o extrato de H. virginiana, a CIM foi de 25 mg/mL para as cepas 493715 e cepa
4, foi de 50 mg/mL para a cepa 3, e de 100 mg/mL para as cepas 136030, 636344,
cepa 7, 9 e cepa-padrao. A CBM foi de 25 mg/mL para a cepa 493715, foi de 50
mg/mL para a cepa 4, e de 100 mg/mL para as cepas 636344, cepa 3, 7, 9 e cepa-
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padrao de P. aeruginosa (Tabela 4).

Tabela 1 — Resultados do teste de microdiluigdo com o extrato de abacateiro para 7
cepas clinicas multirresistentes de K. pneumoniae, determinando CIM e CBM

Extrato glicolico de Abacateiro (Persea americana)

Klebsiella pneumoniae CIM CBM
Kp 631439 100 mg/mL Ausente
Kp 714810 Ausente Ausente
Kp 758663 100 mg/mL 100 mg/mL
Kp 820195 Ausente Ausente
Kp 821924 100 mg/mL 100 mg/mL
Kp 829339 Ausente Ausente
Kp 888251 50 mg/mL 100 mg/mL
ATCC 4352 25 mg/mL 25 mg/mL

Nota: CIM = Concentra¢&o inibitéria minima; CBM = Concentracdo bactericida minima.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de hamameélis para 7
cepas clinicas multirresistentes de K. pneumoniae, determinando CIM e CBM

Extrato glicolico de Hamamélis (Hamamelis virginiana)

Klebsiella pneumoniae CIM CBM
Kp 631439 50 mg/mL 100 mg/mL
Kp 714810 Ausente Ausente
Kp 758663 100 mg/mL 100 mg/mL
Kp 820195 Ausente Ausente
Kp 821924 100 mg/mL 100 mg/mL
Kp 829339 Ausente Ausente
Kp 888251 50 mg/mL 100 mg/mL
ATCC 4352 50 mg/mL 100 mg/mL

Nota: CIM = Concentracdo inibitéria minima; CBM = Concentragao bactericida minima.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de abacateiro para 7
cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa, determinando CIM e CBM

Extrato glicAlico de Abacateiro (Persea americana)

Pseudomonas aeruginosa CIM CBM

Pa 136030 100 mg/mL 100 mg/mL
Pa 493715 25 mg/mL 50 mg/mL
Pa 636344 Ausente Ausente
Pa cepa 3 50 mg/mL 100 mg/mL
Pa cepa 4 50 mg/mL 100 mg/mL
Pacepa7 50 mg/mL 100 mg/mL
Pacepa9 25 mg/mL 50 mg/mL

ATCC 15442 50 mg/mL 50 mg/mL

Nota: CIM = Concentragéo inibitéria minima; CBM = Concentracdo bactericida minima.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 — Resultados do teste de microdiluicdo com o extrato de hamameélis para 7
cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa, determinando CIM e CBM

Extrato glicélico de Hamamélis (Hamamelis virginiana)

Pseudomonas aeruginosa CIM CBM

Pa 136030 100 mg/mL Ausente
Pa 493715 25 mg/mL 25 mg/mL
Pa 636344 100 mg/mL 100 mg/mL
Pa cepa 3 50 mg/mL 100 mg/mL
Pa cepa4 25 mg/mL 50 mg/mL
Pa cepa7 100 mg/mL 100 mg/mL
Pa cepa9 100 mg/mL 100 mg/mL

ATCC 15442 100 mg/mL 100 mg/mL

Nota: CIM = Concentracéo inibitéria minima; CBM = Concentragao bactericida minima.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Avaliacdo da Biomassa pelo teste do cristal violeta

Apés o tratamento com o0s extratos de abacateiro e de hamamélis, nas
concentragdes equivalentes a 200 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL, os resultados
obtidos da avaliacdo da biomassa pelo teste do cristal violeta dos biofilmes formados
pelas 8 cepas de K. pneumoniae foram demonstrados nas Figuras 6 a 13, e pelas 8
cepas de P. aeruginosa, nas Figuras 14 a 21.

O extrato de abacateiro, na concentragdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo na biomassa formada pela cepa-padréo e por 6 das 7 cepas clinicas de K.
pneumoniae, ndo demonstrando reducdo somente para a cepa 714810. Para a
concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato demonstrou reducdo de biomassa em 5
das 8 cepas avaliadas de K. pneumoniae, ndo demostrando, portanto, reducédo na
biomassa para as cepas 631439, 714810 e 829339. Os resultados encontrados para
a concentracdo de 50 mg/mL foram semelhantes aos obtidos para a concentracdo
de 100 mg/mL, porém ndo houve reducdo na biomassa formada também pela cepa
padréo.

Ja o extrato de hamamélis, na concentragdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo na biomassa formada pela cepa-padrédo e por 6 das 7 cepas clinicas de K.
pneumoniae, ndo demonstrando reducdo somente para a cepa 714810, assim como
os resultados obtidos para o extrato de abacateiro. Para a concentracdo de 100
mg/mL, esse extrato demonstrou reducao de biomassa em 4 das 8 cepas avaliadas
de K. pneumoniae, ndo demostrando reducédo na biomassa para as mesmas cepas
gue nao apresentaram reducdo também com o extrato de abacateiro (631439,
714810, 829339), e para a cepa 821924. Para a concentracdo de 50 mg/mL, esse
extrato também demonstrou reducdo de biomassa em 4 das 8 cepas avaliadas de K.
pneumoniae, ndo demostrando reducdo para a cepa-padrédo e para as cepas
631439, 714810 e 829339.

Conforme demonstrado pelas Figuras 14 a 21, o extrato de abacateiro, na
concentracdo de 200 mg/mL, demonstrou reducdo na biomassa formada pela cepa-
padrdo e por 6 das 7 cepas clinicas de P. aeruginosa, ndo demonstrando reducao

somente para a cepa 636344. Para a concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato
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demonstrou reducdo de biomassa em 6 das 8 cepas avaliadas, ndo demostrando,
portanto, reducdo na biomassa para a cepa-padrdo e para a cepa 636344. Os
resultados encontrados para a concentracdo de 50 mg/mL demonstraram reducao
de biomassa em apenas 3 das 8 cepas avaliadas, ndo demostrando reducdo na
biomassa formada pela cepa padréao e pelas cepas 636344, cepa 3,7 e 9.

J4 o extrato de hamamélis, na concentracdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo na biomassa em todas as 8 cepas avaliadas de P. aeruginosa. Para a
concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato demonstrou reducdo de biomassa em 7
das 8 cepas avaliadas, ndo demostrando reducéo na biomassa somente para a cepa
636344. Os resultados para a concentracdo de 50 mg/mL demonstraram reducao de
biomassa em 5 das 8 cepas avaliadas, ndo demostrando reducdo na biomassa para

as cepas 636344, cepa 7 e 9.

4.3 Viabilidade celular dos micro-organismos pelo teste de MTT

A avaliacédo da viabilidade celular das 8 cepas avaliadas de K. pneumoniae
(Figuras 6 a 13), na presenca dos extratos de abacateiro e de hamamélis, foi
demonstrada pela relacdo entre a concentracdo dos extratos (mg/mL) e a
porcentagem de células viaveis desses micro-organismos.

O extrato de abacateiro, na concentracdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo na viabilidade celular em todas as cepas avaliadas de K. pneumoniae. Para
a concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato demonstrou reducdo estatisticamente
significante na viabilidade celular em somente 3 das 8 cepas avaliadas de K.
pneumoniae, ndo demostrando, portanto, reducdo para as cepas 758663, 820195,
821924, 829339 e 888251. Os resultados para a concentracdo de 50 mg/mL foram
semelhantes aos obtidos para a concentracdo de 100 mg/mL, porém para essa
concentracéo, também nédo houve redugédo de biomassa para a cepa 631439.

Ja o extrato de hamamélis, na concentragcdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo estatisticamente significante na viabilidade celular em todas as cepas
avaliadas de K. pneumoniae. Para a concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato

demonstrou reducao estatisticamente significante na viabilidade celular em 5 das 8
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cepas avaliadas de K. pneumoniae, ndo demostrando, portanto, reducdo para as
cepas 631439, 758663 e 829339. Os resultados para a concentracao de 50 mg/mL
demonstraram reducéo na viabilidade celular em somente 2 das 8 cepas avaliadas
de K. pneumoniae, ndo demostrando, portanto, reducéo de biomassa para as cepas
631439, 714810, 758663, 820195, 821924 e 829339.

A avaliacdo da viabilidade celular das 8 cepas avaliadas de P. aeruginosa
(Figuras 14 a 21), na presenca dos extratos de abacateiro e de hamameélis, foi
demonstrada pela relacdo entre a concentracdo dos extratos (mg/mL) e a
porcentagem de células viaveis desses micro-organismos.

O extrato de abacateiro, na concentracdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo estatisticamente significante na viabilidade celular na cepa-padrdo e em 5
das 7 cepas clinicas de P. aeruginosa, ndo demonstrando reducdo apenas para as
cepas 7 e 9. Para a concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato demonstrou redugao
de biomassa em 7 das 8 cepas avaliadas de P. aeruginosa, ndo demostrando,
portanto, reducdo na biomassa para a cepa 9. Os resultados para a concentracéo de
50 mg/mL foram semelhantes aos obtidos para a concentracdo de 100 mg/mL.

Ja o extrato de hamamélis, na concentragdo de 200 mg/mL, demonstrou
reducdo estatisticamente significante na viabilidade celular em todas as cepas
avaliadas de P. aeruginosa. Para a concentracdo de 100 mg/mL, esse extrato
demonstrou reducéo de biomassa em 7 das 8 cepas avaliadas de P. aeruginosa,
nao demostrando, portanto, reducéo na biomassa para a cepa 7. Os resultados para
a concentracao de 50 mg/mL demonstraram reducdo na viabilidade celular em 6 das
8 cepas avaliadas de P. aeruginosa, ndo demostrando, portanto, reducdo de

biomassa para as cepas 7 e 9.
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Figura 6 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.

pneumoniae ATCC, apdés tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamameélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.

pneumoniae 631439, apOs tratamento com o0s extratos de Abacateiro e de

Hamameélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.

pneumoniae 714810, apOs tratamento com o0s extratos de Abacateiro e de

Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.

pneumoniae 758663, apds tratamento com os extratos de Abacateiro e de

Hamameélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.

pneumoniae 820195, apOs tratamento com o0s extratos de Abacateiro e de

Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11 — Avaliagdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.
pneumoniae 821924, apds tratamento com os extratos de Abacateiro e de

Hamamélis
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Figura 12 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.
pneumoniae 829339, apOs tratamento com o0s extratos de Abacateiro e de

Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de K.
pneumoniae 888251, apds tratamento com o0s extratos de Abacateiro e de

Hamamélis
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Figura 14 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa ATCC, apos tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa 136030, apds tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamameélis
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Figura 16 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa 493715, apds tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamameélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Avaliagdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa 636344, apds tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamameélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa cepa 3, apos tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 — Avaliagdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa cepa 4, apos tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamamélis
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Figura 20 — Avaliacdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa cepa 7, apos tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamamélis
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 — Avaliagdo da biomassa (%) em biofilme e da viabilidade celular de P.

aeruginosa cepa 9, apos tratamento com os extratos de Abacateiro e de Hamamélis
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5 DISCUSSAO

Apesar de compor a microbiota residente do trato gastrointestinal, a espécie
Klebsiella pneumoniae € um importante patégeno oportunista Gram-negativo,
causando principalmente infeccbes do trato urinario, infeccbes respiratorias e
bacteriemia, além dos elevados indices de resisténcia aos farmacos antimicrobianos
convencionais (Bowers et al., 2016; Rahim et al., 2016). Essa problematica mundial
pode ser observada no trabalho de Guo et al. (2016) em que foi constatado que 20%
dos isolados clinicos de K. pneumoniae jA sdo resistentes aos antibiéticos
disponiveis. Diante desse cenario, 0s extratos naturais tém mostrado importante
papel antimicrobiano, seja por sua acao isolada ou concomitante a administracao de
antibidticos ja existentes (Hemaiswaryaa et al., 2008; Hong et al., 2015).

As infec¢cdes nosocomiais causadas por Pseudomonas aeruginosa sao
frequentemente dificeis de serem tratadas, devido a resisténcia intrinseca da
espécie (Strateva, Yordanov, 2009). Relatos mundiais tém documentado a
problematica de isolados clinicos de P. aeruginosa multirresistente aliada a elevados
indices de morbidade e mortalidade (Neves et al., 2011).

Os resultados desse estudo demonstrararm que 0S extratos naturais
possuem atividade antimicrobiana contra K. pneumonie e P. aeruginosa, patdgenos
gue apresentam grandes resisténcia a diferentes antibioticos (Hemaiswaryaa et al.,
2008; Hong et al., 2015). E notavel que esse seja um estudo pioneiro, uma vez que
verifica a agdo antimicrobiana dos extratos de Hamamelis e Abacateiro sobre cepas
gue demonstraram um poder de resisténcia para os carbapenémicos testados.

No presente estudo, o extrato de H. virginiana (hamamélis) apresentou acao
antimicrobiana contra a cepa-padrdo e 4 cepas clinicas de K. pneumoniae. Apesar
de ser considerado um antisséptico, poucos estudos até o momento avaliaram a
atividade antimicrobiana deste extrato. Com relacdo ao extrato de P.
americana (abacateiro), este teve acdo antimicrobiana contra a cepa-padrdo e 3
cepas clinicas de K. pneumoniae das 8 cepas avaliadas. Poucos trabalhos avaliaram
a acdo desse extrato sobre cepas clinicas resistentes de K. pneumoniae, como

realizado em nosso estudo. Nas concentracdes testadas, estudos mostram que
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tanto os extratos de Hamamélis quanto de Abacateiros ndo apresentam
citotoxicidade para as células (Amendola et al., 2015; Jesus et al. 2015).

Segundo achados de Akinpelu et al. (2015) e Jesus et al., (2015) o extrato
de P. americana demonstrou potencial atividade antibacteriana in vitro contra cepas
de Bacillus cereus e atividade antibiofiime de Candida albicans, respectivamente,
corroborando com nosso trabalho que apesar de n&o serem 0 mesmo
microorganismos, também demonstrou uma significativa reducdo de biomassa do
biofilme, bem como diminuic&o na atividade metabdlica do microorganismo.

Estudos realizados por Falodun et al. (2014) revelaram as atividades
antibacteriana e antiplasmodial in vitro para trés extratos vegetais testados, dentre
eles o de abacateiro. O extrato demostrou atividade antifingica contra Cryptococcus
neoformans e também demonstrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Embora sejam microorganismos diferentes
dos testados no nosso trabalho, ambos tiveram resultados que corroboram com os
resultados encontrados no nosso trabalho.

Idris et al. (2009) verificaram que o extrato de P. americana a base de
metanol obtiveram valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) contra cepas
clinicas de K. pneumoniae, sendo seu crescimento inibido com 30 mg/mL desse
extrato. No presente estudo, verificamos a acao bactericida do extrato glicolico de P.
americana sobre a cepa-padrdo e algumas cepas clinicas de K. pneumoniae e de P.
aeruginosa, tanto nas concentragdes de 200 mg/mL , como nas de 100 mg/mL e de
50 mg/mL de extrato.

A acado dos extratos de Pfaffia paniculata K., Juglans regia L. e Rosmarius
officinalis L. foi avaliada contra a forma planctonica e em biofime de Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352) a uma concentracdo de 200 mg/mL. Esses extratos
demonstraram a¢do microbicida na forma plancténica, mas apenas P. paniculata K.
e R. officinalis L. foram eficazes contra o biofilme formado pela cepa-padrédo de K.
pneumoniae (Ramos et al.,, 2016). Esses resultados corroboram os resultados
obtidos no nosso estudo, em que os extratos de abacateiro e hamamélis, nessa
concentracdo, demonstram acdo microbicida e atividade antibiofiime tanto pela
cepa-padrdo, como pelas cepas clinicas de K. pneumoniae, porém em nosso estudo
os extratos de hamamélis e abacateiro também apresentaram acao microbicida e

antibiofilme nas concentracdes de 100 mg/mL e 50 mg/mL.
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O trabalho desenvolvido por Tchana et al. (2014), cujo objetivo foi avaliar as
atividades antibacterianas in vitro de algumas plantas medicinais da Republica de
Camardes contra bactérias Gram-negativas multirresistentes (MDR), demonstrou
fraca atividade antibacteriana pela maioria das plantas estudadas, dentre elas o
extrato de Persea americana. Segundo os autores, 0s resultados podem ter ocorrido
devido as caracteristicas de resisténcia das cepas bacterianas estudadas. No
entanto, nosso estudo obteve resultados significativos com relacdo a atividade
antimicrobiana demonstrada por esse extrato contra cepas clinicas multirresistentes
de K. pneumoniae e P. aeruginosa, tanto na avaliacdo da reducdo de biomassa,
como na reducgao da viabilidade celular desses micro-organismos.

A atividade antibacteriana de extratos vegetais da familia Lamiaceae foi
avaliada contra isolados clinicos de bactérias Gram-negativas multirresistentes pela
técnica de microdiluicdo em caldo, cujos resultados demonstraram tal atividade
contra, pelo menos, duas espécies bacterianas avaliadas (Assis et al., 2018), entre
as espécies estudadas estdo K. pneumoniae e P. aeruginosa, resultados que se
assemelham aos encontrados em nosso estudo.

O extrato hamamélis tiveram acdo antimicrobiana contra cepa-padréo e 6
cepas clinicas de P. aeruginosa das 8 cepas avaliadas, indicando bons resultados
antimicrobianos. Estes resultados concordam com Lauk et al. (2003) que embora
tenha analisado o extrato metanolico de hamamélis sobre bactérias anaerobias e
aerdbias facultativas presentes em doencas periodontais, demonstraram atividade
inibitéria, sendo capaz de diminuir significativamente os patdégenos residentes na
cavidade bucal, cujos micro-organismos apresentam resisténcia intrinseca a varios
antibioticos usados na odontoterapia.

Rocasalbas et al. (2013) avaliou hidrogéis constituidos por compostos
fendlicos presentes na planta Hamamelis virginiana e os resultados demonstraram
atividade antibacteriana contra cepas multirresistentes de P. aeruginosa e S. aureus.
Em nosso estudo, avaliou-se o extrato glicolico de H. virginiana, porém também
observamos atividade antibacteriana contra cepas clinicas multirresistentes de P.
aeruginosa.

O objetivo dos estudos de Khan et al. (2018) foi avaliar o potencial anti-
infeccioso in vitro de nove plantas utilizadas no tratamento de doencas infecciosas e

inflamatorias contra espécies multirresistentes (MDR), como E. faecium, S. aureus,
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K. pneumoniae, A. baumanii, P. aeruginosa e Enterobacter. Os extratos foram
avaliados quanto a inibicdo do crescimento desses patdgenos e a atividade
antibiofilme. Cinco das nove plantas medicinais avaliadas nesse estudo exibiram
atividade antibacteriana contra, pelo menos, um patégeno MDR, em concentracdes
nao prejudiciais aos queratindcitos humanos, apesar de utilizarem nesse estudo K.
pneumoniae e P. aeruginosa o trabalho ndo avaliou nenhum dos extratos presentes
em nosso estudo, mas assim como no nosso trabalho também obtiveram resultados
positivos com o0s extratos testados, diante do cenario mundial com a grande
preocupacdo em encontrar farmacos para combater esses patdgenos
multirresistentes, as plantas medicinais mostram-se promissoras no combate a
micro-organismos, por apresentarem propriedades antimicrobianas eficazes, o que
reitera a proposta do nosso estudo.

A manutencdo da arquitetura de biofiimes pode ser assegurada pela
formacao de canais e colunas, que permitem a passagem de nutrientes e oxigénio
para toda a comunidade microbiana (Xavier, 2005), em nosso estudo os extratos de
hamamélis e abacateiro foram capazes de reduzir a biomassa do biofilme de 3
cepas clinicas multirresistes e 1 cepa ATCC de K. pneumoniae e 6 cepas clinicas
multirresistentes e 1 cepa ATCC de P. aeruginosa. Demonstrando um resultado
significativo, especialmente diante do impacto negativo que a infeccdo por esses
microorganismos causam por estarem associados ao aumento da mortalidade.

Estudos de Mouchrek Junior et al. (2015) avaliaram a atividade antibiofilme
de vérios enxaguatérios bucais comerciais, em que H. virginiana demostrou
significativa reducdo do biofilme dentario. No entanto, ndo foram descritas as
espécies de micro-organismos que sofreram este efeito, sendo avaliado apenas, o
aspecto clinico do biofilme formado. Poucos estudos demonstraram uma atividade
antimicrobiana de amplo espectro nos enxaguatorios bucais, eficazes tanto contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como contra o género Mycobacterium,
bactérias anaerdbias, esporos e fungos do género Candida (Bugno et al., 2007).

O fato de algumas cepas nédo apresentarem reducdo da biomassa do
biofilme pode estar associada a capacidade de aderéncia dessas bactérias em
dispositivos meédicos, que sdo necessarios para a manutencao da vida na grande
maiora dos pacientes internados nas unidades de terapia intensiva (Du et al., 2016).

Porém apesar desse fato, houve uma reducdo acentuada do percentual de
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viabilidade celular em todas as cepas utilizadas de K. pneumoniae e 4 cepas clinicas
multirresistentes e 1 cepa ATCC de P. aeruginosa na presenca de ambos 0s

extratos utilizados no trabalho.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, os extratos glicélicos de H. virginiana (hamamélis) e P.
americana (abacateiro) apresentaram acao antimicrobiana, resultando em
concentracbes com capacidade bactericida e significativa reducdo dos biofilmes
formados pelas cepas multirresistentes e ATCC de K. pneumoniae e P. aeruginosa.
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ANEXO A — Laudo do Extrato Glicélico de Hamamélis
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EXTRATO GLICOLICO DE HAMAMELIS (HG)

Nome Cientifico: Hamamelis virginiana L. / Hamameliaceae
INCI: Hamamelis Virginiana Leaf Extract

N2 CAS: 84696-19-5

Parte Utilizada: Folhas

Férmula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

Tanino pirogalico (hamamelitanino); pouco éleo essencial; saponina acida; colina; acidos graxos;
mucilagem e pectina.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS:

O Extrato Glicélico de Hamamélis tem agdo adstringente, vasoprotetora, vasoconstritora,
descongestionante, antioleosidade, anti-acnéica. Indicado nas afec¢Ges venosas como varizes,
flebites, hemorrdidas; em preparacdes para oleosidade excessiva da pele e do couro cabeludo.
Poderd ser incorporado em cremes, lo¢cdes cremosas, hidroalcodlicas ou tonicas, em shampoos,
géis, sabonetes, mascaras faciais, lo¢des de limpeza, produtos pds-barba e outros produtos
cosméticos em concentragdes de até 10%. Uso Externo.

Atencao: O Extrato Glicélico de Hamamélis deve ser adicionado no final da preparacdo cosmética,
com o produto em temperatura abaixo de 45°C.

ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor. Prazo de
validade: 36 meses a partir da data de fabricacao.

Obs.:

*  Podera ocorrer formacgdo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
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* Alterag0es da cor sdo esperadas por modificagdes dos compostos coloridos das plantas.
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ANEXO B — Laudo do Extrato Glicélico de Abacateiro
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EXTRATO GLICOLICO DE ABACATEIRO (HG

Nome Cientifico: Persea Gratissima Gaertner
INCI: Persea Gratissima Leaf Extract

N 2 CAS: 84695-98-7

Parte Utilizada: Talo e Folhas.

Férmula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

Substancias amargas (asocatina); flavonédides; quercetina; beta-sitosterol; hepta alcool (perseitol,
do qual D-perseitol é o principio ativo); éleo essencial (estragol e anetol).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicélico de Abacateiro tem ag3o hidratante, calmante e suavizante. E também indicado
para peles e cabelos secos e ressecados. Podera ser incorporado em cremes, logdes cremosas,
hidroalcodlicas ou ténicas, em shampoos, géis, cremes para banho e outros produtos cosméticos.

Indicado para uso externo em concentragdo de até 10%.

Atengdo: O Extrato Glicdlico de Abacateiro deve ser adicionado no final da preparagao
cosmética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricac¢do.

Obs.:
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e Poderd ocorrer formacgado de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem
alterar as propriedades.

e Alteragdes da cor sdo esperadas por modificacdes dos compostos coloridos das
plantas.
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