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RESUMO

Santos PB. Acdo antimicrobiana de extratos de gengibre (Zingiber officinale) e quilaia
(Quillaja saponaria) isolados e associados sobre Pseudomonas aeruginosa resistente
a antibioticos [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

Extratos de plantas tém demonstrado diversos efeitos positivos para a saude,
incluindo acao antimicrobiana, no entanto, o uso clinico da fitoterapia ainda é discreto,
de modo que mais estudos sobre os efeitos benéficos do sinergismo farmacoldgico
de extratos poderiam contribuir para sua aplicacdo terapéutica. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos dos extratos glicélicos de gengibre (EG) e quilaia (EQ)
isolados e em associacao sobre 7 cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa e uma
cepa padrdo em forma planctbnica e biofiilmes monotipicos. Para a analise
antimicrobiana sobre cultura plancténica foram feitos testes para determinacdo de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
(CLSI, M07-A9) dos extratos isolados, além do indice de Concentracdo Inibitoria
Fracionada (ICIF) e do indice de Concentracdo Microbicida Fracionada (ICMF) para
0s extratos combinados. A analise estatistica foi feita com método ANOVA e teste de
Tukey para dados com distribuicdo normal e Kruskall-Wallis com Teste de
Comparacédo Multipla de Dunn para dados sem distribuicdo normal (significancia de
5%). Para cepa padrao foram determinadas CIM igual a 3,12 mg/mL e CMM igual a
6,25 mg/mL para ambos os extratos. Para cepas clinicas as CIM do EG foram 3,12 ou
6,25 mg/mL e de EQ 1,56 ou 3,12 mg/mL, enquanto os valores de CMM foram de 6,25
mg/mL para EG e de 1,56, 3,12 ou 6,25 mg/mL para EQ. Os resultados de ICIF
indicaram 15 associacdes sinérgicas e 4 associacfes aditivas dos extratos contra a
cepa padrao e, dentre cepas clinicas, foram obtidos 15 resultados aditivos. A partir
dos resultados de ICMF foram identificadas 6 associacdes sinérgicas e 1 associacao
aditiva contra a cepa padréo, além de 8 associac6es com efeito aditivo contra cepas
clinicas. A partir dos resultados de testes em culturas planctdnicas foi avaliada a acdo
antibiofilme sobre as cepas em que foram observadas reduc¢des de viabilidade de 36,7
e 34% para o EG (50 e 25 mg/mL) e 51,3 e 51,4% para EQ (25 e 12,5 mg/mL) contra
cepa padrao. As reducdes em cepas clinicas variaram de 43 a 73% com EG e de 36
a 79% para EQ. As associacdes dos extratos promoveram reducdes de viabilidade de
8 a 35% contra 5 das 7 cepas clinicas. Conclui-se que os extratos glicélicos de
gengibre e quilaia apresentam acdo antimicrobiana de forma isolada e combinados
com efeito aditivo sobre a forma plancténica de cepas clinicas resistentes de P.
aeruginosa. De forma isolada, os extratos apresentaram importante acao preventiva
na formacdo dos biofilmes dessas cepas, podendo ser considerados potenciais
fitoterapicos com aplicacdes terapéuticas para o combate das infec¢cdes por P.
aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; biofilme; resisténcia microbiana a
medicamentos; antibacterianos; fitoterapia.



ABSTRACT

Santos PB. Antimicrobial action of isolated and associated extracts of ginger (Zingiber
officinale) and quilaia (Quillaja saponaria) on antibiotic-resistant Pseudomonas
aeruginosa [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Plant extracts have demonstrated several positive health effects, including
antimicrobial action, however, the clinical use of phytotherapy is still discreet, so that
more studies on the beneficial effects of pharmacological synergism of extracts could
contribute to its therapeutic application. The aim of this study was to evaluate the
effects of glycolic extracts of ginger (EG) and quilaia (EQ) alone and in combination on
7 clinical strains of Pseudomonas aeruginosa and a standard strain in planktonic form
and monotypic biofilms. For the antimicrobial analysis on planktonic culture, tests were
performed to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Microbicidal Concentration (MMC) (CLSI, M0O7-A9) of the isolated extracts, in addition
to the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) and the Fractionated
Microbicidal Concentration Index (FICM) for the combined extracts. Statistical analysis
was performed using the ANOVA method and Tukey's test for data with normal
distribution and Kruskall-Wallis with Dunn's Multiple Comparison Test for data without
normal distribution (5% significance). For the standard strain, MIC were determined
equal to 3.12 mg/mL and MMC equal to 6.25 mg/mL for both extracts. For clinical
strains the MIC of EG were 3.12 or 6.25 mg/mL and 1.56 or 3.12 mg/mL of EQ, while
the MMC values were 6.25 mg/mL for EG and 1.56, 3.12 or 6.25 mg/ml for EQ. The
FICI results indicated 15 synergistic and 4 additive associations of the extracts against
the standard strain and, among clinical strains, 15 additive results were obtained. From
the FICM results, 6 synergistic and 1 additive association against the standard strain
were identified, in addition to 8 associations with additive effect against clinical strains.
Based on the results of tests on planktonic cultures, the antibiofilm action were
evaluated on the strains in which viability reductions of 36 and 34% were observed for
EG (50 and 25 mg/mL) and 51% were observed for EQ (25 and 12, 5 mg/mL) against
the standard strain. Reductions in clinical strains ranged from 43 to 73% with EG and
from 36 to 79% for EQ. Associations of extracts promoted viability reductions of 8 to
35% against 5 out of 7 clinical strains. It is concluded that the glycolic extracts of ginger
and quilaia have antimicrobial action in isolation and combined with additive effect on
the planktonic form of resistant clinical strains of P. aeruginosa. Isolated, the extracts
showed an important preventive action in the formation of biofilms of these strains and
may be considered potential herbal medicines with therapeutic applications to combat
P. aeruginosa infections.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; biofilm; drug resistance, microbial; anti-bacterial
agents; phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A disseminacédo de bactérias patogénicas multidroga resistentes (MDR) € uma
das principais causas de preocupacédo global e em 2017 a Organizacdo Mundial da
Saude publicou a lista de patégenos resistentes a antibioticos prioritarios com foco em
espécies Gram-negativas resistentes que representariam maior ameaca a saude
humana por apresentarem habilidades de encontrar novas formas de resistir ao
tratamento, assim como de transferir geneticamente essas caracteristicas (Nasser et
al., 2020; World Health Organization, 2017). A lista foi dividida em trés categorias
(critica, alta e média prioridade) formuladas de acordo com a urgéncia da necessidade
de descoberta de novos antibidticos (World Health Organization, 2017)

Em relacdo as caracteristicas da resisténcia bacteriana a antibiéticos algumas
definicbes foram criadas para que estes patdgenos resistentes relacionados a
assisténcia a saude pudessem ser classificados (Magiorakos et al., 2012). Assim, o
Centro Europeu para a Prevencéo e Controle das Doencgas (ECDC), os Centros para
o Controle e Prevencao das Doencas (CDC) e diversos especialistas desenvolveram
classificacdo com foco em Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.,
Enterobacteriaceae (exceto Salmonella e Shigella), Acinetobacter spp e
Pseudomonas aeruginosa (Magiorakos et al., 2012). Para a classificagcdo apenas a
resisténcia adquirida foi considerada definindo como bactérias MDR (multidroga
resistente, em inglés “multidrug-resistant”) aquelas ndo suscetiveis a pelo menos um
agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos; XDR (extensivamente
resistente a medicamentos, “extensively drug-resistant”) para aquelas ndo suscetiveis
a pelo menos um agente em todas exceto duas ou menos categorias de
antimicrobianos e PDR (pandroga resistente, “pandrug-resistant”) foi definida como
bactéria ndo suscetivel a todos 0s agentes em todas as categorias antimicrobianas
(Magiorakos et al., 2012). E importante ressaltar que, para correta aplicacdo das
definicbes, os isolados em estudo precisam ser testados para todos ou quase todos
0s agentes antimicrobianos disponiveis (Magiorakos et al., 2012).

P. aeruginosa € um bacilo Gram-negativo que se destaca por apresentar nao
s6 mecanismos de resisténcia intrinsecos, mas também adaptativos e adquiridos e P.

aeruginosa resistente a carbepenémicos se encontra no grupo mais critico de
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bactérias multidroga resistentes (MDR), que representa ameaca especialmente em
hospitais e lares de idosos, assim como entre pacientes que utilizam dispositivos
médicos como ventiladores e cateteres sanguineos bastante associados a formacao
de seus biofilmes (Lee, Yoon, 2017; Pang et al., 2019; Skariyachan et al., 2018; World
Health Organization, 2017). Embora em individuos saudaveis s6 cause infeccdes
consideradas leves, P. aeruginosa apresenta capacidade de causar graves infeccoes
em diferentes partes do corpo humano em pacientes com o sistema imunoldgico
comprometido, sendo, por exemplo, uma das principais causas de mortalidade em
pacientes com fibrose cistica (FC) e considerado um patdégeno oportunista que se
adapta a diferentes condicbes ambientais com resisténcia a diversas classes de
antibioticos (Lee, Yoon, 2017).

Além da crescente problematica da resisténcia a antimicrobianos sendo
destacada e discutida ao redor do mundo, em dezembro de 2019, em Wuhan (China),
foi reportada uma nova ameaca a saude humana: a infeccéo por coronavirus (COVID-
19) que se espalhou pelo mundo em pouco tempo e, de acordo com a Organizagao
Mundial da Saude, se tornou uma doenca pandémica em 3 meses (Boozari et al.,
2021; Chong et al., 2021). Além de a infeccéo viral apresentar, de forma isolada, um
grande problema para a saude mundial, a resisténcia bacteriana a antibiéticos foi
considerada como um fardo adicional para o sistema de salde neste novo cenario,
pois a coinfeccdo por coronavirus associada a pneumonia representou problematica
muito além das capacidades e recursos de unidades de saude (Mirzaei et al., 2020),
sendo importante ressaltar que diversos estudos demonstraram coinfec¢cdes de
COVID-19 e P. aeruginosa (dentre outras espécies) alertando também para o
potencial de associacdo entre estes diferentes patdégenos que podem agravar ainda
mais as probleméticas ja presentes na area da saude (Costa et al., 2022; Chong et
al., 2021; Garcia-Vidal et al., 2021; Giacobbe et al., 2020; Lansbury et al., 2020;
Reynolds, Kollef, 2021).

Assim, demonstra-se a importancia clinica de P. aeruginosa como ameaca
critica a saude humana, o que torna de grande interesse o0 estudo de substancias
antimicrobianas que tenham sucesso no combate da espécie. A humanidade tem
utilizado remédios antimicrobianos por milénios antes do desenvolvimento da teoria
dos germes de doencas no século XIX e combater patdgenos resistentes exige um

esforco coordenado global que envolve ndo s6 o desenvolvimento de novos


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Skariyachan+S&cauthor_id=29352409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lansbury%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32473235
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antibioticos convencionais, mas também o desenvolvimento de drogas alternativas
com acao antimicrobiana, o gerenciamento de antimicrobianos existentes e a rapida
deteccdo de patdgenos resistentes a antimicrobianos (Enioutina et al., 2017) e uma
opcéo interessante de estudo para este cenario € a fitoterapia (ou herbalismo na
medicina ocidental), ou seja, 0 uso de plantas ou seus extratos para aplicacdes
medicinais tanto para tratar doencas quanto para promover a saude (Falzon,
Balabanova, 2017; Kim, 2012).

Dentre diversos fitoterapicos disponiveis, destaca-se a potencial acéo
antimicrobiana e antibiofilme de gengibre (Zingiber officinale) e quilaia (Quillaja
saponaria Molina) contra P. aeruginosa resistente a antibioticos visto que produtos
fabricados a partir dessas plantas e suas fracfes ja demonstraram acéo benéfica em
diversas areas da saude, inclusive no combate a microrganismos (Abu El-Wafa et al.,
2020; Chakotiya et al., 2017; Fleck et al., 2019; Kim et al., 2012; Lima et al, 2018;
Sagar et al., 2020; Shukla et al., 2021; Silva et al., 2018; Talebi et al., 2021; Tippel et
al., 2016).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € um organismo Gram-negativo, ubiquo e ambiental (habitando
superficies biodticas e abidticas) normalmente isolado de plantas, frutas, solo, rios,
lagos e piscinas e que pode promover doencas em plantas e animais (Alav et al., 2018;
Azam, Khan, 2019; Lee, Yoon, 2017; Mielko et al., 2019). Em condi¢des especificas
P. aeruginosa pode ser um fator patogénico de infecgbes severas, e frequentemente
oportunistas, em humanos infectando frequentemente as vias respiratorias e o trato
urinario, além de promover infeccdes sanguineas e ser a causa mais comum de
infeccbes em queimaduras, dermatite de banheiras de hidromassagem e infec¢des do
ouvido externo (conhecidas como orelha do nadador) (Mielko et al., 2019).

Microrganismos do género Pseudomonas apresentam alta capacidade de
utilizar substratos variados, assim como alta tendéncia a resisténcia a antibiéticos
(Mielko et al., 2019). Dessa forma, grandes desafios vém sendo enfrentados no
controle da infeccéo por P. aeruginosa, devido a um constante surgimento de cepas
resistentes a antibiéticos, o que aumenta a ocorréncia de doenca e taxa de
mortalidade pelo patégeno (Lee, Yoon, 2017).

Muitos estudos foram desenvolvidos sobre diferentes niveis de organizacao
molecular de P. aeruginosa, fornecendo informacao detalhada sobre sua estrutura
gendmica que conta com aproximadamente 6,5 milhdes de pares de bases (Mpb) que
codificam grande proporcao de enzimas regulatérias importantes para o metabolismo,
transporte e efluxo de componentes organicos (Mielko et al., 2019; Pang et al., 2019).
Em seu extenso genoma, P. aeruginosa possui 5.021 genes, sendo o genoma central
acompanhado por genes presentes em um namero menor de cepas, sendo estimado
que o completo conjunto de genes encontrado em diferentes cepas inclua entre
10.000 e 40.000 genes com diferencas no seu arranjo genémico (Mielko et al., 2019).
Um importante fator para a importancia clinica da espécie em infec¢des hospitalares
€ a sua habilidade de formar biofilmes, ja sendo conhecida a capacidade de, a partir
da conversdo de forma planctbnica para forma de biofime mudar o padrdo de
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expressdo de genes e aumentar a taxa da transferéncia génica lateral em grande

escala (Lee, Yoon, 2017).

2.1.1 Biofilmes de Pseudomonas aeruginosa

A nomenclatura “biofilme” é utilizada desde 1975 e é definida como uma
comunidade de microrganismos que habitam diversas superficies e que sdo cercados
de matrizes extracelulares secretadas pelos préprios microrganismos, assim, o
biofime forma um agregado semelhante a uma membrana de comunidades
microbianas firmemente aderidas a uma superficie e incorporadas em matriz que
constitui sua estrutura basica composta de substancias poliméricas extracelulares:
exopolissacarideos (EPS), acidos nucléicos, proteinas, lipidios e outras biomoléculas
(Lee, Yoon, 2017; Zhang et al., 2020). A descoberta da arquitetura complexa de
bioflmes e a presenca de seus canais de &gua atrairam a atencdo dos
microbiologistas por indicar que os biofiimes ndo sdo apenas uma colecdo de
bactérias, mas uma comunidade microbiana ativamente desenvolvida (Lee, Yoon,
2017).

A formacdo de biofiimes tem sido observada em diferentes espécies
bacterianas patogénicas em ambientes clinicos, domésticos e industriais, sendo a
formacdo da estrutura em dispositivos médicos uma das maiores causas de infeccdes
nosocomiais que podem dificultar o tratamento devido ao crescimento de tolerancia a
antibiéticos em concentracbes mais altas do que aquelas aceitaveis para forma
planctdnica da bactéria, além de maior resisténcia ao sistema imune do hospedeiro
(Alav et al., 2018; Zhang et al., 2020). Em P. aeruginosa o biofilme & considerado
como um dos principais fatores de viruléncia com formas sésseis de crescimento da
espécie descritas desde a década de 1990 e que pode ser desenvolvido em
superficies abiodticas, como implantes médicos ou equipamentos industriais (Lee,
Yoon, 2017; Thi et al., 2020).

Dadas as diferengcas na disponibilidade de nutrientes e oxigénio, 0
crescimento das células bacterianas varia em diferentes regides do biofilme: as

células bacterianas que crescem na regido superficial sGo metabolicamente mais
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ativas, enquanto as células internas crescem mais lentamente (Azam, Khan, 2019). A
maioria dos antimicrobianos beta-lactamicos e aminoglicosideos séo eficazes apenas
contra células em crescimento (metabolicamente ativas), enquanto outros antibioéticos,
como polimixinas, matam células com condi¢bes de crescimento precéarias (Azam,
Khan, 2019). Uma das formas especificas de resisténcia do biofilme é a barreira fisica
proporcionada pela matriz extracelular que retarda a distribuicdo de antibiéticos por
sua estrutura, sendo interessante ressaltar que baixas concentracdes de antibiéticos
matam a maioria das células do biofilme de P. aeruginosa, mas mesmo com aumento
de concentracdo, algumas células ndo sdo mortas formando uma subpopulacao
denominada como células persistentes: variantes fenotipicas que ndo séo
geneticamente resistentes a antibiéticos, mas que apresentam tolerancia a altas
concentracdes desses farmacos e que se proliferam de forma extremamente vagarosa
ou estacionam completamente seu crescimento (metabolicamente menos ativas)
(Azam, Khan, 2019; Lee, Yoon, 2017; Pang et al., 2019).

Embora seja considerado complicado, continuo, dindmico e sem limites
claros, o processo de desenvolvimento do biofilme é geralmente dividido em diferentes
estagios: de adesaolfixacdo inicial, agregacdo, maturacdo e desprendimento ou
liberacdo bacteriana do biofilme (Lee, Yoon, 2017; Zhang et al., 2020). P. aeruginosa
desenvolve biofilmes robustos em que o estagio de fixacdo € mediado por adesinas,
lipopolissacaridios, flagelos, pili do tipo IV e PSL tendo como principal mecanismo
regulatério o quérum sensing (O'Toole et al., 2000; Tolker-Nielsen, 2015). Os pili do
tipo IV sdo apéndices filamentosos retrateis, semelhantes a cabelos, localizados
polarmente na célula e caracterizados por serem estruturas essenciais para o inicio
da infeccdo mediando a motilidade e a adesdo do patégeno (Jurado-Martin et al.,
2021). O PSL é um polissacarideo composto por repeticdes de L-ramnose, D-glicose
e D-manose que aumenta a reticulacdo e a elasticidade da matriz, o que reforca a
estrutura de andaime e promove 0 estabelecimento de microcolénias sendo um
importante componente da matriz para a iniciagdo e manutencéo dos biofilmes de P.
aeruginosa por fornecer fixacéo da superficie celular e interacdes intercelulares, além
de promover suporte estrutural e permitir posterior dispersdo (Lee, Yoon, 2017,
Skariyachan et al., 2018).

Durante a maturacéo dos biofilmes de P. aeruginosa ha diversas alteracdes

para adaptacdo a um novo modo de vida: enquanto a bactéria fixada a uma superficie
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cresce e forma microcol6nias, comec¢a também a formar estruturas e canais de agua
e a produzir a matriz extracelular (constituida de EPS, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos como o DNA extracelular ou eDNA) (Lee, Yoon, 2017; Reynolds, Kollef,
2021; Skariyachan et al., 2018).

O alginato ou exopolissacarideo mucoide € o EPS mais estudado sendo
constituido de um polimero de alto peso molecular com propor¢cdes variaveis de
acidos D-manurénico e L-gulurdnico e cuja producéo, € essencial para a formacao do
fenétipo mucoide de P. aeruginosa (encontrado na fibrose cistica) protegendo as
bactérias das adversidades ambientais e melhorando a adeséo da superficie (Jurado-
Martin et al., 2021; Reynolds, Kollef, 2021).

A lise celular, causada por estresse ambiental (como o tratamento
antimicrobiano) libera DNA extracelular (eDNA) no ambiente, um dos constituintes
cruciais da forma séssil bacteriana, cuja liberacdo pode ocorrer tanto no
desenvolvimento inicial dos biofiimes quanto na fase plancténica, em bactérias em
forma de bastonete que se transformam rapidamente em células redondas resultantes
de danos estruturais da parede celular seguidas de lise (Thi et al., 2020). A importancia
do eDNA como componente estrutural do biofilme foi demonstrada em P. aeruginosa
sendo associado a outro elemento principal do seu biofilme, o PSL, constituindo a
malha de fibras PSL-eDNA (Lee, Yoon, 2017; Skariyachan et al., 2018).

A matriz extracelular, responséavel por mais de 90% da biomassa do biofilme,
atua como um andaime para adesédo a superficies bidticas e abidticas e abrigo para
bactérias encapsuladas em condi¢cdes ambientais adversas (presenca de antibidticos
e respostas imunes do hospedeiro), além de fornecer um repertorio de bens publicos
como nutrientes essenciais, enzimas e proteinas citosélicas para a comunidade do
biofilme (Thi et al., 2020). Para formar e manter suas comunidades, P. aeruginosa tem
a capacidade inerente de gerar variedade de macro e micromoléculas que constituem
a matriz e, enquanto o biofilme amadurece, P. aeruginosa passa por alteragfes
fisiologicas e se torna muito mais resistente aos estresses ambientais ou provenientes
da acéo de antibidticos (Lee, Yoon, 2017; Skariyachan et al., 2018).

A aquisicdo e manutencdo da forma de crescimento como biofilme pela
bactéria € regulada pelo mecanismo de quorum sensing (QS), um sistema de
comunicacao intercelular com varias vias de transducéo de sinal interconectadas que

permite comunicagao entre as células individuais e que orquestra o comportamento
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coletivo essencial para a adaptacdo e sobrevivéncia de comunidades inteiras, com
coordenacdo de acordo com a densidade populacional a partir de sintese,
reconhecimento e resposta a moléculas sinalizadoras extracelulares autoindutoras,
cuja concentracdo possibilita monitoramento de alteragdes no niumero de células e
coordene a expressao de genes especificos permitindo que P. aeruginosa coordene
sua atividade contra o hospedeiro durante uma infeccéo (Alav et al., 2018; Reynolds,
Kollef, 2021; Thi et al., 2020). Existem diferencas entre os tipos de moléculas
autoindutoras utilizadas, porém, todos os sistemas de QS dependem de trés principios
essenciais: a sintese dessas moléculas, a sua deteccdo por receptores e a ativacao
de genes especificos para quorum por fatores de transcricdo (Alav et al., 2018). Nos
periodos de baixa densidade populacional, as moléculas difundem pelo meio e sua
concentracdo permanece abaixo do nivel detectavel, mas, com a elevacdo na
densidade populacional, ha muitas células proximas sintetizando as moléculas, o que
resulta em acumulo desse produto que acarreta a deteccdo pelos receptores
(intracelulares ou associados a membrana) (Alav et al., 2018).

A fase de destacamento bacteriano do biofilme apresenta grande importancia
clinica pois, a formacédo de biofilme pode ocorrer, por exemplo, nos pulmdes de
pacientes com doenca pulmonar crénica onde os organismos formam biofilme no
muco espessado das vias aéreas e raramente precisam se deslocar para as
superficies celulares, porém, apds a formacao da colbnia, algumas bactérias podem
se libertar de infectar outras areas e, inclusive, encontrar novos nichos para formacéo
de biofilmes (Lee, Yoon, 2017; Reynolds, Kollef, 2021) .

As infeccBes agudas causadas por P. aeruginosa sdo predominantemente
associadas com a forma planctbnica da bactéria, enquanto as fun¢des associadas a
formacdo de biofilme apresentam papel importante em infeccbes persistentes e
cronicas, sendo que a maior resisténcia em biofilmes esta associada ao uso de varios
mecanismos especificos dessa estrutura que sao diferentes daqueles normalmente
utilizados pela forma planctbnica, tornando-se um relevante problema na medicina
pelo fato de as infeccbes acarretarem maior resisténcia a antibiéticos, a resposta
imunoldgica do hospedeiro e aos desinfetantes utilizados em unidades de saude (Lee,
Yoon, 2017). Além disso, as infec¢cdes associadas a biofilmes podem estar
relacionadas ao uso de dispositivos meédicos como as infeccbes associadas a

cateteres venosos centrais, cateteres urinarios, cateteres de dialise peritoneal,
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préteses articulares, marcapassos, lentes de contato, dispositivos intrauterinos etc.
apresentando alto risco de progresséo para infeccéo sistémica e cujo Unico tratamento
até o momento € a remoc¢do do dispositivo, visto que a estrutura de biofilme pode
permitir a sobrevivéncia durante a inflamacéo e o tratamento agressivo com antibiotico

causando desenvolvimento de infeccdo persistente (Lee, Yoon, 2017).

2.1.2 Mecanismos de resisténcia de Pseudomonas aeruginosa a

antimicrobianos

Os principais mecanismos utilizados por P. aeruginosa para conter o ataque
dos antibiéticos podem ser classificados como resisténcia intrinseca, adquirida ou

adaptativa (Pang et al., 2019).

2.1.2.1 Resisténcia intrinseca

A resisténcia intrinseca, em que microrganismos tendem a ser naturalmente
resistentes a certas classes de agentes antimicrobianos, limita e complica a sele¢cao
de medicamentos para o tratamento além de ocorrer mais proeminentemente em
biofilmes, incluindo baixa permeabilidade da membrana, expressdao de bombas de
efluxo (que expelem antibiéticos para fora da célula) e producdo de enzimas
inativadoras de antibioticos (Alav et al., 2018; Codjoe, Donkor, 2017; Langendonk et
al., 2021; Pang et al., 2019).

Sendo uma bactéria Gram-negativa, a baixa permeabilidade de P. aeruginosa
se relaciona com sua bicamada fosfolipidica simétrica e membrana externa
assimeétrica (uma face fosfolipidica interna e uma camada lipopolissacaridica externa)
gque compdem um revestimento que promove uma barreira a permeabilidade
(Chevalier et al., 2017; Lee, Yoon, 2017). Assim, a troca de nutrientes através da
membrana externa é determinada por proteinas B-barril (também chamadas de

porinas) que produzem canais de difusdo cheios de agua e promovem aparéncia de
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peneira molecular a membrana, no entanto, o género Pseudomonas nao possui
porinas muito grandes (Chevalier et al., 2017).

Bombas de efluxo sdo proteinas de membrana que exportam substancias
nocivas de dentro para fora da célula bacteriana, podendo atuar sobre um substrato
especifico ou sobre ampla diversidade de substratos (Alav et al., 2018). O sistema de
bombas é caracterizado por eficiente efluxo de antibidticos que permeiam lentamente
a membrana externa da bactéria formando uma acdo combinada do efluxo ativo com
a barreira da membrana que protege as células de muitos compostos, permitindo que
0S microrganismos resistam a antimicrobianos e regulem o ambiente interno da célula
expulsando agentes prejudiciais como metabdlitos e antibidticos (impedindo ou
limitando seu acesso ao local alvo dentro da célula) (Azam, Khan, 2019; Mehla et al.,
2021; Ugwuanyi et al., 2021). Algumas das mais clinicamente significativas bombas
de efluxo de bactérias Gram-negativas pertencem a superfamilia resisténcia-
nodulacao-divisdo que inclui a MexAB-OprM de P. aeruginosa, que confere resisténcia
a beta-lactamicos (exceto Imipenem e biapenem), fluoroquinolonas, timetroprim-
sulfonamidas, cloranfenicol, tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas,
lincomicina, macrolideos, novobiocina e carbapenens; enquanto as bombas MexXY-
OprM sao as maiores contribuintes para a resisténcia a aminoglicosideos, sendo
associadas também a resisténcia a cefepime, aminoglicosideo, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprimsulfonamidas e macrolideos (Alav et al., 2018;
Langendonk et al., 2021; Lupo et al., 2018).

Estudos sugerem também que a as bombas de efluxo podem atuar no minimo
de quatro maneiras na formacédo do biofilme: efluxo de EPS; moléculas de QS (para
facilitar formacdo de matriz) e de extincdo de quérum (para regular o QS); regulacao
indireta de genes envolvidos na formacéao de biofilme; efluxo de moléculas prejudiciais
como antibiéticos e intermediarios metabdlicos e influenciando agregacdo a
superficies e outras células (Alav et al., 2018). Em P. aeruginosa, bombas de efluxo
podem atuar no transporte de componentes importantes para a formacdo dos
biofilmes como lactonas de acil-homoserina (Alav et al., 2018).

Ao longo do tempo, as enzimas hidrolisadoras de B-lactamicos tiveram seus
espectros de atividade expandidos comecando com as penicilinases, seguidas pelas
cefalosporinases, B-lactamases de espectro estendido (ESBLS), metalo-3-lactamases

(MBLS) e outras carbapenemases (Codjoe, Donkor, 2017). Anéalises moleculares e
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genéticas de isolados clinicos mostraram que P. aeruginosa pode produzir uma
variedade enzimas inativadoras de antibidticos do tipo B-lactamase, algumas
codificadas por genes cromossOmicos e outras transportadas por elementos genéticos
moveis (como plasmideos e transposons) (Espinoza Pesantez, Sanchez, 2021).

P. aeruginosa produtora de p-lactamase é aquela a qual a populacdo humana
€ mais vulneravel, caracterizada pela capacidade de hidrolisar B-lactamicos apresenta
multirresisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos, como penicilina,
cefalosporina, cefamicina e carbapenem (Nasser et al., 2020). Estudos indicaram que
dentre as B-lactamases reconhecidas em P. aeruginosa, as B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs), metalo-B-lactamases (MBLs) e Amp-C sdo as mais importantes
clinicamente, dificultando ainda mais o tratamento antimicrobiano (Hosu et al., 2021,
Nasser et al., 2020).

As ESBLs sao um conjunto de B-lactamases que inativam B-lactamicos,
especialmente oximino-B-lactamicos e monobactamicos e surgimento de P.
aeruginosa produtora dessas enzimas € cada vez mais relatado como uma das
principais causas de infec¢des associadas a assisténcia a saude, no entanto, embora
a producdo dessas enzimas seja uma preocupacao constante para a supervisao do
controle de infeccBes por restringir as escolhas terapéuticas, sdo enzimas reprimidas
por inibidores de B-lactamase, como o acido clavulanico (Hosu et al., 2021).

Ja as MBLs hidrolisam eficientemente carbapenémicos e outros 3-lactamicos
(exceto monobactams), mas se diferenciam por ndo serem inibidos pelos inibidores
de B-lactamase clinicamente disponiveis, incluindo acido clavulanico e tazobactam
(Hong et al., 2015). Essas enzimas sdo consideradas muito importantes para P.
aeruginosa e 0s genes que as codificam sdo mediados por plasmideos ou
cromossomos, geralmente transferiveis horizontalmente que classicamente se
agrupam com outros determinantes de resisténcia a drogas (El-Far et al., 2021).

A cefalosporinase cromossdmica AmpC é uma (3 -lactamase caracterizada por
hidrolise eficiente de cefalosporinas e resisténcia a inativacdo por clavulanato,
sulbactam e tazobactam, sendo uma enzima induzivel em P aeruginosa (Espinoza
Pesantez, Sanchez, 2021). Ja a cefalosporinase AmpC de expectro extendido € uma
enzima variante mutacional da cefalosporinase AmpC que influencia na
suscetibilidade a carbapenémicos (Oliveira, Reygaert, 2022; Espinoza Pesantez,
Sanchez, 2021).
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A deteccdo da resisténcia a carbapenémicos mediada por carbapenemases
tem importancia clinica pois permite otimizar a aplicacdo de medidas de controle de
infeccbes (barreiras de contato) para conter disseminacdo e ajustar o tratamento
considerando novas alternativas (Espinoza Pesantez, Sanchez, 2021). No entanto, a
capacidade de sintetizar enzimas capazes de hidrolisar esses compostos, as
carbapenemases, atualmente constitui o mecanismo de resisténcia mais importante,
devido a capacidade de disseminacao horizontal que os genes que codificam essas
enzimas podem ter (Costa et al.,, 2021). A resisténcia aos carbapenémicos em P.
aeruginosa pode complicar os regimes de tratamento, dada a frequéncia com que P.
aeruginosa é resistente a outros antimicrobianos (Reynolds, Kollef, 2021). A deteccao
de produtores de carbapenemases em P. aeruginosa € importante uma vez que
muitos genes codificadores de carbapenemases sédo codificados por plasmideos
sendo facilmente transferiveis (Garcia-Betancur et al., 2021).

Os carbapenémicos estdo entre as principais opcfes de tratamento para
infeccdo grave por P. aeruginosa, mas o desenvolvimento de resisténcia aos
carbapenémicos pode ocorrer por resisténcia intrinseca, adquirida ou ambos e
estudos indicam inibicdo da transpeptidase como o principal alvo dos carbapenémicos
durante a sintese da parede celular bacteriana: por meio da transpeptidase, uma
ligacdo covalente € formada por proteinas de ligacdo de penicilina (PBPS)
compreendendo enzimas carboxipeptidase e transpeptidase que, de fato, impedem
suas atividades de reticulacdo peptidica durante a biossintese de peptidoglicano
(Codjoe, Donkor, 2017; El-Far et al., 2021). Além disso, a evolucédo de cepas de P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos mediada pela aquisicdo de genes que
codificam enzimas (como as enzimas hidrolisadoras de carbapenem) é uma

preocupacao global (El-Far et al., 2021).

2.1.2.2 Resisténcia adquirida

O desenvolvimento da resisténcia adquirida pode resultar da aquisicdo de
genes externos responsaveis por resisténcia a partir da transferéncia horizontal e

mutacdes de genes cromossOmicos e, em P. aeruginosa diversos genes de
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resisténcia, incluindo para diferentes classes de carbapenemases, tém se distribuido
em namero crescente por transferéncia horizontal (Azam, Khan, 2019; Colque et al.,
2020).

O uso de antibidticos especificos durante o tratamento pode selecionar
mutacdes que levam a superexpressao de sistemas de efluxo, que, associada a perda
de porina OprD sdo 0s mecanismos mais comuns de resisténcia aos carbapenémicos
em P. aeruginosa, sendo a porina OprD caracterizada como a principal via para a
resisténcia a carbapenémicos em isolados humanos do patégeno (Codjoe, Donkor,
2017; Lupo et al., 2018).

2.1.2.3 Resisténcia adaptativa

Os mecanismos de resisténcia adaptativa séo aqueles induzidos por meio de
estimulo externo como fatores estressantes e a presenca de certos antibiéticos,
diferindo de mutacdes de resisténcia adquiridas por serem transitérias e instaveis e
qgue frequentemente levando a expressdo génica alterada, mudancas em sintese
proteica e alteracdo de alvos (Langendonk et al., 2021).

A regulacdo positiva de bombas de efluxo também pode ser um mecanismo
adicional de resisténcia adaptativa, além da reducao da permeabilidade a antibioticos,
mutacBes que alteram sitios alvo e producdo de enzimas que modificam antibiéticos
resultando na alteracdo quimica do antibiotico ou sua destruicdo (Azam, Khan, 2019).

P. aeruginosa apresenta significativas capacidades adaptativas como no caso
de desenvolvimento de infeccbes cronicas em pacientes com fibrose cistica, um
estagio em que o patdgeno € praticamente impossivel de erradicar (Mielko et al.,
2019).

Embora existam diversas enzimas e outros métodos de resisténcia ja
conhecidos em P. aeruginosa, as oito categorias de agentes antimicrobianos
frequentemente usados para tratar suas infeccbes sdo aminoglicosideos
(gentamicina, amicacina, netilmicina, trobramicina), carbapenémicos (imipenem,
meropenem, doripenem), cefalosporinas (ceftazidima, cefepime), fluoroquinolonas

(Ciprofloxacin, levofloxacin), penicilinas com inibidores de beta-lactamase (acido
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ticarcilina-clavulanico, Tazobactam-piperaciclina), monobactans (aztreonam), acidos
fosfonicos (fosfomicina) e polimixinas (colistina e polimixina B) (Botelho et al., 2019).
No entanto, com as infeccbes resistentes a antibiéticos convencionais, 0
desenvolvimento de novos antibidticos ou estratégias terapéuticas alternativas para o
tratamento de infec¢cdes por P. aeruginosa se tornou uma necessidade urgente e
novos farmacos com novos modelos de acao tém sido explorados, assim como novas
rotas de administracéo e resisténcia a modificacdo por enzimas bacterianas (Pang et
al., 2019).

2.2 Fitoterapicos

Desde a antiguidade had um importante papel das plantas na histéria da
humanidade participando da busca pela melhoria da saude e com foco na atualidade
retornando dos agentes sintéticos para agentes naturais devido ao interesse em
propriedades antioxidantes, antibacterianas e anticarcinogénicas de plantas e seus
extratos (Chakraborty, 2018; Nunes et al., 2017). A fitoterapia costuma preservar a
composicao e integridade original da planta de origem, de forma que toda a planta ou
uma porcentagem de seus componentes minimamente adulterados s&o aplicados
para propésitos medicinais, e, como as plantas contém diversos constituintes
guimicos, o produto final é rotulado como padronizado para o marcador constituinte,
assim ha o processamento dos materiais vegetais para que o produto final contenha
um constituinte marcador de referéncia em uma concentracdo verificada, sendo que
o propasito de identificar um marcador constituinte € gerar produto final que possua a
concentracdo desejada de um constituinte ativo (Falzon, Balabanova, 2017).

A medicina tradicional (medicina antroposéfica, medicina naturopatica,
medicina tradicional chinesa, medicina alopatica ayurvédica) ttm confiado em plantas
medicinais por milénios e a humanidade aprendeu por experiéncia e observacdo a
utilizar as plantas de forma correta, construindo uma extensa cultura tradicional de
seu uso (Colalto, 2018; Falzon, Balabanova, 2017). Durante os ultimos cem anos ou
mais, o0 progresso cientifico e técnico, especialmente os estudos de farmacognosia,

tém permitido a descoberta de grande numero de novas moléculas e de seu
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mecanismo de acdo, e, enquanto a farmacologia moderna comecou o estudo das
plantas medicinais tradicionais, passando a estudar moléculas individuais e extratos
padronizados, a farmacognosia moderna concentra-se em melhorar a pesquisa e
descobrir novas propriedades de um numero cada vez maior de plantas medicinais
(Colalto, 2018).

Estratégias comuns no combate de resisténcia a antibioticos incluem a
identificagdo de novos antimicrobianos, desenvolvimento de novas terapias
combinadas com aumento da atividade contra microrganismos multidrogaresistentes
e cuidadoso uso das drogas antimicrobianas ja existentes para desacelerar a
disseminacdo dos microrganismos resistentes, porém, houve um aumento
significativo no uso de remédios naturais para diversas aplicacdes (Che, Zhang, 2019;
Enioutina et al., 2017; Yeung et al., 2018).

Médicos e provedores podem aplicar a fitoterapia tanto usando uma Unica
erva no tratamento quanto multiplas ervas para complementar propriedades, além de
poderem misturar também outros tipos de substancias como minerais e vitaminas
(Falzon, Balabanova, 2017). Ainda com grande importancia na atualidade, o uso mais
tradicional frequentemente utiliza uma parte inteira da planta, como ocorre com
infusdes (como o cha de camomila, por exemplo), enquanto a medicina herbal
ocidental utiliza mais frequentemente ervas isoladas padronizadas a um componente
de extrato, j& as medicacBes farmacéuticas derivadas de plantas sao tipicamente
compostos isolados por meio de separacao industrial e extragdo de componentes
identificados como detentores de propriedades terapéuticas (Sen, Samanta, 2015;
Falzon, Balabanova, 2017).

Dentre as diversas aplicacdes para diferentes funcdes preventivas e
terapéuticas conhecidas popularmente e/ou cientificamente de fitoterapicos, uma
importante funcao de extratos vegetais ja demonstrada foi a acdo antibacteriana ja
comprovada com tomilho (Thymus vulgaris L.), sélvia-comum (Salvia officinalis),
propolis, guamirim (Myrcia oblongata), roma (Punica granatum), sarandi (Phyllanthus
emblica), pimentas (Capsicum spp.), cerejeira (Eugenia involucrata), cha de java
(Orthosiphon stamineus), dentre outros (de Oliveira et al., 2019; Makky et al., 2022;
Oliveira et al., 2017; Santana et al., 2021; Santos et al., 2020; Toledo et al., 2021,
Valkova et al., 2021).
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Assim, foram escolhidos para o presente estudo o gengibre (Zingiber

officinale) e a quilaia (Quillaja saponaria) devido as suas propriedades benéficas.

2.2.1 Gengibre

Zingiber officinale (gengibre) é uma erva perene da familia Zingiberaceae
nativa do Sudeste Asiatico que inclui mais de 45 géneros e 800 espécies (Ahmed et
al., 2022; Ozkur et al., 2022; Tarfaoui et al., 2022; Talebi et al., 2021). O gengibre é
cultivado de forma ampla em aproximadamente 50 paises, especialmente em regiées
tropicais e subtropicais, tendo como principais produtores a india, China e Nigéria
sendo aplicado como especiaria e agente aditivo de sabor em alimentos e bebidas,
tempero e adocante na culinaria local, além de aplicado como fitoterapico (Ahmed et
al., 2022; Ozkur et al., 2022; Talebi et al., 2021; Zhang et al., 2020).

Os rizomas tuberosos e espessos sdo as partes comestiveis do gengibre, uma
das ervas medicinais mais consumidas no mundo, e diversos estudos confirmaram
suas propriedades farmacolédgicas, principalmente atividades gastroprotetoras,
imunomoduladoras, antialérgicas e hepatoprotetoras associadas a sua composicao
de bioativos que varia de acordo com o local de cultivo e técnicas de secagem,
apresentando, em geral, rizoma composto por 6leos essenciais em pequenas
quantidades, oleorresinas, sais minerais, acucares, mucilagem, gomas, acidos
organicos e amido (40-60% do peso seco) (Arcusa et al., 2022; Lima et al., 2018; Liu,
Liu, Zhang, 2019; Talebi et al., 2021; Wang et al., 2017).

A espécie é frequentemente mencionada nas literaturas classicas budista,
arabe, grega e romana, sendo ainda utilizada na medicina tradicional chinesa,
ayurvédica e nos sistemas de tratamento Unani-Tibb para tratar diversos problemas
de saude (dispepsia, desconfortos abdominais, vémito, diarreia constipacdo, nausea,
catarro, diabetes, doengas nervosas, gengivite, dor de dente, dor de garganta, febre,
entorses, dores musculares, artrites, reumatismos, doencas infecciosas, helmintiase
e acidente vascular cerebral) (Lima et al., 2018; Talebi et al., 2021). Na medicina
ocidental o gengibre € usado para aliviar problemas digestivos, mas também é

conhecido por melhorar o pulso fraco e fortalecer o corpo ap6s a perda de sangue,
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além de sua atividade antioxidante ter sido reportada em diversos estudos (Talebi et
al., 2021).

2.2.2 Quilaia

Quillaja saponaria Molina € uma espécie comumente encontrada no Peru,
Chile e Bolivia, sendo descrita pela primeira vez em 1782 devido a sua casca
apresentar alto teor de saponina, grupo de substancias que apresenta diversas
aplicagoes, tendo sido historicamente usado como detergente, mas com crescente
interesse em sua aplicagcdo como emulsificante natural e que tem sido amplamente
estudado devido ao seu forte potencial imunoadjuvante (capazes de estimular
respostas imunes celulares e humorais ampliando o espectro de alvos vacinais) (Fleck
et al., 2019; Magedans et al., 2019).

Saponinas sdo moléculas de natureza anfipatica derivadas do metabolismo
especializado da planta, sendo as cascas e madeiras de Q. saponaria suas principais
fontes de saponinas (Magedans et al., 2019). Os extratos de saponina de Q. saponaria
sdo comercializados e produzidos por diferentes marcas (com composicao variavel de
acordo com processo de obtencdo) para utilizacdo em alimentos, bebidas,
cosmeéticos, fotografia, na industria farmacéutica e como adjuvantes em formulacdes
de vacinas (Fleck et al., 2019; Magedans et al., 2019).

Extratos derivados de Q. saponaria tém atraido grande interesse de pesquisa
e a espécie foi incluida nas Farmacopeias europeia e brasileira por suas propriedades
biolégicas, sendo matéria-prima recomendada como antitussigeno e expectorante,
anti-inflamatério, hipocolesterolémico e hemolitico, sendo também indicados
topicamente para tratar doencas do couro cabeludo (caspa e queda de cabelo) e
outras doencas dermatolégicas (Fleck et al., 2019; Tippel et al., 2016). Além disso, o
banco de dados da Comissdo Europeia de Ingredientes Cosméticos (Cosling) listou
alguns produtos de Q. saponaria como ingredientes cosméticos, como casca, extrato
de casca, extrato de raiz e extrato de madeira (Fleck et al., 2019).

Ja foi demonstrada acao antimicrobiana de Q. saponaria contra Piscirickettsia
salmonis (Cafon-Jones et al., 2020), acdo de sua saponina contra Salmonella spp.
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(Dev et al., 2020) e atividade antifangica de membranas de nanofibras de celulose

regeneradas suplementadas com saponinas (Fleck et al., 2019).
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos extratos glicélicos Zingiber
officinale (gengibre) e Quillaja saponaria (quilaia) isolados e em associa¢cdo sobre 7
cepas clinicas e uma cepa padrao de Pseudomonas aeruginosa em forma planctonica

e biofilmes monaotipicos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar, in vitro, os efeitos antimicrobianos dos extratos de Zingiber
officinale (gengibre) e Quillaja saponaria (quilaia) isolados e combinados
sobre forma planctonica de cepa padrdo (ATCC 15442) e 7 cepas clinicas
de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibioticos.

b) Avaliar, in vitro, os efeitos antibiofiimes dos extratos de Zingiber officinale
(gengibre) e Quillaja saponaria (quilaia) isolados e combinados sobre a
formacao de biofilme monotipico de cepa padrao (ATCC 15442) e 7 cepas

clinicas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibiéticos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extratos e associagéao

Foram selecionados para a pesquisa 0s extratos glicélicos de gengibre -
Zingiber officinale (Lote: 016797/23484, concentragcdo de 200 mg/mL) e quilaia -
Quillaja saponaria (Lote: 1475/23280, concentracdo de 200 mg/mL) obtidos da
empresa Distriol (Sao Paulo, SP). Os extratos foram testados de maneira isolada e

em associagao dupla.

4.2 Cepas bacterianas

As cepas clinicas de P. aeruginosa foram fornecidas Bioclin do grupo Policlin
de S&o José dos Campos — SP (Brasil) (Quadro 1). Todas as cepas clinicas foram
fornecidas com seu perfil de resisténcia a antibiéticos previamente identificado pelo
laboratorio responsavel.

Testou-se também a acdo dos extratos na cepa de referéncia (P. aeruginosa
ATCC 15442) fornecida pelo Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de

Ciéncia e Tecnologia (ICT - Unesp de Sao José dos Campos).

4.3 Acao antimicrobiana dos extratos isolados sob forma planctdénica de P.

aeruginosa

A atividade antibacteriana para a forma planctonica das bactérias foi avaliada
com o método de microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards
Institute, norma M07-A9 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012), em que
foram adicionados 100 pL de meio de cultura Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai,
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india) em microplacas de 96 pocos e 100 pL de cada extrato no primeiro pogo da
microplaca, de onde partiram 10 diluicbes seriadas (Figura 1 e 2A). O inoculo
bacteriano para todos os microrganismos padronizado em 108 UFC/mL de solugéo
salina (0,9% NaCl) estéril com espectrofotébmetro foi adicionado (100 uL/poco), ficando
em contato com as diluicdes de extrato em incubacdo por 24 h a 37 °C. Foi
determinada Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos isolados
considerando-se a presenca ou auséncia de turvagao nos po¢os em que determinou-
se a CIM como a menor concentracdo sem crescimento bacteriano visivel de cada

extrato. O teste foi realizado em triplicata em trés momentos diferentes.

Quadro 1 - Perfil de resisténcia a antibiéticos de cepas clinicas de P. aeruginosa

fornecidas pelo Laboratdério Bioclin do grupo Policlin

Categoria de . . Cepas de Pseudomonas aeruginosa
Antimicrobiano Antimicrobiano
P1 P2 P3 P4* | P5* P6 p7*
Aminoglicosideos Amicacina S S S R S S S
Monobactam Aztreonam - - - - R - -
antipseudomonas | ceftazidima | | I | R | R | I R
antipseudomonas Meropenem S S S R R S R
antipseudomonas | ciprofioxacina I R I R R I R
Penicilinas
antipseudomonas | Piperaciclina - | | | R R | R
+ inibidores de Tazobactam
beta-lactamases
Legenda: S: sensivel ao antimicrobiano; R: resistente ao antimicrobiano; |: Intermediario ao

antimicrobiano; -: Teste ndo desenvolvido; *: cepa classificada como multidroga resistente (MDR).
Fonte: Bioclin do grupo Policlin (Sdo José dos Campos — SP) e Magiorakos et al., 2012.
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Figura 1 - Representacdo da microdiluicdo seriada a partir dos extratos puros (200

mg/mL) em meio de cultura (caldo Mueller Hinton) para determinacéo de CIM
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Concentragdes de extrato obtidas apds microdiluicédo seriada do extrato e adi¢cdo de inéculo bacteriano:

1,56 0,78 0,39 0,19 0,09
a/m g/ml g/m mg/mL mg/m

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Concentracdo Microbicida Minima (CMM) foi determinada a partir de
aliquotas dos conteudos provenientes da microdiluicdo seriada (previamente utilizada
para determinacdo da CIM) (Figura 2A) que foram semeados em agar Brain Heart
Infusion (BHI) em que, a partir da presenca ou auséncia de crescimento de colbnias,
foi determinada como CMM a menor concentracdo sem crescimento bacteriano apos
48 h de incubacgédo (37 °C) (Figura 2B). O teste foi realizado em triplicata em trés
momentos diferentes.

Em todos os testes foram desenvolvidos controles de esterilidade dos extratos

e meios de cultura e controles de crescimento bacteriano dos in6culos.
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Figura 2 — Representacao de microplaca de diluicdo preparada para determinacéo de

CIM (A) e de placa de Petri com semeadura para determinacdo da CMM (B)
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Legenda: As colunas 1 a 10 da microplaca constituem as diluicbes seriadas de extratos (A, B e C:
diluicdes de extrato de gengibre; F, G e H: diluicdes de extrato de quilaia). IB: indculo bacteriano com
meio de cultura (controle de crescimento); MC: meio de cultura (caldo Mueller Hinton) como controle
de esterilidade; EG: extrato de gengibre (200 mg/mL) como controle de esterilidade; EQ: extrato de

quilaia (200 mg/mL) como controle de esterilidade.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.4 Acao antimicrobiana dos extratos associados sob forma plancténica de P.

aeruginosa — Teste checkerboard

Para avaliar o efeito dos extratos associados foi utilizada a técnica
checkerboard de acordo com Fratini et al. (2017), Odds (2003) e USjak et al. (2019)
com adaptagcBes. As combinacfes dos extratos diluidos em caldo Mueller Hinton
foram adicionadas a microplacas de 96 pocos de forma que 50 pL de cada diluicdo do
extrato de gengibre foi adicionada de forma decrescente no sentido horizontal
(colunas 1 a 9) da microplaca enquanto 50 uL de cada diluicdo do extrato de quilaia
foi adicionada de maneira decrescente em sentido vertical (linhas A a H), de modo a
obter todas as combinac¢fes possiveis entre concentracfes dos extratos previamente
preparadas (Figura 3). O inéculo microbiano (100 pL/poco) padronizado a 108 UFC/mL
foi adicionado aos pocos preparados com as combinacdes dos extratos totalizando
volume de 200 pL/poco e as placas foram levadas a estufa por 24 h a 37 °C. O teste

foi realizado em triplicata em trés momentos diferentes.

Figura 3 — Representacdo da preparacao do teste checkerboard na microplaca
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Legenda: A seta e a variacao de cores representam o sentido das diluicdes dos extratos. Tons de verde
representam concentracdes decrescentes do extrato de gengibre. Tons de azul representam
concentracdes decrescentes do extrato de quilaia.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Em todos os testes foram desenvolvidos controles de esterilidade dos extratos
e do meio de cultura, assim como controles de crescimento bacteriano e repeticdo dos
testes de CIM (Figura 4).

Figura 4 — Representacéo da preparacao do teste checkerboard e grupos controle

na microplaca de diluicéo
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Legenda: As colunas 1 a 9 constituem representacdes de combinacdes de diluicbes dos extratos. Tons
de verde representam concentracfes decrescentes do extrato de gengibre. Tons de azul representam
concentracdes decrescentes do extrato de quilaia. Po¢cos amarelos (10A e 10B) representam meio de
cultura (caldo Mueller Hinton) como controle de esterilidade; Pocos em rosa (10C e 10D) representam
inoculo bacteriano com meio de cultura (controle de crescimento); Pocos verdes (10E e 10F)
representam extrato de gengibre (200 mg/mL) como controle de esterilidade; Pocos verdes (10G e 10H)
representam extrato de quilaia (200 mg/mL) como controle de esterilidade. Colunas 11 e 12
representam, respectivamente, a repeticdo dos testes de Concentracao Inibitéria Minima dos extratos
de gengibre e quilaia.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores de Concentracao Inibitoria Fracionada (CIF) de cada extrato foram
definidos como a relagéo entre o seu valor de CIM na associacdo e CIM do extrato
isolado (Cha et al., 2007; Namivandi-Zangeneh et al., 2019; Orhan et al., 2005 com
adaptacdes). Os valores de CIF dos extratos foram somados para obtencéo do indice

de Concentracao Inibitéria Fracionada (ICIF) (Cha et al., 2007; Namivandi-Zangeneh
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etal., 2019; Orhan et al., 2005 com adaptacdes) (Figura 5), de acordo com as férmulas

a sequir:

CIF Extrato 1 = CIM Extrato 1 Associado ao Extrato 2 / CIM Extrato 1 Isolado
CIF Extrato 2 = CIM Extrato 2 Associado ao Extrato 1/ CIM Extrato 2 Isolado
ICIF = CIF Extrato 1 + CIF Extrato 2

O valor obtido em cada ICIF foi interpretado da seguinte maneira: agao

sinérgica quando ICIF < 0,5; aditiva quando ICIF é > 0,5 e < 1,0; indiferente quando
ICIF = 1 e < 4 e antagonista quando ICIF = 4,0 (Lewis et al., 2002).

Figura 5 — Esquematizacdo do célculo para determinacéo de indice de Concentracdo

Inibitéria Fracionada (ICIF) para a associacao de extratos de gengibre e quilaia

Concentragao Inibitoria Minima

e r o Extrato de Gengibre em
Concentragao (CIM) do E de Genaib
I_mb'tona Associagdao com Extrato de Quilaia
Fracionada (CIF) —
do Extrato de Concentragéo Inibitéria Minima
Gengibre (CIM) do Extrato de Gengibre
Isolado
indice de
Concentracao — +
Inibitéria -
Fracionada (ICIF)
= Concentragao Inibitoria Minima
Col?,l?s;:g:ilgao (CIM) do Extrato de Quilaia em
Fracionada (CIF) == Associagao com Extrato de Gengibre
do Extrato de - Concentragdo Inibitéria Minima
Quilaia (CIM) do Extrato de Quilaia Isolado

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi determinado também o indice de Concentracdo Microbicida Fracionada
(ICMF) adaptado a partir das metodologias de Fratini et al. (2017), Odds (2003) e
USjak et al. (2019), em que aliquotas dos contetudos do teste checkerboard foram

semeados em &gar BHI e incubados por 48 h para observar a acdo microbicida das
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combinacgdes de extrato e calcular o ICMF seguindo os calculos para o ICIF (Cha et
al., 2007; Namivandi-Zangeneh et al., 2019; Orhan et al., 2005), substituindo os dados
de acéo inibitéria por dados de acdo microbicida: determinou-se a Concentracao
Microbicida Fracionada (CMF) de cada extrato como a relacdo entre o seu valor de
CMM na associacdo e seu valor de CMM isolado (Cha et al., 2007; Namivandi-
Zangeneh et al., 2019; Orhan et al., 2005 com adaptacdes) e os valores de CMF de
cada extrato foram somados para obter indice de Concentracdo Microbicida
Fracionada (ICMF) (Figura 6) (Cha et al., 2007; Namivandi-Zangeneh et al., 2019;

Orhan et al., 2005 com adaptacdes) conforme as formulas a seguir:

CMF Extrato 1 = CMM Extrato 1 Associado ao Extrato 2 / CMM Extrato 1 Isolado
CMF Extrato 2 = CMM Extrato 2 Associado ao Extrato 1 / CMM Extrato 2 Isolado
ICMF = CMF Extrato 1 + CMF Extrato 2

Figura 6 — Esquematizagdo do calculo para determinagéo de indice de Concentracéo
Microbicida Fracionada (ICMF) para a associagao de extratos de gengibre e quilaia

c traci Concentragao Microbicida Minima
oncentracao (CMM) do Extrato de Gengibre em

M_icmbiCida Associagido com Extrato de Quilaia
Fracionada (CMF) —=
do Extrato de Concentragao Microbicida Minima
Gengibre (CMM) do Extrato de Gengibre
Isolado
indice de
Concentracao — +
Microbicida -
Fracionada (ICMF)
Concentracio Concentracao Microbicida Minima
. . .G (CMM) do Extrato de Quilaia em
M_'crOb'c'da Associagdo com Extrato de Gengibre
Fracionada (CMF) ==
do Extrato de Concentragao Microbicida Minima
Quilaia (CMM) do Extrato de Quilaia Isolado

Fonte: Elaborado pela autora.

O ICMF foi interpretado da seguinte maneira: acédo sinérgica quando ICBF <
0,5; aditiva quando ICBF é > 0,5 e < 1,0; indiferente quando ICBF =21 e <4 e
antagonista quando ICBF = 4,0 (Lewis et al., 2002 com adaptacgdes).
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4 5 Atividade antimicrobiana dos extratos isolados e associados sobre biofilmes

monotipicos de P. aeruginosa

Para avaliar a acdo dos extratos sobre a formacéo de biofilmes monotipicos
foram selecionadas, a partir de testes prévios e de testes piloto, duas concentracdes
do extrato de gengibre, duas concentracdes de extrato de quilaia e duas associacdes
de ambos os extratos (diluidos em caldo BHI) (Quadro 2, Figura 7). O controle positivo
foi feito com solucéo de clorexidina (0,06%, diluida em caldo BHI) e o controle negativo
(crescimento bacteriano) com caldo BHI (Quadro 2, Figura 7). Todos os grupos foram
feitos com 12 repetigdes (n = 12).

Os testes foram preparados em microplacas de 96 po¢os com 0s tratamentos
(Quadro 2, Figura 7) para verificar a capacidade de inibicdo na formacé&o do biofilme:
em cada poco foram adicionados 100 pL do tratamento diluido em meio de cultura
(caldo BHI) e100 pL de suspensédo microbiana padronizada em espectrofotdmetro
(comprimento de onda 625 nm) com 107 células/mL de solugao fisiol6gica estéril (NaCl
0,9%). As microplacas foram incubadas em estufa (37 °C) por 24 h e 0 sobrenadante
foi trocado. Nova incubacao foi desenvolvida nas mesmas condi¢des por mais 24 h,
para totalizar periodo de 48 h de formacao do biofilme.

Apos o periodo de formacgéo do biofilme, foi feita a remocao do sobrenadante
e duas lavagens dos pogos com caldo BHI. Em seguida, foi realizado o teste de
viabilidade celular da bactéria, por meio da andlise da atividade metabdlica, para
verificar o efeito antimicrobiano dos tratamentos. Assim, foram adicionados 100 L da
solugcdo de MTT - Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (~98%, Sigma Aldrich Co.®,
Alemanha) em cada poco tratado e a placa foi incubada ao abrigo da luz a 37 °C
durante 1 h e, apés, a solucdo de MTT foi removida e foram adicionados 100 pL de
alcool absoluto em cada po¢o. Uma nova incubagéo ao abrigo da luz foi feita durante
10 min em shaker e 10 min em estufa a 37 °C para revelar a coloragdo que demonstra
a presenca de microrganismos viaveis ap0s o contato com os tratamentos. A leitura
das placas foi realizada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 570
nandémetros e as densidades 6pticas (DO) obtidas foram convertidas em reducédo de

viabilidade celular (forma percentual) por meio da formula:



37

% de Reducao de Viabilidade = 100 - (DO Poc¢o Tratado x 100 / Média de DO

Grupo Controle Negativo)

Quadro 2 — Grupos de tratamento para os testes em biofilmes monotipicos das cepas

de P. aeruginosa

Grupos Tratamentos
Controle Negativo Meio de Cultura BHI
Controle Positivo Solucéo de Clorexidina 0,06%
Grupo 1 ) 50 mg/mL
Extrato de Gengibre
Grupo 2 25 mg/mL
Grupo 3 o 25 mg/mL
Extrato de Quilaia
Grupo 4 12,5 mg/mL
Grupo 5: Extrato de Gengibre 0,09 mg/mL +
Associacédo 1 Extrato de Quilaia 0,78 mg/mL
Grupo 6: Extrato de Gengibre 0,09 mg/mL +
Associacao 2 Extrato de Quilaia 0,39 mg/mL

Legenda: BHI: Brain Heart Infusion.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7 — Esquematizacéo e fotografia de microplaca com grupos de tratamento para
desenvolvimento de testes em biofilmes monotipicos das cepas de P. aeruginosa
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Legenda: BHI caldo Brain Heart Infusion; EG: extrato de gengibre; EQ: extrato de quilaia.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4. 5.1 Andlise estatistica

Os dados de densidade 6ptica obtidos a partir das leituras dos testes de MTT
em espectrofotdmetro (570 nm) foram analisados estatisticamente por meio do
software Graphpad prism 5.0.

Os dados referentes ao teste com a cepa P2 apresentaram normalidade e
foram avaliados por método ANOVA com teste de Tukey. Para as demais cepas
(padréo, P1, P3, P4, P5, P6 e P7) foi utilizado método Kruskall-Wallis complementado
com o Teste de Comparacdo Multipla de Dunn visto que ndo houve normalidade nos
dados. A significancia foi de 5% (p=<0,05).
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5.1 Acao antimicrobiana dos extratos isolados sob a forma planctonica de P.

aeruginosa

Os resultados dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao Microbicida Minima (CMM) de ambos os extratos glicélicos (gengibre e

quilaia) para a forma plancténica das cepas de P. aeruginosa estdo demonstrados na

Tabela 1 e representados nas Figuras 8, 9 e 10.

Tabela 1 — CIM e CMM determinadas para cepas ATCC 15442 e clinicas de P.

aeruginosa
Cepas de Extrato de Gengibre Extrato de Quilaia
Pseudomonas (mg/mL) (mg/mL)
aeruginosa CIM CMM CIM CMM
ATCC 15442 3,12 6,25 3,12 6,25
P1 3,12 6,25 1,56 3,12
P2 6,25 6,25 1,56 3,12
P3 6,25 6,25 3,12 3,12
P4 6,25 6,25 3,12 3,12
P5 6,25 6,25 3,12 3,12
P6 6,25 6,25 1,56 6,25
pP7 3,12 6,25 1,56 1,56

Legenda: CIM: Concentracgéo Inibitéria Minima, CMM: Concentracao Microbicida Minima.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 8 — Demonstracdo da metodologia aplicada para determinacéo da CIM a patrtir

do teste de microdiluicdo em caldo
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Legenda: As colunas 1 a 10 da microplaca constituem as diluicGes seriadas de extratos (A, B e C:
diluicdes de extrato de gengibre; F, G e H: diluicbes de extrato de quilaia). IB: inéculo bacteriano com
meio de cultura (controle de crescimento); MC: meio de cultura (caldo Mueller Hinton) como controle
de esterilidade; EG: extrato de gengibre (200 mg/mL) como controle de esterilidade; EQ: extrato de
quilaia (200 mg/mL) como controle de esterilidade. CIM: Concentrac&o Inibitdria Minima. Em amarelo
destaca-se a visualizacéo da agéo inibitéria minima nos testes.

Fonte: Elaborado pela autora.



42

Figura 9 — Demonstracéo da metodologia aplicada para determinacdo da CMM a partir

de semeadura de conteudo do teste de microdiluicdo em caldo
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Legenda: As colunas 1 a 10 da microplaca constituem as diluicBes seriadas de extratos (A, B e C:
diluigbes de extrato de gengibre; F, G e H: diluicdes de extrato de quilaia). CMM: Concentragéo Inibitdria
Minima. CMM: concentracdo Microbicida Minima. Em amarelo destaca-se a visualizagcdo da acéo
microbicida minima nos testes.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 — Demonstracdo em detalhe da determinacdo da CMM a partir de

semeadura de conteudo do teste de microdiluicdo em caldo

Legenda: Fotografia demonstrando detalhe de teste para determinacdo da CMM. A seta vermelha
indica sequéncia de semeadura com crescimento bacteriano (auséncia de acdo microbicida) e a seta
preta indica sequéncia de semeadura sem crescimento bacteriano (agdo microbicida).

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Acdo antimicrobiana dos extratos associados sob forma planctonica de P.

aeruginosa — Teste checkerboard

Os resultados dos testes checkerboard, em que foram testadas as acodes
inibitorias de diferentes associacdes entre os extratos de gengibre e quilaia sob a
forma planctbénica das cepas de P. aeruginosa estdo demonstrados nas Tabelas 2, 3,
4,5,6,7,8e9 e ametodologia aplicada pode ser observada na Figura 11.

A partir dos resultados de ICIF foi possivel identificar 15 associacfes com
efeito sinérgico, 4 associacbes com efeito aditivo e 8 associacbes com efeito
indiferente contra a cepa padréo de P. aeruginosa (ATCC 15442) (Tabela 2).

Nos testes para cepas clinicas nao foi identificado efeito sinérgico das
associacOes dos extratos, no entanto, foi identificado efeito aditivo de 5 associa¢cbes
contra a cepa P2 (Tabela 4), 2 contra P3 (Tabela 5), 6 contra P4 (Tabela 6), 1 contra
P5 (Tabela 7) e 1 contra P7 (Tabela 9). Foram observadas também 19 associacdes
indiferentes contra P1 e contra P2 (Tabelas 3 e 4), 24 contra P3 (Tabela 5), 25 contra
P4 (Tabela 6), 27 contra P5 (Tabela 7), 18 contra P6 (Tabela 8) e 20 contra P7 (Tabela
9). Quanto as combinacdes antagonicas foi identificada 1 associacdo com este efeito
sobre as cepas P1, P5 e P7 (Tabelas 3, 7 e 9) e 10 contra P6.
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Figura 11 — Demonstracao do teste checkerboard na microplaca de diluicéo
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Legenda: As colunas 1 a 9 constituem as combinac¢des de diluicSes dos extratos (A e B). Tons de verde
representam concentracbes decrescentes do extrato de gengibre e tons de azul representam
concentracdes decrescentes do extrato de quilaia (B). A coluna 10 constitui os controles de crescimento
bacteriano e de esterilidade de meio de cultura (caldo Mueller Hinton) e dos extratos (A e B). As colunas
11 e 12 representam as repeticbes dos testes para determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima
dos extratos de gengibre e quilaia, respectivamente (A e B). Em amarelo (A) destaca-se a visualizacédo
da acdo inibitoria nos testes.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2 — Efeito inibitério de associacao de extratos sobre cepa ATCC 15442 de P.

aeruginosa
Cepa ATCC 15442
CIM (mg/mL)
Isolado | Em Associacédo | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG | EQ EG EQ

3,12 3,12 3,12 0,78 1 0,25 1,25 I
3,12 3,12 3,12 0,39 1 0,125 1,125 I
3,12 3,12 3,12 0,19 1 0,060897436 1,060897 |
3,12 3,12 3,12 0,09 1 0,028846154 1,028846 |
3,12 3,12 3,12 0,045 1 0,014423077 1,014423 |
3,12 3,12 3,12 0,022 1 0,007051282 1,007051 |
3,12 3,12 3,12 0,011 1 0,003525641 1,003526 |
3,12 3,12 3,12 0,0056 1 0,001794872 1,001795 |
3,12 3,12 1,56 0,78 0,5 0,25 0,75 A
3,12 3,12 1,56 0,39 0,5 0,125 0,625 A
3,12 3,12 1,56 0,19 0,5 0,060897436 0,560897 A
3,12 3,12 1,56 0,09 0,5 0,028846154 0,528846 A
3,12 3,12 0,78 0,78 0,25 0,25 0,5 S
3,12 3,12 0,78 0,39 0,25 0,125 0,375 S
3,12 3,12 0,78 0,19 0,25 0,060897436 0,310897 S
3,12 3,12 0,39 0,78 0,125 0,25 0,375 S
3,12 3,12 0,39 0,39 0,125 0,125 0,25 S
3,12 3,12 0,19 0,78 0,060897436 0,25 0,310897 S
3,12 3,12 0,19 0,39 0,060897436 0,125 0,185897 S
3,12 3,12 0,09 0,78 0,028846154 0,25 0,278846 S
3,12 3,12 0,09 0,39 0,028846154 0,125 0,153846 S
3,12 3,12 0,045 0,78 0,014423077 0,25 0,264423 S
3,12 3,12 0,045 0,39 0,014423077 0,125 0,139423 S
3,12 3,12 0,022 0,78 0,007051282 0,25 0,257051 S
3,12 3,12 0,022 0,39 0,007051282 0,125 0,132051 S
3,12 3,12 0,011 0,78 0,003525641 0,25 0,253526 S
3,12 3,12 0,011 0,39 0,003525641 0,125 0,128526 S

Legenda: CIM: Concentracéo Inibitéria Minima, CIF: Concentracao Inibitéria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracéo Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente,
A: Aditivo, S: Sinérgico.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P1 de P.

aeruginosa
Cepa P1
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associagéo Ge%li:bre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG | EQ | EG EQ

3,12 156 625 3,12 2,00 2 4,00 AN
3,12 156 625 1,56 2,00 1 3,00 |
3,12 156 625 0,78 2,00 0,5 2,50 '
3,12 156 6,25 0,39 2,00 0,25 2,25 '
3,12 156 625 0,19 2,00 0,121794872 2,13 l
3,12 156 6,25 0,09 2,00 0,057692308 2,06 '
3,12 156 6,25 0,045 2,00 0,028846154 2,03 l
312 1,56 6,25 0,022 2,00 0,014102564 2,02 l
3,12 156 3,12 3,12 1,00 2 3,00 l
3,12 156 3,12 1,56 1,00 1 2,00 '
3,12 156 3,12 0,78 1,00 0,5 1,50 '
3,12 156 156 3,12 0,50 2 2,50 '
312 156 156 1,56 0,50 1 1,50 '
3,12 156 078 3,12 0,25 2 2,25 '
3,12 156 078 1,56 0,25 1 1,25 l
3,12 156 039 3,12 0,13 2 2,13 l
3,12 156 0,19 3,12 0,06 2 2,06 '
3,12 156 009 3,12 0,03 2 2,03 |
3,12 1,56 0,045 3,12 0,01 2 2,01 l
3,12 156 0,022 3,12 0,01 2 2,01 l

Legenda: CIM: Concentracéo Inibitéria Minima, CIF: Concentracéo Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracao Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, AN:
Antagonista, I: Indiferente.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4 — Efeito inibitério de associacdo de extratos sobre cepa clinica P2 de P.

aeruginosa
Cepa P2
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associagéo | CIF Gengibre | CIF Quilaia ICIF Efeito

EG | EQ | EG EQ

6,25 156 6,25 3,12 1,00 2 3,00 '
6,25 156 6,25 1,56 1,00 2,00 l
6,25 156 6,25 0,78 1,00 0,5 1,50 '
6,25 156 6,25 0,39 1,00 0,25 1,25 l
6,25 156 6,25 0,19 1,00 0,121794872 1,12 l
6,25 156 6,25 0,09 1,00 0,057692308 1,06 l
6,25 156 6,25 0,045 1,00 0,028846154 1,03 l
6,25 156 6,25 0,022 1,00 0,014102564 1,01 l
6,25 156 3,12 3,12 0,50 2 2,50 l
6,25 156 3,12 1,56 0,50 1 1,50 '
6,25 156 3,12 0,78 0,50 0,5 1,00 '
6,25 156 3,12 0,39 0,50 0,25 0,75 A
6,25 156 3,12 0,19 0,50 0,121794872 0,62 A
6,25 156 3,12 0,09 0,50 0,057692308 0,56 A
6,25 156 3,12 0,045 0,50 0,028846154 0,53 A
6,25 156 3,12 0,022 0,50 0,014102564 0,51 A
6,25 156 156 3,12 0,25 2 2,25 |
6,25 156 156 1,56 0,25 1 1,25 l
6,25 156 0,78 3,12 0,12 2 2,12 l
6,25 156 0,39 3,12 0,06 2 2,06 l
6,25 156 0,19 3,12 0,03 2 2,03 l
6,25 156 0,09 3,12 0,01 2 2,01 l
6,25 156 0,045 3,12 0,01 2 2,01 l
6,25 1,56 0,022 3,12 0,00 2 2,00 l

Legenda: CIM: Concentrag&o Inibitéria Minima, CIF: Concentrac&o Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracéo Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente,

A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P3 de P.

aeruginosa
Cepa P3
CIM (mg/mL)
Isolado | Em Associacdo | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG | EQ EG EQ

6,25 3,12 12,5 3,12 2,00 1 3,00 I
6,25 3,12 12,5 1,56 2,00 0,5 2,50 |
6,25 3,12 12,5 0,78 2,00 0,25 2,25 |
6,25 3,12 125 0,39 2,00 0,125 2,13 |
6,25 3,12 125 0,19 2,00 0,060897436 2,06 |
6,25 3,12 125 0,09 2,00 0,028846154 2,03 |
6,25 3,12 125 0,045 2,00 0,014423077 2,01 |
6,25 3,12 12,5 0,022 2,00 0,007051282 2,01 |
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 |
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 |
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 |
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 |
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897436 1,06 |
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,028846154 1,03 |
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0,014423077 1,01 l
6,25 3,12 6,25 0,022 1,00 0,007051282 1,01 |
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 |
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 |
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 I
6,25 3,12 1,56 1,56 0,25 0,5 0,75 A
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 l
6,25 3,12 0,39 3,12 0,06 1 1,06 |
6,25 3,12 0,19 3,12 0,03 1 1,03 |
6,25 3,12 0,09 3,12 0,01 1 1,01 |
6,25 3,12 0,045 3,12 0,01 1 1,0072 |

Legenda: CIM: Concentracéo Inibitéria Minima, CIF: Concentracao Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracao Inibitdria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente,

A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 6 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P4 de P.

aeruginosa
Cepa P4
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associagao | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG |EQ | EG | EQ

6,25 3,12 6,25 6,25 1,00 2,003205128 3,00 I
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 I
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 I
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 I
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 I
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897436 1,06 I
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,028846154 1,03 I
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0,014423077 1,01 I
6,25 3,12 3,12 6,25 0,50 2,003205128 2,50 I
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 I
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 I
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 3,12 0,39 0,50 0,125 0,62 A
6,25 3,12 3,12 0,19 0,50 0,060897436 0,56 A
6,25 3,12 3,12 0,09 0,50 0,028846154 0,53 A
6,25 3,12 3,12 0,045 0,50 0,014423077 0,51 A
6,25 3,12 1,56 6,25 0,25 2,003205128 2,25 I
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 I
6,25 3,12 1,56 1,56 0,25 0,5 0,75 A
6,25 3,12 0,78 6,25 0,12 2,003205128 2,13 I
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 I
6,25 3,12 0,39 6,25 0,06 2,003205128 2,07 I
6,25 3,12 0,39 3,12 0,06 1 1,06 I
6,25 3,12 0,19 6,25 0,03 2,003205128 2,03 I
6,25 3,12 0,19 3,12 0,03 1 1,03 I
6,25 3,12 0,09 6,25 0,01 2,003205128 2,02 I
6,25 3,12 0,09 3,12 0,01 1 1,01 I
6,25 3,12 0,045 6,25 0,01 2,003205128 2,01 I
6,25 3,12 0,045 3,12 0,01 1 1,01 I
6,25 3,12 0,022 6,25 0,00 2,003205128 2,01 I
6,25 3,12 0,022 3,12 0,00 1 1,00 I

Legenda: CIM: Concentracéo Inibitéria Minima, CIF: Concentracao Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracéo Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente,

A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 7 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P5 de P.

aeruginosa
Cepa P5
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associacao | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG EQ | EG EQ

6,25 3,12 125 6,25 2,00 2,003205128 4,00 AN
6,25 3,12 125 3,12 2,00 1 3,00 I
6,25 3,12 125 1,56 2,00 0,5 2,50 |
6,25 3,12 12,5 0,78 2,00 0,25 2,25 |
6,25 3,12 125 0,39 2,00 0,125 2,13 |
6,25 3,12 125 0,19 2,00 0,028846154 2,03 |
6,25 3,12 125 0,09 2,00 0,014423077 2,01 |
6,25 3,12 12,5 0,045 2,00 0,014423077 2,01 |
6,25 3,12 6,25 6,25 1,00 2,003205128 3,00 |
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 |
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 |
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 |
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 |
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897436 1,06 |
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,060897436 1,06 |
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0,014423077 1,01 |
6,25 3,12 3,12 6,25 0,50 2,003205128 2,50 |
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 |
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 |
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 1,56 6,25 0,25 2,003205128 2,25 |
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 |
6,25 3,12 0,78 6,25 0,12 2,003205128 2,13 |
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 |
6,25 3,12 0,39 6,25 0,06 2,003205128 2,07 |
6,25 3,12 0,39 3,12 0,06 1 1,06 |
6,25 3,12 0,19 6,25 0,03 2,003205128 2,03 |
6,25 3,12 0,09 6,25 0,01 2,003205128 2,02 |
6,25 3,12 0,045 6,25 0,01 2,003205128 2,01 |

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima, CIF: Concentrag&o Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentragdo Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, AN:
Antagonista I: Indiferente, A: Aditivo.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 8 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P6 de P.

aeruginosa
Cepa P6
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associacdo | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF | Efeito

EG EQ | EG EQ

6,25 156 125 6,25 2,00 4,006410256 6,01 AN
6,25 1,56 12,5 3,12 2,00 2 4,00 AN
6,25 1,56 12,5 1,56 2,00 1 3,00 |
6,25 1,56 12,5 0,78 2,00 0,5 2,50 |
6,25 156 125 0,39 2,00 0,25 2,25 |
6,25 156 125 0,19 2,00 0,121794872 2,12 |
6,25 156 125 0,09 2,00 0,121794872 2,12 |
6,25 1,56 12,5 0,045 2,00 0,028846154 2,03 I
6,25 1,56 6,25 6,25 1,00 4,006410256 5,01 AN
6,25 1,56 6,25 3,12 1,00 2 3,00 |
6,25 156 6,25 1,56 1,00 1 2,00 |
6,25 156 6,25 0,78 1,00 0,5 1,50 |
6,25 156 6,25 0,39 1,00 0,25 1,25 |
6,25 1,56 6,25 0,19 1,00 0,121794872 1,12 |
6,25 1,56 6,25 0,09 1,00 0,121794872 1,12 |
6,25 1,56 6,25 0,045 1,00 0,028846154 1,03 |
6,25 156 3,12 6,25 0,50 4,006410256 4,51 AN
6,25 156 3,12 3,12 0,50 2 2,50 |
6,25 156 3,12 1,56 0,50 1 1,50 |
6,25 1,56 1,56 6,25 0,25 4,006410256 4,26 AN
6,25 1,56 1,56 3,12 0,25 2 2,25 I
6,25 1,56 0,78 6,25 0,12 4,006410256 4,13 AN
6,25 1,56 0,78 3,12 0,12 2 2,12 I
6,25 1,56 0,39 6,25 0,06 4,006410256 4,07 AN
6,25 1,56 0,39 3,12 0,06 2 2,06 I
6,25 1,56 0,19 6,25 0,03 4,006410256 4,04 AN
6,25 1,56 0,09 6,25 0,01 4,006410256 4,02 AN
6,25 1,56 0,045 6,25 0,01 4,006410256 4,01 AN

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima, CIF: Concentrag&o Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracéo Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente,

AN: Antagonista.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 9 — Efeito inibitorio de associacdo de extratos sobre cepa clinica P7 de P.

aeruginosa
Cepa P7
CIM (mg/mL)
Isolado Em Associagao | CIF Gengibre CIF Quilaia ICIF Efeito

EG | EQ | EG EQ

312 156 6,25 3,12 2,00 2 4,00 AN
312 156 6,25 1,56 2,00 1 3,00 |
312 156 6,25 0,78 2,00 0,5 2,50 !
312 156 6,25 0,39 2,00 0,25 2,25 !
312 156 6,25 0,19 2,00 0,121794872 2,13 !
312 156 6,25 0,09 2,00 0,057692308 2,06 !
312 156 6,25 0,045 2,00 0,028846154 2,03 !
312 156 6,25 0,022 2,00 0,014102564 2,02 !
312 156 312 3,12 1,00 2 3,00 !
312 1,56 312 156 1,00 1 2,00 !
312 156 312 0,78 1,00 0,5 1,50 !
312 156 3,12 0,39 1,00 0,25 1,25 !
312 156 312 0,19 1,00 0,121794872 1,12 !
312 156 3,12 0,09 1,00 0,121794872 1,12 !
312 156 156 3,12 0,50 0,057692308 0,56 A
312 156 156 1,56 0,50 2 2,50 !
312 156 0,78 3,12 0,25 2 2,25 !
312 156 0,039 3,12 0,01 2 2,01 !
3,12 156 0,19 3,12 0,06 2 2,06 !
312 156 0,09 3,12 0,03 2 2,03 !
312 156 0045 3,12 0,01 2 2,01 !
312 156 0,022 3,12 0,01 2 2,01 !

Legenda: CIM: Concentragao Inibitéria Minima, CIF: Concentrag&o Inibitoria Fracionada, ICIF: indice
de Concentracao Inibitéria Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, AN:
Antagonista I: Indiferente, A: Aditivo.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Os resultados de acdo microbicida dos testes checkerboard estédo
demonstrados nas Tabelas 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17 e a metodologia aplicada
pode ser observada na Figura 12.

A partir dos resultados de ICMF foi possivel identificar 6 associacdes com
efeito sinérgico, 1 associacdo com efeito aditivo e uma associacdo com efeito
indiferente contra a cepa padrao (Tabela 10).

Assim como nos resultados de ICIF, ndo foi identificado efeito sinérgico das
associacfes dos extratos sob as cepas clinicas a partir dos dados de ICMF. Foi
identificado efeito aditivo de 1 associacdo contra a cepa P1 (Tabela 11), contra P2
(Tabela 12) e contra a cepa P3 (Tabela 13), e de 5 associacdes contra a cepa P4
(Tabela 14). Foram identificadas 13 associacdes com efeito indiferente sobre as cepas
Pl e P2 (Tabelas 11 e 12), 23 associacOes indiferentes para P3 e P5 (Tabelas 13
elb), 25 para P4 (Tabela 14), 14 para P6 (Tabela 16) e 10 para P7 (Tabela 17). Contra

a cepa P5 foi observada também uma combinacédo antagonista (Tabela 15).

Figura 12 — Demonstracdo da semeadura para determinacdo de Indice de

Concentracédo Microbicida Fracionada a partir do teste checkerboard
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Legenda: Observacdo de auséncia ou presenca de crescimento de coldnias a partir do teste
checkerboard (A) de forma correspondente ao contetido da microplaca de diluicdo (B e Figura 10.B).
Em amarelo (A) destaca-se a visualizacao da acéo microbicida nos testes.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 10 — Efeito microbicida de associacéo de extratos sobre cepa ATCC 15442 de

P. aeruginosa

Cepa ATCC 15442

CMM (mg/mL)

CMF

CMF

Isolado Em Associacéo Genaibre Quilaia ICMF Efeito

EG | EOQ EG | EOQ g

3,12 3,12 3,12 0,78 1 0,25 1,25 |
3,12 3,12 1,56 0,78 0,5 0,25 0,75 A
3,12 3,12 0,78 0,78 0,25 0,25 0,5 S
3,12 3,12 0,39 0,78 0,125 0,25 0,375 S
3,12 3,12 0,19 0,78 0,060897 0,25 0,310897 S
3,12 3,12 0,09 0,78 0,028846 0,25 0,278846 S
3,12 3,12 0,045 0,78 0,014423 0,25 0,264423 S
3,12 3,12 0,022 0,78 0,007051 0,25 0,257051 S

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CMF: Concentracao Microbicida Fracionada, ICMF:
indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I
Indiferente, A: Aditivo, S: Sinérgico.
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 — Efeito microbicida de associacado de extratos sobre cepa clinica P1 de P.

aeruginosa
Cepa P1
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacéo GeCnMilgre chjli\l/l;a ICMF Efeito

EG | EQ | EG | EQ 9

6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 |
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 I
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 |
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 I
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897 1,06 I
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,028846 1,03 I
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 |
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 I
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 I
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 |
6,25 3,12 0,09 3,12 0,01 1 1,01 I
6,25 3,12 0,045 3,12 0,01 1 1,01 |
6,25 3,12 0,022 3,12 0,00 1 1,00 I

Legenda: CMM: Concentrag&o Microbicida Minima, CMF: Concentragao Microbicida Fracionada, ICMF:
Indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I:

Indiferente, A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 12 - Efeito microbicida de associacao de extratos sobre cepa clinica P2 de P.

aeruginosa

Cepa P2
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacao Geci:\élilt:)re chzjli\l/lai:ia ICMF Efeito

EG EQ EG EQ

6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 l
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 l
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 |
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 l
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897 1,06 |
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,028846 1,03 |
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0,014423 1,01 l
6,25 3,12 6,25 0,022 1,00 0,007051 1,01 l
6,25 3,12 312 3,12 0,50 1 1,50 |
6,25 3,12 312 1,56 0,50 0,5 1,00 '
6,25 3,12 312 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 156 3,12 0,25 1 1,25 |
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 |
6,25 3,12 039 3,12 0,06 1 1,06 |

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CMF: Concentracao Microbicida Fracionada, ICMF:
indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I:
Indiferente, A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 13 - Efeito microbicida de associacao de extratos sobre cepa clinica P3 de P.

aeruginosa
Cepa P3
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associagao G;I\g/]lilk:)re Q(l:JIi\I/Iellzia ICMF Efeito

EG EQ EG EQ

6,25 3,12 12,5 3,12 2,00 1 3,00 |
6,25 3,12 12,5 1,56 2,00 0,5 2,50 '
6,25 3,12 12,5 0,78 2,00 0,25 2,25 '
6,25 3,12 12,5 0,39 2,00 0,125 2,13 !
6,25 3,12 12,5 0,19 2,00  0,060897 2,06 !
6,25 3,12 12,5 0,09 2,00 0,028846 2,03 '
6,25 3,12 12,5 0,045 2,00 0014423 201 '
6,25 3,12 12,5 0,022 2,00 0,007051 2,01 !
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 '
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 '
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 !
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 '
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00  0,060897 1,06 '
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00  0,028846 1,03 '
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00  0,014423 1,01 '
6,25 3,12 6,25 0,022 1,00  0,007051 1,01 '
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 '
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 '
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 '
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 '
6,25 3,12 0,39 3,12 0,06 1 1,06 '
6,25 3,12 0,19 3,12 0,03 1 1,03 '
6,25 3,12 0,09 3,12 0,01 1 1,01 '

Legenda: CMM: Concentrag&o Microbicida Minima, CMF: Concentragao Microbicida Fracionada, ICMF:
Indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, :
Indiferente, A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 14 — Efeito microbicida de associacéo de extratos sobre cepa clinica P4 de P.

aeruginosa

Cepa P4
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacao GeciIMiEre QCL:JII\I/I:ia ICMF Efeito

EG | EQ | EG | EQ g

6,25 3,12 6,25 6,25 1,00 2,003205 3,00 I
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 I
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 I
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 I
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 I
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897 1,06 I
6,25 3,12 6,25 0,09 1,00 0,028846 1,03 I
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0,014423 1,01 I
6,25 3,12 3,12 6,25 0,50 2,003205 2,50 I
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 I
6,25 3,12 3,12 1,56 0,50 0,5 1,00 I
6,25 3,12 3,12 0,78 0,50 0,25 0,75 A
6,25 3,12 3,12 0,39 0,50 0,125 0,62 A
6,25 3,12 3,12 0,19 0,50 0,060897 0,56 A
6,25 3,12 3,12 0,09 0,50 0,028846 0,53 A
6,25 3,12 3,12 0,045 0,50 0,014423 0,51 A
6,25 3,12 1,56 6,25 0,25 2,003205 2,25 I
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 I
6,25 3,12 0,78 6,25 0,12 2,003205 2,13 I
6,25 3,12 0,78 3,12 0,12 1 1,12 I
6,25 3,12 0,39 6,25 0,06 2,003205 2,07 I
6,25 3,12 0,39 3,12 0,06 1 1,06 I
6,25 3,12 0,19 6,25 0,03 2,003205 2,03 I
6,25 3,12 0,19 3,12 0,03 1 1,03 I
6,25 3,12 0,09 6,25 0,01 2,003205 2,02 I
6,25 3,12 0,09 3,12 0,01 1 1,01 I
6,25 3,12 0,045 6,25 0,01 2,003205 2,01 I
6,25 3,12 0,045 3,12 0,01 1 1,01 I
6,25 3,12 0,022 6,25 0,00 2,003205 2,01 I
6,25 3,12 0,022 3,12 0,00 1 1,00 I

Legenda: CMM: Concentrag&o Microbicida Minima, CMF: Concentragao Microbicida Fracionada, ICMF:
Indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG: Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, :
Indiferente, A: Aditivo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 15 — Efeito microbicida de associacéo de extratos sobre cepa clinica P5 de P.

aeruginosa
Cepa P5
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacdo Gegl'\g;lizre Qcijli\l/la’?a ICMF Efeito

EG EQ EG EQ

6,25 3,12 12,5 6,25 2,00 2,003205 4,00 AN
6,25 3,12 12,5 3,12 2,00 1 3,00 I
6,25 3,12 12,5 1,56 2,00 0,5 2,50 I
6,25 3,12 12,5 0,78 2,00 0,25 2,25 I
6,25 3,12 12,5 0,39 2,00 0,125 2,13 I
6,25 3,12 12,5 0,19 2,00 0,028846 2,03 I
6,25 3,12 12,5 0,09 2,00 0,014423 2,01 I
6,25 3,12 12,5 0,045 2,00 0,014423 2,01 I
6,25 3,12 6,25 6,25 1,00 2,003205 3,00 I
6,25 3,12 6,25 3,12 1,00 1 2,00 I
6,25 3,12 6,25 1,56 1,00 0,5 1,50 I
6,25 3,12 6,25 0,78 1,00 0,25 1,25 |
6,25 3,12 6,25 0,39 1,00 0,125 1,13 I
6,25 3,12 6,25 0,19 1,00 0,060897 1,06 I
6,25 3,12 6,25 0,045 1,00 0014423 1,01 !
6,25 3,12 3,12 6,25 0,50 2,003205 2,50 |
6,25 3,12 3,12 3,12 0,50 1 1,50 I
6,25 3,12 1,56 6,25 0,25 2,003205 2,25 |
6,25 3,12 1,56 3,12 0,25 1 1,25 !
6,25 3,12 0,78 6,25 0,12 2,003205 2,13 I
6,25 3,12 0,39 6,25 0,06 2,003205 2,07 I
6,25 3,12 0,19 6,25 0,03 2,003205 2,03 '
6,25 3,12 0,09 6,25 0,01 2,003205 2,02 I
6,25 3,12 0,045 6,25 0,01 2,003205 2,01 I

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CMM: Concentragdo Microbicida Minima, CIF:
Concentracdo Microbicida Fracionada, ICIF: Indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG:

Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, AN: Antagonista, I: Indiferente.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 16 - Efeito microbicida de associacao de extratos sobre cepa clinica P6 de P.

aeruginosa
Cepa P6
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacdo G(glhgiire Qcijli\l/laﬁa ICMF Efeito

EG EQ EG EQ

6,25 6,25 12,5 6,25 2,00 1 3,00 I
6,25 6,25 12,5 3,12 2,00 0,4992 2,50 I
6,25 6,25 12,5 0,78 2,00 0,1248 2,12 I
6,25 6,25 12,5 0,39 2,00 0,0624 2,06 I
6,25 6,25 12,5 0,19 2,00 0,0304 2,03 I
6,25 6,25 12,5 0,09 2,00 0,0304 2,03 I
6,25 6,25 12,5 0,045 2,00 0,0072 2,01 I
6,25 6,25 6,25 6,25 1,00 1 2,00 I
6,25 6,25 6,25 3,12 1,00 0,4992 1,50 I
6,25 6,25 3,12 6,25 0,50 1 1,50 I
6,25 6,25 0,78 6,25 0,12 1 1,12 !
6,25 6,25 0,19 6,25 0,03 1 1,03 '
6,25 6,25 0,09 6,25 0,01 1 1,01 I
6,25 6,25 0,045 6,25 0,01 1 1,01 I

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CIF:
Concentracdo Microbicida Fracionada, ICIF: indice de Concentracido Microbicida Fracionada, EG:
Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 17 - Efeito microbicida de associacao de extratos sobre cepa clinica P7 de P.

aeruginosa
Cepa P7
CMM (mg/mL)
Isolado Em Associacdo Gecrgilgre Q(fjli\l/g:ia ICMF Efeito

EG EQ EG EQ

6,25 1,56 6,25 3,12 1,00 2 3,00 I
6,25 1,56 6,25 1,56 1,00 1 2,00 I
6,25 1,56 6,25 0,78 1,00 0,5 1,50 I
6,25 1,56 6,25 0,39 1,00 0,25 1,25 !
6,25 1,56 6,25 0,19 1,00 0,121795 1,12 I
6,25 1,56 6,25 0,09 1,00 0,057692 1,06 I
6,25 1,56 6,25 0,045 1,00 0,028846 1,03 I
6,25 1,56 6,25 0,022 1,00 0,014103 1,01 '
6,25 1,56 3,12 3,12 0,50 2 2,50 I
6,25 1,56 3,12 1,56 0,50 1 1,50 I

Legenda: CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CMM: Concentracdo Microbicida Minima, CIF:
Concentracdo Microbicida Fracionada, ICIF: indice de Concentracdo Microbicida Fracionada, EG:
Extrato de Gengibre, EQ: Extrato de Quilaia, I: Indiferente.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Atividade antimicrobiana dos extratos isolados e associados sobre biofilmes

monotipicos de P. aeruginosa

A partir dos testes realizados em biofilmes foi possivel observar que em todos

0s testes com cepas clinicas e com a cepa padréo houve maior reducgéo de viabilidade

a partir dos tratamentos com extratos isolados do que com a clorexidina (p<0.0001).

Nos testes de todas as cepas foi possivel observar pelo menos um tratamento com

extrato isolado que reduziu de forma estatisticamente significativa a viabilidade dos

biofilmes monotipicos em comparacéo ao grupo controle (p<0.0001). Contra a cepa

ATCC 15442 apenas o extrato de quilaia (25 e 12,5 mg/mL) e a clorexidina

promoveram reduc¢do significativa do biofilme (Tabela 18 e Figura 14) (p<0.0001).
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Tabela 18 — Reducéo de viabilidade em biofilmes de P. aeruginosa ap0s crescimento

em contato com tratamentos

Reducéo de Viabilidade Celular (%)

Cepa
ATCC
Tratamento P1 P2 P3 P4*  P5* P6 p7*
15442
Clorexidina 0,06% 477 38,3 6,4 426 22,7 446 71 37
EG 50 mg/mL 36,7 59,8 605 73,6 49 72,2 71,8 43,4
EG 25 mg/mL 34 60,2 524 72,1 543 68,2 61,1 495
EQ 25 mg/mL 51,3 65 55,8 79,6 36,8 69,3 67,9 499
EQ 12,5 mg/mL 51,4 595 54,6 60 41,8 75,9 72 53,6
EG 0,09 mg/mL + EQ 0,78 mg/mL - 35 10,4 94 - - 24,7 10,1
EG 0,09 mg/mL + EQ 0,39 mg/mL - - - - - - 148 8,7

Legenda: Médias de reducéo de viabilidade apresentadas pelos biofilmes monotipicos de cepa ATCC
15442 e cepas clinicas de P. aeruginosa ap6s crescimento do biofilme em contato com tratamentos. *:
cepa classificada como multidroga resistente (MDR). EG: Extrato de Gengibre; EQ: Extrato de Quilaia.
Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto as cepas clinicas, houve acao significativa na inibicéo do biofilme pela
clorexidina contra apenas uma das cepas (P6) em comparacdo ao controle de
crescimento (Figura 16) (p<0.0001). Contra as cepas P1 (Figura 13), P2, P3 (Figura
14), P4, P5 (Figura 15) e P7 (Figura 16) apenas os extratos isolados promoveram
significativa redugéo na formacao do biofilme, enquanto os tratamentos de extratos
combinados n&o promoveram reducdo, sendo importante ressaltar que dentre essas
cepas estao as multirresistentes (p<0.0001). O extrato de quilaia (25 mg/mL) reduziu
de forma significativa a formagéo do biofilme das cepas P1 e P3 (Figuras 13 e 14) em
comparacao a clorexidina (p<0.0001).

Ambos os extratos nas duas concentragdes testadas (50 e 25 mg/mL de EG
e 25 e 12,5 mg/mL de EQ) promoveram reducao significativa no crescimento do

biofilme da cepa P2 (Figura 14) em comparagcao com o efeito da clorexidina que nao
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apresentou reducdo estatisticamente significativa em comparacdo ao controle de

crescimento, assim como comparada aos tratamentos com extratos em associagéo
(p<0.0001).

Figura 13 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT
apos crescimento de biofilmes de P. aeruginosa (cepas ATCC 15442 e P1) em contato

com diferentes tratamentos
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Legenda: Os dados nédo apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método Kruskall-
Wallis complementado com Teste de Comparacao Mdltipla de Dunn; p<0.0001. As letras “a”, “b”, “c” e
“d” demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. EG: extrato
de gengibre. EQ: extrato de quilaia. D.O.: densidade Optica.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14 — Gréaficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos crescimento de biofilmes de P. aeruginosa (cepas P2 e P3) em contato com

diferentes tratamentos
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Legenda: Os dados apresentaram distribuicdo normal para a cepa P2 e foram analisados pelo método
ANOVA complementado pelo Teste de Tukey; p<0.0001. N&o foi observada distribuicdo normal para
cepa P3 que foi analisada pelo método Kruskall-Wallis complementado com Teste de Comparacéo

[T

Multipla de Dunn; p<0.0001. As letras “a@”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanca ou diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos. EG: extrato de gengibre. EQ: extrato de quilaia. D.O.:

densidade Optica.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15 — Gréaficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos crescimento de biofilmes de P. aeruginosa (cepas P4 e P5) em contato com

diferentes tratamentos
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Legenda: Os dados nédo apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método Kruskall-

Wallis complementado com Teste de Comparac¢do Mdultipla de Dunn; p<0.0001. As letras “a” e “b”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. EG: extrato de
gengibre. EQ: extrato de quilaia. D.O.: densidade 6ptica.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste MTT

apos crescimento de biofilmes de P. aeruginosa (cepas P6 e P7) em contato com

diferentes tratamentos
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Legenda: Os dados nédo apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método Kruskall-
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Wallis complementado com Teste de Comparac¢ao Mdltipla de Dunn; p<0.0001. As letras “a”, “b”, “c” e
“d” demonstram a semelhanga ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. EG: extrato
de gengibre. EQ: extrato de quilaia. D.O.: densidade o6ptica.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17 — Demonstracdo em destaque de microplacas apos maturacéo do biofilme
de P. aeruginosa em contato com os tratamentos e do teste de MTT
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Legenda: A: Pogcos demonstrando visualizagdo da auséncia ou presenca de crescimento bacteriano
apos 48 horas de desenvolvimento do biofilme em contato com tratamentos. A turvacdo indica a
presenca da bactéria. B: Visualizacdo em destaque de crescimento bacteriano expressivo em que é
possivel observar a olho nu a presenca de biofilme (estruturas indicadas por setas amarelas).

C: Visualizacao do resultado obtido apds desenvolvimento de teste MTT em que a coloracao indica a
viabilidade das células bacterianas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Inicialmente € importante destacar que ndo foram encontradas pesquisas
similares ao presente estudo quanto a aplicacdo de extratos de quilaia, no entanto, ja
é relatado na literatura que diversos fitoterdpicos produzidos a partir de diferentes
espécies de plantas apresentam acao contra microrganismos. Steglinska et al. (2022)
demonstraram acao antimicrobiana de diversos extratos aquoso-glicolicos (como
milefélio comum, horteld-pimenta, salvia, cavalinha, urtiga, dente-de-ledo, alecrim,
lGpulo, cominho, tomilho, lavanda, rabano, cebola, acafrdo, capim, dentre outros),
apresentando acéo de destaque para o alho e o cravo que demonstraram efeito contra
as bactérias Streptomyces scabiei DSM 40,778 e Pectobacterium carotovorum PCM
2056 e contra os fungos Alternaria tenuissima DSM 63,360, Phoma exigua DSM
62040, Colletotrichum coccodes DSM 62126, Rhizoctonia solani DSM 22843,
Alternaria alternata £t OCK, Alternaria solani Z184 e Fusarium oxysporum Z154.

Estudos anteriores também ja indicaram que diversos fitoterdpicos podem
atuar contra cepas de P. aeruginosa. Em 2020, Cosa et al. demonstraram que extratos
de Calpurnia aurea extraidos com acetona, etanol e acetato de etila apresentaram
valores de CIM de 1,56; 156 e 6,25 mg/mL, respectivamente, contra P.
aeruginosa ATCC 9721, enquanto os valores de CIM para extratos de cordao-de-frade
(Leonotis ocymifolia) e moringa (Moringa oleifera) (com os mesmos solventes) foram
de 6,25 mg/mL. Em teste com cepa padrao, a presente pesquisa apresentou valores
de CIM para ambos os extratos glicolicos utilizados de 3,12 mg/mL, valor intermediario
entre os obtidos por Cosa et al., no entanto, € importante destacar que esses extratos
glicélicos de quilaia e gengibre também foram capazes de inibir cepas resistentes a
antibiodticos com os mesmos valores encontrados por Cosa et al. (2020) (1,56; 3,12 e
6,25 mg/mL), porém, utilizando um solvente sem citotoxicidade significativa (Pereira
et al., 2005; Gentil et al., 2006).

Mombeshora et al. (2019) utilizaram cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa e
cepa isolada de infec¢ao do trato urinario do (Harare, Zimbabwe) para testar a acao
de diferentes extratos de folha de Triumfetta welwitschii Mast. na concentracédo de
100 ug/mL. Por meio de microdiluicdo em caldo e teste de MTT com a forma
planctonica da bactéria foi demonstrado que, contra a cepa ATCC, o extrato de
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acetona apresentou inibicdo igual a 96%, o etanolico igual a 81%, o
diclorometano/metandlico igual a 99%, o metandlico com reducdo de
aproximadamente 70% e o de acetato de etila e diclorometano de aproximadamente
60%, enquanto o extrato aquoso apresentou inibicdo de menos de 20% em
comparacao ao controle. Ja contra o isolado clinico o extrato acetato de etila e
diclorometano apresentaram menos de 10% de reducéo, o diclorometano/metandlico
de aproximadamente 35%, e os extratos com maior desempenho, de acetona e
etandlico, com aproximadamente 80% de reducdo, enquanto o extrato aquoso
praticamente ndo produziu reducéo. Na pesquisa de Mombeshora et al. € interessante
destacar que os extratos com diferentes solventes promoveram diferentes acdes
contra a forma planctonica de P. aeruginosa, e, embora tenham sido utilizadas
concentracdes baixas dos extratos, ndo houve total eliminacdo da bactéria, enquanto,
no presente estudo, foi alcancada acdo microbicida dos extratos glicélicos de quilaia
e gengibre com concentracfes de 1,56; 3,12 e 6,25 mg/mL contra cepa padrdo e
contra as cepas clinicas sendo os menores valores efetivos encontrados contra as
cepas classificadas como multirresistentes.

Quanto a acado de fitoterapicos sobre biofilmes monotipicos, pode-se citar o
estudo de Banerjee et al. (2017) que utilizou isolados clinicos de P. aeruginosa
(produtora de MPBL) e demonstrou que com dose de 1,25 mg/mL do extrato
cloroférmico de Andrographis paniculata houve inibicdo da formacédo do biofilme em
superficie abiética em aproximadamente 75,2%, doses de 0,625 e 0,313 mg/mL
reduziram a biomassa em aproximadamente 55,5% e 36,7% respectivamente,
enguanto o extrato metandlico promoveu 51,9% de reducéo na formacéo do biofilme
e 0 extrato aquoso reduziu em 24,1% nas mesmas dosagens. Alam et al. (2020)
demonstraram que extrato metandlico de Bergenia ciliata (rizoma e pele) inibiu
crescimento do biofilme da cepa PAO1 em 81% e extrato etandlico de C. grata (folhas)
em 80%. Ja Kamiya et al. (2019) testaram o efeito antibiofilme de trapoeraba-roxa
(Tradescantia pallida) e observaram que com o0 extrato aquoso nas concentracdes
0,27% e 0,135% o crescimento do biofilme reduziu em 55,8% e 62,2%,
respectivamente, enquanto o extrato metandlico (0,25% e 0,125%) nao inibiu o
crescimento do biofilme de P. aeruginosa (ATCC15692). O estudo de Cosa et al.

(2020), mencionado anteriormente, também demonstrou inibigdo significativa do
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biofilme de P. aeruginosa (ATCC 9721) (= 60%) com 1 mg/mL de extrato etandlico e
de acetato de etila de C. aurea.

A partir do descrito acima, observa-se que no estudo de Banerjee et al. (2017)
0 extrato aquoso, com menor potencial toxico apresentou baixa inibicdo comparado a
outros extratos utilizados pelos pesquisadores, assim como na pesquisa de Alam et
al. (2020) em gue extratos metandlico e etandlicos apresentaram resultados positivos,
enguanto no estudo de Kamiya et al. (2019) o extrato aquoso promoveu mais reducao
do biofilme em comparacao ao extrato metandlico que nao apresentou acao efetiva.
Embora ndo tenham sido citados extratos glicélicos para melhor comparacao, extratos
utilizados na presente pesquisa (quilaia e gengibre) promoveram reducdes que
variaram de 36,8 a 79,6% contra as cepas resistentes se aproximando da melhor agéo
observada nos estudos citados com diferentes tipos de fitoterapicos, sendo algumas
reducdes mais altas com solvente menos téxico do que aqueles apresentados pelas
diferentes pesquisas.

A acdo antimicrobiana de produtos a base de gengibre foi demonstrada por
Silva et al. (2018) que demonstraram CIM de 9,4 yL/mL e CMM de 18,7 yL/mL do éleo
essencial da espécie contra cepa ATCC 15443 de P. aeruginosa, além de demonstrar
também acao contra Salmonella typhimurium ATCC 14028 (mesmos valores de CIM
e CMM), S. aureus ATCC 25923 (CIM igual a 4,6 yL/mL e CMM igual a 9,4 uL/mL);
Listeria monocytogenes ATCC 766 e E. coli 0157:H7 NCTC 12900 (CIM igual a 2,3
ML/mL e CMM igual a 4,7 yL/mL para ambas as espécies). Sendo o 6leo essencial
outro tipo de fitoterapico é interessante observar acdo do gengibre com concentracées
tdo reduzidas, no entanto, é importante ressaltar que o estudo utilizou apenas cepas
padréo.

Quanto a acdo de extratos de gengibre, Chakotiya et al. (2017) testaram
extrato alcodlico-aquoso (70:30 de metanol para agua) de rizoma da planta contra P.
aeruginosa isolada de amostra clinica (New Delhi, India) e observaram CIM igual a 10
pg/mL, enquanto Sagar et al. (2020) demonstraram CIM de extrato metandlico de 15
a 30 mg/mL para cepas clinicas e aproximadamente 5 mg/mL para a cepa padrao
(PAOl). Embora Chakotiya et al. (2017) tenham observado CIM com baixa
concentracéo, Sagar et al. (2020) apresentaram valores mais altos do que todos o0s
valores de CIM e CMM encontrados na presente pesquisa com extrato glicélico da

planta.
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Em relacdo aos estudos com biofilmes sdo encontradas apenas pesquisas
com extratos etandlicos. Abu El-Wafa et al. (2020) fizeram testes com cepa de P.
aeruginosa resistente a mais de 90% dos antibiéticos de referéncia (Cairo, Egito) e
demonstraram que o extrato etandlico de gengibre apresentou reducéo de 71,56% na
formacao do biofilme com 6,25 mg/mL (sendo a CIM igual a 12,5 mg/ml). Ja Miari et
al. (2020) utilizaram isolado de P. aeruginosa de aspirado traqueal profundo (paciente
com infe¢do nosocomial) e demonstraram inibicdo na formacéo de biofilme de 42,74%
com extrato etandlico de gengibre (5%). Embora os extratos das pesquisas citadas
tenham produzido valores de reducdo consideraveis com baixas concentracdes, é
importante ressaltar a utilizacdo de um solvente citotétixo, diferentemente do
propilenoglicol (solvente utilizado nos extratos glicolicos). Além do possivel efeito
contra células que nao sejam o alvo da aplicacdo do fitoterapico (como de tecidos de
um paciente), a utilizacdo de extratos com solventes téxicos pode promover uma
potencial acdo do solvente contra os microrganismos gerando resultados que nao
incluem apenas o efeito dos compostos ativos da planta de origem do fitoterapico,
mas sim uma combinacdo de efeito do solvente e das fracbes extraidas. O
proplenoglicol ja foi investigado quanto a sua eficacia isolada contra microrganismos,
em que demonstrou auséncia de acdo antimicrobiana, podendo ser utilizado até
mesmo como grupo controle (Pereira et al., 2005; Gentil et al., 2006). Estudo de Meto
et al. (2020), inclusive, demonstrou que o propilenoglicol por si s6 apresenta efeito
irrelevante sobre biofilme de P. aeruginosa (cepa P1242 geneticamente modificada
para produzir bioluminescéncia) comparado a um extrato glicélico de prépolis utilizado
pelos pesquisadores, o que demonstra que, com este tipo de solvente pode ser
possivel observar de forma mais clara a acdo dos compostos ativos da planta utilizada
e ndo uma interferéncia do solvente aplicado para a extracédo do fitoterapico.

Como demonstrado acima, muitas pesquisas desenvolvidas com fitoterapicos
utilizam diferentes tipos de solventes em seus extratos, porém, alguns estudos de
nosso grupo de pesquisa ja demonstraram a acéo de outros extratos glicolicos contra
diversas espécies microbianas: Domingues et al. (2022) testaram extratos glicolicos
de raiz de pfafia (Pfaffia paniculata); de folna de hamamélis (Hamamelis virginiana),
de casca de arvore de barbatimdo-verdadeiro (Stryphnodendron barbatiman) e de
caule e folhas de gurmar (Gymnema sylvestre) sobre biofilmes multiespécies de

Candida albicans (ATCC 18804) combinada com uma das seguintes espécies
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bacterianas: Streptococcus mutans (ATCC 35688), S. aureus (ATCC 6538),
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) ou P. aeruginosa (ATCC 15442). Todos o0s
extratos apresentaram acédo significativa (especialmente em contato de 24 h), com
destaque para H. virginiana (50 e 100 mg/mL) que eliminou praticamente todos os
microrganismos do biofilme de C. albicans com S. mutans. Na associacdo com P.
aeruginosa foram obtidos os melhores resultados em que o contato de 5 min com o
extrato de H. virginiana (25, 50 e 100 mg/mL) eliminou completamente as colonias de
C. albicans, além de o contato com todos os extratos utilizados (nas concentracdes
de 50 e 100 mg/mL) durante 24 h reduzir as colénias de P. aeruginosa de forma
estatisticamente significativa.

Dos Santos Liberato et al. (2021) estudaram a acdo do extrato glicélico de
abacateiro (Persea americana) sobre Acinetobacter baumannii observando CIM de
3,12 mg/mL contra cepa ATCC 19606 e de 6,25 mg/mL contra quatro cepas clinicas
(fornecidas pelo ValeClin Laboratério de Analises Clinicas de Sédo José dos Campos,
SP, Brasil). A CMM foi de 6,25 mg/mL para trés cepas clinicas e para a cepa padrao,
enquanto para uma das cepas clinicas foi igual a 12,5 mg/mL. Quanto aos testes em
biofilmes monotipicos foi observada reducao de viabilidade concentracdo dependente
de aproximadamente 10 a 45% contra as cepas clinicas com as concentracdes de
12,5, 25 e 50 mg/mL (contato de 5 min).

Assim se observa que outros extratos glicélicos também apresentam potencial
antimicrobiano contra cepas padrdo e clinicas de diferentes patdgenos, sendo
observado que este solvente permite extracdo de compostos ativos contra o0s
microrganismos investigados.

Com diversos efeitos benéficos para a salde e muitas pesquisas a respeito
de sua composicao, ja foram identificados mais de cem compostos no gengibre que
sdo utilizados em diversos tipos de formulacdes farmacéuticas, sendo alguns
exemplos de compostos biologicamente ativos o shogaol, paradol e zingerone e
gingerol, sendo o 6-gingerol considerado o principal constituinte ativo do rizoma fresco
com inumeras atividades farmacolégicas e fisiolégicas importantes (efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios, analgésicos e antipiréticos) jA demonstradas (Jiang,
2019; Lima et al., 2018; Mao et al., 2019; Talebi et al., 2021; Wang et al., 2017).

Shukla et al. (2021a, 2021b) desenvolveram estudo com P. aeruginosa AM26

(GenBank accession no.: MN871520) e observaram que a concentragéo de 30 ug/mL
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de gingerol ndo prejudicou o crescimento da espécie, mas suprimiu vias de quérum
sensing testadas além de identificarem gingerol e curcumina como antagonistas de
quoérum sensing na mesma cepa demonstrando potencial para suprimir a producéo de
biofilme, exopolissacarideos, piocianina e ramnolipidio, além de melhorar a
suscetibilidade da bactéria a antibiéticos (Shukla et al., 2021a; Shukla et al., 2021b).
Os estudos de Shukla et al. (2021a, 2021b) concordam com a pesquisa desenvolvida
em 2015 por Kim et al. que demonstraram que o 6-gingerol € um eficiente componente
inibidor do quérum sensing de P. aeruginosa (PA14), além de observarem reducao de
biofilme de 19 a 53% em padréao concentracao/dependente.

Ja foi demonstrado também que o tratamento com composto analogo de 6-
gingerol e trobamicina inibiu atividades associadas com a formagé&o do biofilme de P.
aeruginosa PA14, além de reduzir a infectividade da bactéria em modelo com larva de
Tenebrio molitor (Ham et al., 2021). Além disso, Keyhani et al. (2021) demonstraram
gue associacdo de 6-gingerol e anfotericina B exerceu atividade anti-leishmania
sinergicamente in vitro e in vivo além de potencializar a atividade leishmanicida de
macroéfagos.

A partir dos estudos citados se observa que o gingerol € um dos provaveis
componentes ativos do gengibre, que poderia estar associado a eficaz acéo
antibacteriana e antibiofilme de fitoterapicos a base desta espécie.

Considerando a escassez de estudos a respeito da acédo antimicrobiana da
quilaia, foi investigado o efeito de suas saponinas, um grupo de substancias
considerado de grande relevancia na composicdo deste fitoterapico. O estudo de
Arabski et al. (2012) demonstrou que solucéo estoque de saponina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA) diluida a 0.1-12 ug/mL nao apresentou efeito antimicrobiano,
mas promoveu crescimento de E. coli multidroga resistente (seis cepas isoladas de
pacientes do Departamento de Microbiologia do Holy Cross Cancer Center em Kielce,
Poloénia) em padrdo concentracdo dependente, além de aumentar o crescimento
clinico de células de E. coli na presenga de antibioticos. Ja Khan et al. (2018)
demonstraram agéo antibacteriana de saponinas extraidas de extrato etandlico bruto
da semente do ch& verde contra E. coli (ATCC 25922), mas também contra cepas
padrdo de S. aureus, S. typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella

gallinarum, Salmonella choleraesuis, Salmonella pullorum e Salmonella dublin.
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Tagousop et al. (2018) demonstraram que saponinas de Melanthera elliptica
apresentam acdo contra E. coli multidrogarresistente assim como contra S.
aureus, Shigella flexneri, Candida parapsilosis, C. albicans e C. neoformans, sendo
observada que a acao de duas saponinas contra E. coli multidrogarresistente e S.
flexneri foi igual a observada com a vancomicina (antibiético de referéncia). Além
disso, é importante ressaltar que foi observada também acéo sinérgica e aditiva entre
combinacdes das saponinas estudadas pelos pesquisadores e antibidticos de
referéncia (fluconazol para fungos e vancomicina para bactérias).

A partir das pesquisas discutidas € possivel notar que ainda ha poucos
estudos que demonstrem a acdo antibacteriana e antibiofilme de fitoterapicos a base
de gengibre e uma escassez ainda maior de pesquisas com quilaia, especialmente se
tratando de investigacbes com cepas clinicas de P. aeruginosa (ou outras cepas)
resistentes e multirresistentes a antibidticos, de forma que este estudo apresenta
informacdes inéditas e inovadoras sobre acao efetiva de fitoterapicos contra a forma
plancténica e os biofilmes monotipicos desse patdgeno que podem iniciar série de
novos estudos que investiguem melhor o potencial destes e de outros fitoterapicos
gue apresentem acdo para combater microrganismos de grande impacto na saude
mundial sem que prejudiguem a salude de pacientes que facam o uso desses

produtos.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos glicélicos de gengibre e de quilaia apresentam
acao antimicrobiana sobre a forma planctdnica de cepas clinicas resistentes de P.
aeruginosa de forma isolada com efeito inibitério nas concentracdes de 3,12 e 6,25
mg/mL para o extrato de gengibre e de 1,56 e 3,12 mg/mL para o extrato de quilaia,
além de acdo microbicida com 6,25 mg/mL e 1,56 a 6,25 mg/mL para ambos os
extratos, respectivamente. A acdo combinada promoveu efeito sinérgico contra a cepa
padréo e com cepas clinicas foi observado efeito aditivo, sendo uma das associa¢cées
(3,12 mg/mL de extrato de gengibre com 0,78 mg/mL de extrato de quilaia) efetiva na
inibicdo de trés cepas e na agcdo microbicida contra quatro cepas.

Com relacédo a acédo antibiofilme, os extratos de gengibre e quilaia isolados
apresentaram importante acao preventiva na formacao dos biofilmes de cepas clinicas
de P. aeruginosa com valores de inibicao de 43,4 a 73,6% para o extrato de gengibre
(50 mg/mL) e de 36,8 a 79,6% para o extrato de quilaia (25 mg/mL), podendo ser
considerados potenciais fitoterapicos com aplicacdes terapéuticas para o combate das

infeccbes por P. aeruginosa.
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