\/
Ay UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY ’
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

THAIS CRISTINE PEREIRA

EXTRATOS HIDROETANOLICOS DE CANELA (Cinnamomum
verum) e ROMA (Punica granatum L.) PROMOVEM ACAO
ANTIBACTERIANA FRENTE CEPAS RESISTENTES A
ANTIBIOTICOS DE Acinetobacter baumannii e Pseudomonas

aeruginosa

2023



THAIS CRISTINE PEREIRA

EXTRATOS HIDROETANOLICOS DE CANELA (Cinnamomum verum) e ROMA
(Punica granatum) PROMOVEM ACAO ANTIBACTERIANA FRENTE CEPAS
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS DE Acinetobacter baumannii e Pseudomonas

aeruginosa

Tese apresentada ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Sdo José dos Campos, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de DOUTORA, pelo Programa de P6s-Graduacdo em CIENCIAS
APLICADAS A SAUDE BUCAL.

Area: Microbiologia e Imunologia. Linha de pesquisa: Agentes antimicrobianos e

métodos de controle para infec¢des de interesse médico-odontoldgico

Orientadora: Profa. Assoc. Luciane Dias de Oliveira

S&o José dos Campos
2023



Instituto de Ciéncia e Tecnologia [internet]. Normalizacao de tese e dissertagao
[acesso em 2023]. Disponivel em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentacao gréafica e normalizacéo de acordo com as normas estabelecidas pelo Servi¢o de
Normalizacdo de Documentos da Secéo Técnica de Referéncia e Atendimento ao Usuario e
Documentacédo (STRAUD).

Pereira, Thais Cristine

Extrat os hidroetandlicos de canela (G nnamonum verun) e ronmé (Punica
granatum L.) pronmovem agdo antibacteriana frente cepas resistentes a
anti bi 6ti cos de Aci netobacter baumannii e Pseudonpnas aerugi nosa / Thais
Cristine Pereira. - Sao José dos Canpos : [s.n.], 2023.

98 f. : il.

Tese (Doutorado em Ci énci as Aplicadas a Saude Bucal) - P6s-G aduacdo em
Ci éncias Aplicadas a Salde Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ci éncia e Tecnol ogia, Sdo José dos Canpos, 2023.

Oientador: Luciane Dias de diveira.

1. Acinetobacter baumannii. 2. Pseudonobnas aerugi nosa. 3. C nnamponmum
verum 4. Punica granatum 5. Fitoterapia. |I. diveira, Luciane D as de,
orient. Il. Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de C éncia e
Tecnol ogi a, Sao José dos Canpos. Ill. Universidade Estadual Paulista 'Jdlio

de Mesquita Filho' - Unesp. IV. Universidade Estadual Paulista (Unesp). V.
Titul o.

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Se¢do Técnica de Informatica, ICMC/USP
com adaptacdes - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP.
Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376



IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Devido ao aumento de patdgenos resistentes a antibioticos e consequentemente a
mortalidade causada por infec¢des oportunistas, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou uma lista de agentes criticos prioritarios que necessitam de novas
alternativas de tratamento, dentre esses estdo as bactérias Acinetobacter baumannii
e Pseudomonas aeruginosa. Diante disso, a fitoterapia pode ser uma alternativa
promissora devido as suas propriedades medicinais relatadas, tais como, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antibiofilme, antitumoral, entre outras. Analisar o efeito
antibacteriano de extratos de plantas € de suma importancia e pode futuramente
contribuir para novas formulacdes terapéuticas e/ou integrativas de tratamento. Este
estudo demonstra resultados promissores da acéo antibacteriana e antibiofilme dos
extratos hidroetandlicos de canela e roma frente cepas clinicas de A. baumannii e P.
aeruginosa, bem como uma importante acdo antioxidante e auséncia de

citotoxicidade na faixa de concentracao testadas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Due to the increase in antibiotic-resistant pathogens and consequently the mortality
caused by opportunistic infections, the World Health Organization (WHO) released a
list of priority critical agents that require new treatment alternatives, among which are
the bacteria Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. In view of this,
phytotherapy can be a promising alternative due to its reported medicinal properties,
such as anti-inflammatory, antibacterial, antibiofilm, antitumor, among others.
Analyzing the antibacterial effect of plant extracts is of paramount importance and
may in the future contribute to new therapeutic and/or integrative treatment
formulations. This study demonstrates promising results of the antibacterial and
antibiofilm action of hydroethanolic extracts of cinnamon and pomegranate against
clinical strains of A. baumannii and P. aeruginosa, as well as an important antioxidant

action and absence of cytotoxicity in the tested concentration range.



BANCA EXAMINADORA

Profa. Assoc. Luciane Dias de Oliveira (Orientador)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Prof. Dr. Jonatas Rafael de Oliveira
Universidade Anhembi Morumbi
Escola de Medicina

Campus de Sé&o José dos Campos

Profa. Dra. Liliana Scorzoni
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnhologia

Campus de Sé&o José dos Campos

Profa. Assoc. Andrea Carvalho de Marco
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnhologia

Campus de Sé&o José dos Campos
Profa. Dra. Adeline Lacerda Jorjao

Universidade Anhanguera de Sao Paulo/UNIAN

Campus de Sédo José dos Campos

Sao José dos Campos, 20 de julho de 2023.



DEDICATORIA

Dedico essa tese de doutorado a Deus, que me presenteia todos os dias com a

energia da vida, que me da forcas e coragem para atingir os meus objetivos.

Aos meus pais, Flavia Regina Pereira e Paulo Henrique de Sousa Pereira, por todo
0 amor, carinho e dedicagéo. Agradeco-lhes por tudo que fizeram por mim e por

acreditar em meus sonhos.

A minha familia, que esta comigo em todos os momentos da minha vida. Em
especial, aos meus avos maternos e paternos, que me dao carinho e muita

sabedoria.

Ao meu noivo, Guilherme Henrique Jesus do Prado, pelo carinho, paciéncia,
motivacao e por acreditar em meus sonhos. Té-lo ao meu lado tornou minha

caminhada mais tranquila e me deu forcas para seguir em frente.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por todas as béncaos, oportunidades em minha

vida e por me guiar para a realizagdo dos meus sonhos.

Agradeco aos meus pais: Flavia Pereira e Paulo Pereira, que me educaram da
melhor forma e me apoiam em todas as minhas decisfes. Obrigada por todas as
vezes gue se esforcaram embaixo de chuva e sol para que eu pudesse ter uma boa

educacdo. Eu amo vocés e prometo sempre ser o orgulho de voceés.

Agradeco ao meu melhor amigo e agora noivo Guilherme Henrique que é um
exemplo de dedicacao e garra, que diariamente me ajuda a ser uma pessoa melhor,

e esta comigo em todos 0os momentos me inspirando a ir atras dos meus sonhos.

Agradeco a toda minha familia Gomes e Pereira, pelo apoio constante, unido e

por estar me aplaudindo em todas as minhas conquistas.

Aos meus amigos de graduacgéo e de profissdo. Obrigada pela confianca e por

momentos maravilhosos.

Aos meus amigos do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Unesp, em
especial, Livia, Juliana, Paulo, Patricia e Evelyn por estarem sempre dispostos a

ajudar e pela amizade.

A minha grande amiga Patricia Nagai, no qual tivemos a oportunidade de realizar
varios experimentos juntas e criamos uma grande amizade que sera levada para o
resto da vida. Obrigada pelo seu companheirismo e por estar comigo nos momentos

mais dificeis. Vocé é muito especial pra mim!

Aos meus amigos do LANA: Vanessa, Raquel, Lucas, Ellen, Geovani e Lara por
sempre estar dispostos a ajudar. Vocés sao especiais e tornaram meu doutorado

mais leve, divertido, produtivo e jamais irei esquecer dos n0ssos momentos



especiais. Irei sentir muita saudade de todos vocés! Obrigada por tudo e que Deus

abencoe cada um de vocés com prosperidade e em todas as conquistas.

A minha amiga Raquel Menezes, que tivemos a oportunidade de fazer mestrado,
especializacdo e doutorado juntas, colecionamos diversos momentos felizes e
sempre estavamos apoiando uma a outra em todas as etapas. Obrigada por sua

amizade, por toda a ajuda que me deu e por sempre estar presente!

A todos os meus alunos de Iniciacao Cientifica e TCC eu aprendi muito com VOCés.
O meu doutorado foi mais especial ainda pois tive a oportunidade de orienta-los e
aprender muito com a histéria e producéo cientifica de cada um. Além disso,
colecionamos grandes momentos no laboratorio, no qual irei leva-los para sempre

em meu coracao.

Agradeco aos membros da equipe da Sec¢do Técnica de Pds-graduacdo Sandra,
Carolina e Bruno; do Escritorio de Apoio a Pesquisa e Internacionalizacdo Carlos
Guedes, também ao técnico André e a secretaria Carla por sempre estarem
dispostos a solucionar nossas duvidas, com muita paciéncia, sendo gentis e

atenciosos com todos.

A todos os docentes e coordenadores do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT/Unesp) que estao sempre dispostos a ajudar e serem atenciosos com todos 0s
alunos. Vocés sao minha inspiracdo, sao excelentes profissionais e pessoas

extraordinarias. Obrigada por tudo!

A minha eterna orientadora Liliana Scorzoni, que me orientou no mestrado e me
ensinou a ser uma profissional e pessoa melhor, sempre muito dedicada e
atenciosa. Uma pessoa que carrega consigo otimismo e uma sabedoria imensa.
Sempre disposta a ajudar e orienta seus alunos com muito amor. Tenho um carinho
imenso por vocé e se estou terminando o doutorado é porque vocé me incentivou e
acreditou no meu potencial. Obrigada por tudo! Vocé sempre estara em meu

coracao!



A professora Andrea Carvalho de Marco, por toda sua dedicacdo com os alunos e
por nossas parcerias. Obrigada por fazer parte do meu doutorado, sempre te admirei

muito. Vocé é uma pessoa doce, simpatica, amorosa e excelente profissional.

As Professoras Juliana Campos Junqueira, Luana M. R. de Vasconcellos e Marianne
Spalding por serem extremamente atenciosas e sempre se mostrando dispostas a

me ajudar.

A Professora Vivian Cristina Costa Castilho Hyodo que é a minha inspiracdo me
ensinou muito durante a minha graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, um exemplo de
profissional e pessoa amorosa com todos. Obrigada por tudo, se hoje estou
realizando o sonho de ter doutorado, certamente foi porque vocé plantou essa

semente em mim e acreditou no meu potencial!

Ao professor Jonatas Rafael de Oliveira, que acabei conhecendo por conta dos
imensos elogios, todos falavam do seu profissionalismo e por ser uma pessoa de
coracao bom. Quando o conheci, s6 confirmei 0 que todos ja diziam. Te admiro
muito, obrigada por toda ajuda no doutorado e por fazer parte desse momento

especial. Que Deus continue te abencoando, obrigada por tudo!

A Professora Adeline Lacerda Jorjdo, que apesar de néo ter tido a oportunidade de
trabalhar juntas nas pesquisas, sempre ouvi elogios sobre sua competéncia e se
destacou por ser prestativa e excelente docente. Fico muito grata de aceitar fazer

parte dessa banca.

A Profa. Dra. Maria Cristina Marcucci Ribeiro, que sempre esteve de prontiddo para
nos ajudar e ensinar, aprendemos muito. E uma pessoa doce, sabia, animada e nos
inspira a ser cada dia melhor. Passamos momentos maravilhosos no LabQ, nos
divertimos, comemoramos resultados, enfim... Estou com saudades, espero vé-la

em breve!! Obrigada por tudo.

A minha orientadora Profa. Assoc. Luciane Dias de Oliveira, que ndo consigo nem

escrever sem me emocionar. Uma pessoa maravilhosa, inteligente, leve, simpatica e



super competente. E uma orientadora exemplar, sempre presente e sébia. Te
admiro muito, vocé € minha inspiracdo. Obrigada pela excelente orientacéo, estou
saindo do doutorado com o coracao cheio de gratidao e agradecendo a Deus por ter

colocado uma orientadora tdo especial no meu caminho.

Aos alunos, professores e toda a equipe do meu novo emprego. Obrigada a todos
das escolas Maria Olimpia e Jodo Leite de Jambeiro-SP, que estédo torcendo por
mim. Vocés apareceram recentemente em minha vida, mas ja se tornaram

especiais. Obrigada por ser uma excelente equipe e me receberem tdo bem.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQq), pela
concessao da Bolsa de doutorado, através do processo n° 140176/2021-7, no
periodo de 01/03/2021 a 31/01/2023.



“Néo fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e corajoso! Nao se apavore nem
desanime, pois o Senhor, o seu Deus, estara com vocé por onde vocé andar.”
(Josué 1:9)



RESUMO

Pereira TC. Extratos hidroetandlicos de canela (Cinnamomum verum) e roma (Punica
granatum L.) promovem acdo antibacteriana frente cepas resistentes a antibioticos de
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

A resisténcia bacteriana tem aumentado progressivamente no mundo, assim, ha
necessidade de novas opcdes de tratamentos. A fitoterapia tem ganhado notoriedade
para combater infec¢es, principalmente as causadas por bactérias resistentes aos
antibacterianos disponiveis. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo
preparar e analisar a composi¢cdo fitoquimica e a acdo antibacteriana dos extratos
hidroetandlicos de canela (EHC) e roma (EHR) isolados e associados frente culturas
planctdnicas e biofilmes de cepas padrdo e clinicas de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, além disso, analisar a acdo citotoxica dos extratos em
queratindcitos humanos (HaCat). Para isso, os EHC e EHR foram preparados e
guantificado o teor de solidos sollveis. Posteriormente, foi quantificado o teor de
flavonoides e fendis totais, analise antioxidante por meio da redugdo do radical 2,2’-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), e a fitoquimica por cromatografia liquida (HPLC). Em
relacdo a acao antibacteriana dos extratos, foi aplicado o teste de microdiluicdo em
caldo (CLSI — M7-A9) e a acdo sinérgica realizada por meio do ensaio de
checkerboard. As concentracfes mais efetivas foram analisadas sobre biofilmes em
formacédo (prevencao) e biofilmes formados (tratamento de 24 h), e quantificada a
viabilidade por meio do teste colorimétrico MTT. Para avaliar a citotoxidade, os
tratamentos foram aplicados sobre cultura celular de HaCat por 24 h e analisados por
meio do teste colorimétrico MTT. A andlise estatistica foi realizada com 5% de
significancia (p<0.05), analisados pelo método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey. Os resultados demonstraram que os EHC e EHR possuem acéo antioxidante e
presenca de fitocompostos. Os extratos apresentaram acao antibacteriana para todas
as cepas avaliadas, quando os mesmos foram associados, obteve-se concentracdes
sinérgicas para as cepas clinicas de A. baumannii. Em relacdo a ag&o antibiofiime, o
EHC inibiu a formacdo em 95% e EHR em 96% do biofiime de #Ab 1, enquanto a
cepa #Pa 2 teve 92% e 93% de inibicdo quando em contato com EHC e EHR,
respectivamente. Apoés tratamento de 24 h em biofilmes formados, as reducbes da
viabilidade foram de 72% para as cepas #Ab 2 e #Ab 3 quando em contato com o
EHC, ja EHR inibiu em 83% a viabilidade da cepa #Ab ATCC. Para P. aeruginosa
(#Pa 2), as reducdes da viabilidade foram de 84% e 88,5% quando tratados com EHC
e EHR, respectivamente. A avaliagdo da citotoxicidade em HaCat demonstrou que
apos tratamentos com diferentes concentracdes dos extratos a viabilidade celular se
manteve acima de 70% em todos os grupos. Diante disso, conclui-se que os EHC e
EHR apresentam importante agdo antioxidante e antibacteriana, tanto em culturas
plancténicas quanto em biofilmes, e ndo apresentaram efeitos citotoxicos na faixa de
concentracéo testada.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum
verum; Punica granatum; Biofilme; Fitoterapia.



ABSTRACT

Pereira TC. Cinnamon (Cinnamomum verum) and pomegranate (Punica granatum
L.) hydroethanolic extracts promote antibacterial action against antibiotic-resistant
strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa [doctorate thesis].
Sao José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2023.

Bacterial resistance has progressively increased in the world, thus, there is a need
for new treatment options. Phytotherapy has gained notoriety for fighting infections,
mainly those caused by bacteria resistant to available antibacterials. In view of the
above, the present study aimed to prepare and analyze the phytochemical
composition and antimicrobial action of hydroethanolic extracts of cinnamon (EHC)
and pomegranate (EHR) isolated and associated against planktonic cultures and
biofims of standard and clinical strains of Acinetobacter baumannii and
Pseudomonas aeruginosa, in addition, analyze the cytotoxic action of the extracts on
human keratinocytes (HaCat). For this, the EHC and EHR were prepared and the
soluble solids content was quantified. Subsequently, the content of flavonoids and
total phenols, antioxidant analysis through the reduction of the radical 2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), and phytochemistry by liquid chromatography (HPLC) were
quantified. Regarding the antimicrobial action of the extracts, the broth microdilution
test (CLSI — M7-A9) was applied and the synergistic action was performed through
the checkerboard test. The most effective concentrations were analyzed on forming
biofilms (prevention) and formed biofiims (24 h treatment), and viability was
quantified using the MTT colorimetric test. To evaluate the cytotoxicity, the
treatments were applied on HaCat cell culture for 24 h and analyzed using the MTT
colorimetric test. Statistical analysis was performed with 5% significance (p<0.05),
analyzed by the ANOVA method complemented by the Tukey test. The results
showed that the EHC and EHR have antioxidant action and presence of
phytocompounds. The extracts showed antibacterial action for all evaluated strains,
when they were associated, synergistic concentrations were obtained for the clinical
strains of A. baumannii. Regarding the antibiofilm action, EHC inhibited formation by
95% and EHR by 96% of the #Ab 1 biofilm, while the #Pa 2 strain had 92% and 93%
inhibition when in contact with EHC and EHR, respectively. After 24 h treatment in
formed biofilms, viability reductions were 72% for strains #Ab 2 and #Ab 3 when in
contact with EHC, whereas EHR inhibited the viability of strain #Ab ATCC by 83%.
For P. aeruginosa (#Pa 2), viability reductions were 84% and 88.5% when treated
with EHC and EHR, respectively. The evaluation of cytotoxicity in HaCat showed that
after treatments with different concentrations of extracts, cell viability remained above
70% in all groups. Therefore, it is concluded that EHC and EHR have important
antioxidant and antibacterial action, both in planktonic cultures and in biofilms, and
did not show cytotoxic effects in the tested concentration range.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; Cinnamomum
verum; Punica granatum L.; Biofilm; Phytotherapy
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos tem aumentado progressivamente
no mundo e deve causar mais mortes do que o cancer até 2050. Essa resisténcia é
uma resposta evolutiva das bactérias contra agentes antimicrobianos (Avershina et
al., 2021). As bactérias podem ser resistentes intrinsicamente a alguns antibioticos,
devido a presenca de bombas de efluxo, alteracbes na parede celular e presenca de
porinas (Eichenberger, Thaden, 2019). Por outro lado, algumas cepas bacterianas
podem ter resisténcia adquirida, no qual, trata-se de uma cepa que era suscetivel a
um determinado antibiético e tornou-se resistente devido a muta¢des genéticas ou
transferéncias de genes de resisténcia por meio da conjugagéo (Eichenberger,
Thaden, 2019; Lopatkin et al., 2021).

Em 2019, um relatério divulgado pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doencas (CDC) dos Estados Unidos afirmou que a era pdés-antibidtica ja esté
acontecendo no mundo (CDC, 2019). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
publicou uma lista de bactérias resistentes prioritarias que necessitam de novos
antibioticos, entre essas, estdo as espécies Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa (Tacconelli, 2018).

Acinetobacter baumannii € uma bactéria Gram-negativa, oportunista, que
pode causar uma série de infecgcBes nosocomiais graves, principalmente em
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI). Esse patdégeno pode causar
pneumonia relacionada a ventilacdo mecanica, infec¢des da corrente sanguinea, do
trato urinario e do sitio cirdrgico (Antunes et al., 2014). Infec¢des por A. baumannii
sdo associadas a baixa disponibilidade de opcbes terapéuticas e a desinfeccéo
ineficiente de dispositivos hospitalares em conjunto com o descuido de medidas de
protecéo individual, que levam a uma infeccdo cruzada (Freitas et al., 2019).

Ha relatos da resisténcia de A. baumannii contra diferentes antibioticos, tais
como carbapenémicos (imipenem, doripenem e meropenem) que sao farmacos de
escolha contra essa espécie. A erradicagdo de A. baumannii resistente a
carbapenémicos é dificil, portanto, € importante encontrar novos tratamentos para
controla-las (Aurilio et al., 2022; lbrahim et al., 2021; Miyakis et al., 2011). Além da

capacidade de resisténcia aos antibioticos, A. baumannii exibe inidmeros fatores de
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viruléncia, entre eles, a secrecdo de enzimas e toxinas extracelulares, e a
capacidade de se agregar em superficies bidticas ou abidticas, formando os
conhecidos biofilmes (Morris et al., 2019; Yang et al., 2019).

Além de A. baumannii, outra bactéria citada pela OMS é Pseudomonas
aeruginosa, um bacilo aerdbio, Gram-negativo, oportunista, pertencente a familia
Pseudomonadaceae que apresenta resisténcia intrinseca a varios antibioticos que
ocorre devido a baixa permeabilidade da membrana externa, efluxo de antibiéticos
para fora da célula e a sintese de enzimas que inativam os antibidticos, além de
apresentar resisténcia pela formacéo de biofilmes e facilidade para troca de material
genético entre as células bacterianas (Chevalier et al., 2017; Pang et al., 2019). P.
aeruginosa é responsavel por diversas doencas, desde infeccfes locais e agudas
até sistémicas e crbnicas, que podem ser fatais (Sadikot et al., 2005). A espécie
pode ocasionar infeccbes da corrente sanguinea, respiratérias, e em menor
incidéncia infeccbes do trato urinario (Pelegrin et al., 2021). Além da capacidade de
acometimento em diferentes 6rgdos humanos, quando ha presenca de mecanismos
de resisténcia aos antibidticos, essas infeccdes se tornam mais problematicas,
dificultando o tratamento e representando uma ameaca para populacbes de
pacientes suscetiveis (Pelegrin et al., 2021).

Na literatura, ha relatos de resisténcia antimicrobiana de P. aeruginosa a
pelo menos um agente em todos, exceto dois ou menos nas mesmas categorias,
que sdo: aminoglicosideos, cefalosporinas (cefepima e ceftazidima),
fluoroquinolonas, penicilinas, monobactamicos, acidos fosfénicos, polimixinas
(Alnimr, Alamri, 2020; Magiorakos et al., 2021; Morita et al., 2014).

A. baumannii e P. aeruginosa pertencem ao grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter spp) criado em 2008, no qual € composto por seis
bactérias importantes no contexto de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) e que apresentam a capacidade de adquirir diversos mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos, favorecendo a selecédo de cepas multirresistentes (EI-
Mahallawy et al., 2016; Marturano et al., 2019)

Um dos mecanismos de resisténcia apresentado por esses patdégenos a
formacéo de biofilme (Roy et al., 2018). Biofilme € uma comunidade estruturada de

micro-organismos com uma matriz extracelular polimérica aderida a uma superficie
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inerte ou viva. Estas estruturas sdo mais resistentes aos agentes antimicrobianos,
desta forma, as concentracfes de farmacos precisam ser maiores para que sejam
efetivas, podendo ser até quatro vezes maiores que a utilizada para bactérias que
nao possuem essa multirresisténcia (Dunne, 2002; Pokharel et al., 2022). Essa
resisténcia a diversos antimicrobianos se da pela dificuldade de penetracdo destes
na matriz extracelular, bem como pela taxa de crescimento microbiano acelerada e
também por mudancas fisiologicas observadas no crescimento do biofilme (Donlan,
Costerton, 2002; Pokharel et al., 2022).

Diante da resisténcia bacteriana aos antibioticos, ha necessidade de
descobertas de novos tratamentos. Assim, a fitoterapia tem ganhado notoriedade
para combater infec¢des, principalmente as provocadas por bactérias nosocomiais
(Masuku et al., 2023; Pavela et al., 2019). Os extratos vegetais tém sido
empregados a uma variedade de propdsitos devido a suas diversas propriedades,
em especifico, a atividade antimicrobiana (Al-Mariri, Safi, 2021; Masuku et al., 2023;
Vaou et al., 2021).

A acdo antimicrobiana de extratos de plantas medicinais tem sido relatada
na literatura como um tratamento integrativo, aumentando o arsenal terapéutico
disponivel, como acdo antifungica, antibacteriana, antiprotozoaria e antioxidante
(Alviano, Alviano, 2009; Imran et al., 2021; Kumar et al., 2006; Mahlo et al., 2016;
Pavela et al., 2019). Os estudos sobre o extrato de canela (Cinnamomum verum)
demonstraram sua eficacia antifingica, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antidiabética, cardioprotetora, antioxidante (Essid et al., 2017; Mathew, Abraham,
2006; Nawaz et al., 2023; Schink et al., 2018). Além da canela, a roma (Punica
granatum L.) tem se destacado por ser um fruto rico em substancias biologicamente
ativas. Seus extratos possuem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (Aparecida et al., 2016; Gharbani et al., 2023,
Houston et al., 2017; Modaeinama et al., 2015).

Diante das propriedades terapéuticas dos extratos de canela e roma
relatadas na literatura, € de suma importancia avaliar a acdo antibacteriana desses
extratos isolados e associados frente cepas clinicas de A. baumannii e P.
aeruginosa, bem como sua a¢do antioxidante e citotoxica, para contribuir com o
desenvolvimento de futuros produtos terapéuticos antibacterianos que possam ser

integrativos no tratamento de infeccbes causadas por esses patdogenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa

Uma das maiores causas de mortalidade e morbidade no mundo é a
prevaléncia de bactérias que causam infeccfes nosocomiais, ou seja, aquelas
infeccbes adquiridas em ambiente hospitalar, tais como pneumonia, infec¢cdes do
trato urinario, incisdes cirargicas e infeccbes no sangue (Boev, Kiss, 2017; Sikora,
Zahra, 2022). Apesar de protocolos hospitalares elaborados para evitar a
contaminacao dos pacientes que estao internados em UTIs, o surgimento de cepas
resistentes aos antimicrobianos tem aumentado a taxa de infeccdo nos hospitais
dificultando o tratamento (Dhingra et al., 2020; Garzotto et al., 2021).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos comumente utilizados esta
aumentando progressivamente, estima-se que essa ameaca global deve causar
futuramente mais mortes do que todos os canceres combinados (Avershina et al.,
2021). Essa resisténcia é uma resposta evolutiva dos micro-organismo aos farmacos
antimicrobianos inseridos em seu ambiente e se da por diferentes mecanismos
(Avershina et al., 2021; Eichenberger, Thaden, 2019).

Os antibidticos atuam sobre as bactérias inibindo a sintese de parede
celular, a replicacdo do DNA, a sintese de proteinas ou pode causar danos a
membrana citoplasmatica (Bush, 2012; Khameneh et al., 2019). Porém, com a
resisténcia bacteriana, muitos mecanismos atuam para prejudicar a acao desses
farmacos. A resisténcia intrinseca € presente em algumas bactérias, como por
exemplo, reducdes da permeabilidade da membrana, bombas de efluxo ativas,
modificacdes na parede celular e presenca de porinas; ja a resisténcia adquirida, a
bactéria que era sensivel torna-se resistente a determinado tipo de antibiético devido
a mutacdes geneéticas ou aquisicbes de novos genes por meio da conjugacao
bacteriana (Avershina et al., 2021; Eichenberger, Thaden, 2019).

Quanto a resisténcia bacteriana, ha diferentes definicbes na literatura.
Bactérias multirresistentes (MDR) séo definidas como a capacidade de resistir a pelo

menos um agente em trés ou mais categorias antimicrobianas, ja o termo
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extensivamente resistente a medicamentos (XDR) é categorizado para bactérias que
resistem a pelo menos um agente antimicrobiano em todas as categorias, exceto
para duas categorias ou menos. E o termo pan-resistentes (PDR) foi definido como
ndo sensivel a todos aos agentes antimicrobianos em todas as categorias
(Magiorakos et al., 2011).

O surgimento de cepas resistentes aos antibioticos é natural e faz parte do
processo evolutivo, porém tem aumentado progressivamente devido ao uso
excessivo e indiscriminado dos mesmos, além disso, o tratamento inadequado de
aguas residuais e a falta de saneamento basico contribuem para disseminacao
(Larsson, Flach, 2022).

A vencedora do prémio Nobel de quimica, Ada Yonath, alertou sobre a
criacdo de novos antibidticos, e justificou que caso ndo ocorra, a resisténcia
bacteriana causard mortes de pessoas aos 50 e 60 anos como antigamente (El Pais,
2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ha agentes patogénicos
prioritarios (criticos) que necessitam de pesquisas e desenvolvimentos de novos
antibidticos para combater a crescente resisténcia antibacteriana, entre esses
patdgenos estdo Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (Tacconelli,
2018).

A. baumannii € um cocobacilo Gram-negativo, aerébio, ndo fermentador, ndo
fastidioso, catalase positiva e oxidase negativa, imével e oportunista, que pertence a
familia Moraxellaceae (Peleg et al., 2008). Essa espécie causa infeccdes
nosocomiais, com incidéncia mais elevada em UTIs e em individuos
imunocomprometidos (Munoz-Price, Weinstein, 2008; Silva-Boghossian et al., 2013).
Essas infec¢cdes séo diversas e podem incluir pneumonia hospitalar e associada a
ventilacdo mecanica, infec¢des do trato urinario, meningite, bacteremia e infec¢oes
gastrointestinais e de pele/ferida. Os isolados de A. baumanni multirresistente estéao
associados a histéria médica de longas internagBes hospitalares, presenca de
cateteres e ventilacdo mecanica, enquanto hospedeiros imunocomprometidos e
gravemente doentes predispdem a infec¢des invasivas (Kyriakidis et al., 2021).

Esta espécie é altamente resistente a diversas classes de antibibticos
(carbapenémicos, beta-lactamicos, tetraciclinas, fluorogquinolonas e
aminoglicosideos) considerados de primeira linha (Fournier et al., 2008). Os

carbapenémicos foram o tratamento de escolha das infeccbes multirresistentes
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por A. baumannii (MDR), mas seu uso prévio e excessivo levou ao aumento da
incidéncia de resisténcia aos mesmos (Nordmann, Poirel, 2019).

Uma das caracteristicas mais importantes de A. baumanniié a sua
plasticidade genética, facilitando mutacfes e rearranjos genéticos rapidos, bem
como a integracdo de determinantes estranhos transportados por elementos
genéticos moéveis (Vrancianu et al., 2020). Além disso, possui a capacidade de
formar biofilmes, ou seja, aderir a superficies abibticas e/ou bidticas, exibindo maior
resisténcia antimicrobiana. Pensando nessa resisténcia, pesquisas cientificas tém
sido publicadas a fim de propor novas alternativas ou estratégias de tratamento para
infeccbes causadas por A. baumannii, dentre essas, fitoterapia utilizando extratos de
plantas medicinais (AlBalawi et al., 2023; Nogbou et al., 2022), combina¢cfes de
antibiéticos e nanoparticulas (Banoub et al., 2021), desenvolvimentos de vacinas
(Singh et al., 2022), peptideos antimicrobianos (Jaskiewicz et al., 2019).

Outra espécie bacteriana, citada pela OMS (2017), como agente prioritario
para o desenvolvimento de novos antibiéticos, foi P. aeruginosa. Esse patdégeno é
um bacilo Gram-negativo, pertence a familia Pseudomonadaceae, € movel, ndo
fermentativo, oxidase positivo, e amplamente presente na natureza (Erdal et al.,
2020). A espécie é considerada oportunista, acometendo principalmente os
individuos imunocomprometidos, e esta altamente associada a infeccbes
nosocomais, como a pneumonia relacionada com ventilagdo mecanica, infec¢gdes da
corrente sanguinea e infeccbes de pele e tecidos moles (Pang et al., 2019; Thaden
et al., 2017). P. aeruginosa é uma das principais causas de mortalidade e morbidade
nesses pacientes hospitalizados (Barbier et al., 2013; Bassetti et al., 2018; Pang et
al., 2019) e apresenta resisténcia intrinseca a varios antibioticos que ocorre devido a
baixa permeabilidade da membrana externa, efluxo de antibidticos e a sintese de
enzimas que inativam os antibiéticos, além de apresentar resisténcia adquirida por
transferéncia horizontal de genes de resisténcia ou mutagfes genéticas. A formacéo
de biofilmes faz parte da resisténcia adaptativa, podendo formar-se em pulmdes de
pacientes infectados, dificultando o tratamento por formar uma barreira de difuséo
capaz de dificultar & acdo dos antibidticos as células bacterianas (Breidenstein et al.,
2011; Drenkard, 2003; Pang et al., 2019).

P. aeruginosa exibe resisténcia a diversos antibioticos, tais como,

aminoglicosideos, quinolonas e pB-lactamicos (Hancock, Speert, 2000). Assim,
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pesquisas tém demonstrado novos antibidticos ou estratégias terapéuticas
integrativas para o tratamento desse patdgeno resistente. Dentre elas, estdo
peptideos antimicrobianos (Aoki, Ueda, 2013; Chen et al., 2022), nanoparticulas
(Wang et al., 2017), estratégias vacinais (Priebe, Goldberg, 2014; Sousa et al.,
2021), fagoterapia (Vandenheuvel et al., 2015), fitoterapia (Gavanji et al., 2023;
Santos et al., 2020), entre outras (Pang et al., 2019).

A. baumannii e P. aeruginosa fazem parte do grupo de bactérias
multirresistentes ESKAPE (Rice, 2008) e que apresentam a capacidade de adquirir
diversos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, favorecendo a selecéo de
cepas multirresistentes, sendo um dos mecanismos de resisténcia apresentado por
esses patdgenos a formacao de biofilme, como citado anteriormente.

Os biofilmes sé@o formados por bactérias aderidas a uma superficie, podendo
esta ser bidtica ou abidtica, cercadas por matriz extracelular polimérica
autoproduzida constituida por polissacarideos, proteinas e materiais genéticos, que
formam uma estrutura complexa (Costerton, Stewart, 1999). As células se
comunicam por moléculas de sinalizacdo (ou seja, deteccdo de quérum), induzindo
0S micro-organismos do biofime a alterarem os padrdes de expressao
génica (Preda, Sandulescu, 2019). No geral, o processo de adesdo bacteriana é
divido em dois estagios: acoplamento e condicionamento de superficie, e fase
secundaria que é a de bloqueio. A partir desses dois estagios de adeséo do biofilme,
inicia-se o processo de maturacdo. Nesse processo, as bactérias ligadas a
superficie comecam a se replicar ativamente e seus componentes extracelulares
irdo interagir com moléculas organicas e inorganicas para criagcdo do glicocalice,
qgquando o biofilme é formado em dispositivos médicos, as proteinas do paciente
(fibrinogénio, fibronectina, glicosaminoglicanos) auxiliam na formagéo de biofilmes
maduros e resistentes (Dunne, 2002).

A formacao de biofilme dificulta o tratamento uma vez que apresenta maior
resisténcia aos antimicrobianos do que quando comparado com células planctnicas
(Hill et al.,, 2022). As concentracbes de farmacos podem ser até quatro vezes
maiores do que as bactérias que ndo possuem essa capacidade (Dunne, 2002).
Essa resisténcia se da pela dificuldade de penetracdo de agentes antimicrobianos
na matriz extracelular, taxa de crescimento microbiano acelerada e mudancas

fisioldgicas devido ao crescimento do biofilme (Donlan, Costerton, 2002). Diante da
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resisténcia microbiana e a dificuldade no tratamento, estudos tém demonstrado
diferentes alternativas para minimizar essa problematica (Dolatabadi et al., 2018; Hill
et al., 2022). Hill et al. (2022) demonstraram em seu estudo estratégias utilizando
peptideos antimicrobianos para prevencgédo e erradicacdo da infeccdo ocasionada por
biofilmes formados em dispositivos ortopédicos. Os extratos de plantas também tém
demonstrado importante acdo antibiofilme contra bactérias resistentes, como
relatado por Dolatabadi et al. (2018) que avaliaram essa acao sobre isolados clinicos
de P. aeruginosa utilizando o extrato de Juglans regia L. Os autores consideraram
uma alternativa para o controle de infeccGes relacionadas ao biofilme desse
patdgeno.

Sabendo da problemética da resisténcia bacteriana aos antibidticos e a
necessidade de novas estratégias de tratamentos, ndo sO para culturas
plancténicas, mas também quando organizados em biofiimes, tornam-se
necessarios os estudos envolvendo essa tematica para o desenvolvimento futuro de

novas opcoes terapéuticas/integrativas.

2.2 Fitoterapia

Fitoterapia € um campo da medicina integrativa que utiliza ativos de plantas
ou derivados vegetais para prevenir ou tratar doencas (Kim, 2012). O uso tradicional
de fitoterapicos geralmente preserva a composicado original e integridade da planta
de origem, de modo que toda a planta ou uma porcentagem desejada de seus
componentes minimamente adulterados, € utilizado para fins medicinais (Falzon,
Balabanova, 2017).

As propriedades terapéuticas de plantas estdo descritas na literatura e
demonstram ter eficacia quando preparadas e utilizadas em formas de chas, 6leos
essenciais, capsulas e extratos (aquosos, hidroetandlicos, metandlicos, entre outros)
(Marjanovi¢-Balaban et al., 2018; Marques et al., 2017; Santos et al., 2021; Zhao et
al., 2022). Os solventes (etanol, agua, metanol, etc.) utilizados na extracdo dos
extratos possuem polaridade distintas, assim, € possivel extrair compostos
diferentes. Solventes e solutos com valores similares de polaridade terdo melhor
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desempenho no processo de extracdo (Zhang et al., 2018). O processo de extracao
possui melhor eficacia quando ocorre similaridade e intermiscibilidade entre solvente
e soluto (Zhang et al.,, 2018). O solvente metanol possui a capacidade de extrair
mais compostos bioativos quando comparado ao etanol, ja o solvente etanol permite
a extracdo de componentes sollveis em agua ou 0leo, quanto maior a relacdo
solvente/soluto, maior o rendimento da extracdo (Babbar et al., 2014; Zhang et al.,
2018). A agua é eficiente no processo de extracdo de moléculas polares e quando
misturada com etanol é mais eficiente na extracdo de polifendis (Lim et al., 2019;
Petkovska et al., 2016).

A eficacia terapéutica de plantas e suas formulacdes tem sido relatada em
todo o mundo (Amsterdam et al., 2009; Geng et al., 2010; Kritis et al., 2020).
Amsterdam et al. (2009) estudaram a erva camomila (Matricaria recutita) e
concluiram que a mesma possui flavonoides que modulam vias de
neurotransmissores, promovendo assim, um controle da ansiedade, depressao e
insbnia. A planta Ginseng, por sua vez, demonstrou ter efeito benéfico para
cognicao, memoria e comportamento (Geng et al., 2010). A nanoencapsulacédo de
extrato de semente de toranja e 6leo de canela mostrou ser uma técnica promissora
para a saude bucal, atuando efetivamente sobre bactérias presentes na cavidade
oral (Streptococcus mutans e S. sobrinus) (Choi et al., 2023).

O uso de fitoterdpicos também ganhou notoriedade na prevencao e
tratamento de doenca causada pelo coronavirus (COVID-19), Kritis et al. (2020)
demonstraram que a combinacdo de bromelina e curcumina resultou em efeito
sinérgico pois a bromelina possui acdo anti-inflamatéria, atua na coagulacdo e
aumenta substancialmente a absor¢céo de curcumina. A curcumina impede a entrada
do SARS-CoV-2 nas células, evitando assim, a replicacéo viral. Oliveira et al. (2022)
demonstraram por meio de revisdo de literatura a acdo antiviral de produtos
medicinais derivados de plantas contra SARS-CoV-2, os extratos das plantas
Andrographis paniculata, Artemisia annua, Artemisia afra, Cannabis sativa, Curcuma
longa, Echinacea purpurea, Olea europaea, Piper nigrum, e Punica granatum) e
fitocompostos derivados de plantas medicinais (artemisininas, glicirrizina e
compostos fenodlicos) demonstraram impedir a entrada do virus as células
hospedeiras e sua replicacdo viral, alem de demonstrarem importante efeito

imunomodulador.
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Muitas plantas possuem potentes efeitos antimicrobianos, e por iSso 0s
estudos envolvendo diferentes micro-organismos e extratos vegetais estédo
crescendo cada vez mais (Dubale et al., 2023; Marjanovi¢-Balaban et al., 2018;
Santos et al., 2021). A propolis verde brasileira, além da sua acdo anti-inflamatoria
citada anteriormente, também possui uma importante acdo antimicrobiana em
cultura plancténica e biofilmes de cepas bacterianas multirresistentes, tais como P.
aeruginosa e K. pneumoniae (Santos et al., 2021). Além de extratos de plantas, os
Oleos essenciais também se destacam por sua potente acédo antimicrobiana, o 6leo
de tomilho foi ativo para Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Brachyspira hyodysenteriae; ja o 6leo de horteld-pimenta com maior teor de mentol
possui efeito antimicrobiano sobre Escherichia coli, P. aeruginosa, Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes e S. aureus (Marjanovi¢-Balaban et al., 2018).
Extratos de plantas da Etiépia demonstraram acéo antimicrobiana contra Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Candida albicans, os autores sugerem que essa a¢do se da pela presenca de
metabdlitos secundarios de diferentes classes de compostos (Dubale et al., 2023).

Essas propriedades terapéuticas presentes em plantas sdo devido a
presenca de constituintes fitoquimicos, tais como flavonoides, fendis, alcaloides,
taninos, glicosideos, saponinas e terpendides (Amsterdam et al., 2009; Dubale et al.,
2023; Talib, Mahasneh, 2010). Estudos demonstraram a presenca desses
fitocompostos em extratos brutos de canela, alho, manjericdo, curry, gengibre,
sélvia, mostarda no qual apresentaram ac¢ao antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Alzoreky, Nakahara, 2003; Castro et al., 2008). No
estudo com plantas medicinais da Etiopia também foi demonstrado importante acao
antimicrobiana, e os autores atribuiram essa acdo a presenca de metabdlitos
secundarios de diferentes classes de compostos (flavonoides, alcaloides,
glicosideos, fendis, saponinas, esteroides e terpendides, sendo os flavonoides,
alcaloides e fendis os mais abundantes) (Dubale et al., 2023).

Apesar dos estudos envolvendo os efeitos terapéuticos e o conhecimento
popular da acdo de plantas, a investigacdo de seu potencial citotoxico € de suma
importancia para que as mesmas possam ser utilizadas com seguranca. Ensaios de
citotoxicidade sao realizados para medir a capacidade dos compostos causar danos

ou morte celular, para isso, diferentes linhagens celulares séo utilizadas em estudos,
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entre essas estao: fibroblastos, células HelLa, pneumacitos, queratindcitos humanos,
entre outras (Li et al., 2015; Wiegand, Hipler, 2009). A linhagem de queratindcitos
humanos (HaCat) é a primeira linha celular epitelial humana que exibe diferenciacéo
normal e tem sido amplamente utilizada para pesquisas na area da saude (Boukamp
et al., 1988; Wilson, 2014). Estudos de citotoxicidade de plantas utilizando ensaios in
vitro com HaCat tem sido reportado na literatura (Silva et al., 2021; Wijesinghe et al.,
2021). O éleo essencial de Mentha piperita L. teve suas propriedades antioxidantes,
antibacterianas e citotoxicas estudadas, em relacdo a citotoxicidade a maior
concentracdo de Oleo essencial (100 pg/ml) resultou na viabilidade de
aproximadamente 90% de células HaCaT, demonstrando propriedades nao
citotoxicas (Silva et al., 2021). Outro estudo de citotoxicidade em HaCat demonstrou
que o Oleo de canela também nado apresentou toxicidade em nenhuma concentracao
testada (0-1000 mg/mL), indicando a natureza nao toxica do tratamento em células
humanas (Wijesinghe et al., 2021).

A potente acao terapéutica de diversos extratos de plantas desperta a
curiosidade de investigar suas acdes antibacterianas em culturas planctonicas e
biofilmes, antioxidante e citotoxica. Assim, os extratos de plantas podem se tornar
uma alternativa ou auxiliar o esquema terapéutico ja existente, principalmente em
bactérias resistentes que necessitam de novos compostos, contribuindo, assim, para

0 sucesso do tratamento.

2.2.1 Canela (Cinnamomum verum)

Canela pertence a familia Lauraceae, a casca da arvore de canela (obtida de
varias arvores do género Cinnamomum) € uma das especiarias mais populares no
mundo, além de também ser conhecida por conta de seus efeitos medicinais
(Aggarwal et al., 2022; Mutlu et al., 2023; Pasupuleti et al., 2014).

A canela possui constituintes fitoquimicos, tais como, cinamaldeido, acido
cindamico, cinamato, procianidinas e catequinas (Yeh et al., 2013). Esses compostos

possuem acdo antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabético, antimicrobiano,
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anticancerigeno, e atua contra distarbios neurolégicos (Aggarwal et al., 2022; Lee et
al., 2013; Matan et al., 2006; Mutlu et al., 2023; Pagliari et al., 2023; Peterson et al.,
2009).

Ha relatos na literatura de sua importante acdo antimicrobiana, tanto de
Oleos vegetais quanto extratos (Choi et al., 2023; Elcocks et al., 2020; Julianti et al.,
2017; Lu et al., 2021; Salma et al.,, 2019). Propriedades bactericidas do 6leo
essencial de casca de canela contra cepas de P. aeruginosa foram avaliadas e
demonstraram que o 6leo possui amplo espectro contra a espécie, capaz de eliminar
rapidamente o patdgeno utilizando concentracdes baixas (Elcocks et al., 2020). O
extrato etandlico isolado de canela demonstrou ter atividade antimicrobiana potente
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Salma et al., 2019). Essa acéo
também foi observada contra Vibrio parahaemolyticus e E. coli em outro estudo (Lu
et al., 2021). Os efeitos sobre o biofiime de V. parahaemolyticus chegou a 93,36%
de erradicacédo e para E. coli a taxa de inibicdo chegou a 48,18%. O estudo concluiu
que o extrato de canela € eficaz tanto para prevenir a formagdo quanto para
erradicar biofilmes maduros (Lu et al., 2021).

A acdo antimicrobiana da canela esta correlacionada com a danificacdo da
membrana celular, alteracdo do perfil lipidico, inibicdo ATPases, divisdo celular,
porinas de membrana, motilidade e formacdo de biofiime. Em adicdo, de seus
constituintes, tais como cinamaldeido e o &cido cindmico, ocasionam ac¢do contra
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas. A quantidade e a presenca
de cada composto variam dependendo da parte da planta (Rao, Gan, 2014). Existem
componentes menores (metoxicinamaldeido, cumarina, acetato de cinamila e
benzaldeido) que demonstram baixo efeito antimicrobiano quando sozinhos, porém
quando estdo em combinacdo com outros constituintes podem apresentar efeito
sinérgico ou aditivo contra células bacterianas (Bassolé, Juliani, 2012; Chang et al.,
2001; Vasconcelos et al.,, 2018). O efeito sinérgico € considerado quando a
combinac¢éo de duas ou mais substancias produzem uma ac¢ao maior do que a soma
dos efeitos de cada composto isolado, e € considerada aditiva quando dois ou mais
produtos possuem o efeito total igual aos compostos isolados, geralmente isso
ocorre quando possuem semelhanca quimica estrutural (Roell et al., 2017). Esse
efeito aditivo foi identificado apos a combinacdo do extrato etandlico de casca de

canela com o mel contra as bactérias Propionibacterium acnes e Staphylococcus
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epidermidis que sao as principais bactérias da pele que causam a formacéo de acne
(Julianti et al., 2017)

Em relacé@o ao potencial antioxidante de canela, ha relatos na literatura com
resultados promissores (Denkova-Kostova et al., 2020; Pagliari et al., 2023). As suas
propriedades fitoquimicas e bioldgicas foram estudadas pelo ensaio de eliminacéo
de radicais (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) DPPH, e os resultados demonstraram acao
antioxidante para o 6leo essencial de canela (Denkova-Kostova et al., 2020). O
extrato aquoso de casca de canela também apresentou importante acao
antioxidante e anti-inflamatoéria apés simulacao de digestdo in vitro, mantendo essa
acao a nivel celular apds digestdo (Pangliari et al., 2023). A citotoxicidade do 6leo de
canela foi investigada por Leber et al. (2017) e em concentracdes eficazes contra
Solobacterium moorei, manteve a viabilidade de queratinécitos gengivais apos 1
hora de exposicao (Lebel et al., 2017).

Esses relatos na literatura demonstram diferentes propriedades terapéuticas
de canela e a importancia de se investigar essas propriedades em diferentes micro-
organismos, dispostos em cultura planctonica e biofilmes, bem como sua agéo

antioxidante e citotoxica para contribuir no desenvolvimento de futuros compostos.

2.2.2 Roma (Punica granatum L.)

Romaé (P. granatum L.) € um arbusto deciduo, pertence a familia Punicaceae
nativa do Ird, porém atualmente se encontra no mundo todo (Al-Said et al., 2009).
Além do uso da fruta, P. granatum tem sido alvo de pesquisas por conta das suas
propriedades medicinais (de Lima et al., 2021; Shaygannia et al., 2015; Trabelsi et
al.,, 2020). Ha relatos que a fruta tem acdo antioxidante, anti-inflamatéria e
antimicrobiana, além disso tem ganhado notoriedade por sua acdo antitumoral e
antimetastatico (Saparbekova et al., 2023; Sharma et al., 2022; Trabelsi et al., 2020).

Os constituintes fitoquimicos presentes em partes da fruta de roma incluem
principalmente, acidos orgéanicos, polifendis, flavonoides, antocianinas, &cidos

graxos, alcaloides (Zarfeshany et al.,, 2014). Antocianinas Sdo compostos que
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induzem a coloragdo marcante presente nas romas, porém a proporcao e tipo
depende dos lugares cultivados (Ozkan, 2002). Ja a presenca de flavonoides e
taninos é capaz de impedir o crescimento de células do cancer (Singh et al., 2002), e
os compostos fendlicos (punicalagina, punicalina, acido galico, acido elagico e
antocianinas) demonstraram ter forte acdo antioxidante (punicalagina, punicalina,
acido galico, acido elagico e antocianinas) sendo punicalagina capaz de controlar o
superoxido e os radicais livres de DPPH (Gil et al., 2000; Shaygannia et al., 2015).
Ja os &cidos elagico e gélico, presentes na casca da romd, tem acdo antiviral e
antioxidante.

A acdo antimicrobiana da roma tem sido reportada na literatura (Dey et al.,
2015; Trabelsi et al.,, 2020). Dey et al. (2015) demonstraram que o0 extrato
metanol/dgua da casca de roméd e seus constituintes isolados foram ativos contra
Mycobacterium tuberculosis e Klebsiella pneumoniae produtoras de B-lactamases.
Trabelsi et al. (2020) avaliaram a acdo antimicrobiana de diferentes extratos
(hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e aquosos) das folhas de P. granatum.
Os resultados demonstraram que o0s taninos, flavonoides e acidos fendlicos
encontrados nas folhas da roma possuem acao antimicrobiana contra cepas padrao
e resistentes de S. aureus e E. coli resistentes a penicilina. Nesse estudo foi
realizado também a combinacdo dos extratos da folha de roma com antibiéticos
(amoxicilina e cefotaxima) e obtiveram os melhores resultados sinérgicos contra as
cepas mencionadas (Trabelsi et al., 2020). Extratos aquosos e etandlicos de casca
de roma foram testados contra Listeria monocytogenes, Salmonella enteric, S.
typhimurium, Chromobacterium violaceum e Candida tropicalis utilizando a técnica
de microdiluicdo em caldo, e concluiram que extrato aquoso € uma melhor fonte de
compostos fendlicos com atividade antioxidante do que o extrato etandlico, e possui
acdo antimicrobiana contra L. monocytogenes e S. Typhimurium, além de inibir
efetivamente o sistema de detec¢édo de quérum de C. violaceum (Jalali et al., 2021).

Em relagdo a sua acdo antioxidante, o extrato bruto de folhas de P.
granatum foram analisados e os autores concluiram que 0 mesmo possui potente
acdo antioxidante, além disso, a combinacdo dos extratos com antibiéticos resultou
acdo sinérgica contra bactérias Gram-positivas (de Lima et al., 2021). O suco de
roma também mostrou ter acdo antioxidante contra o estresse oxidativo induzido

pela leishmaniose cutanea em camundongos, os autores concluiram que P.
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granatum mostra alta e rapida acdo contra leishmaniose provavelmente por
aumentar a atividade antioxidante enddgena (Alkathiri et al., 2017). O efeito
antioxidante da roma marroquina também foi investigado, o extrato demonstrou ser
rico em punicalagina atuou contra o estresse oxidativo. Os ensaios de eliminacdo de
radicais livres DPPH, poder redutor (FRAP), branqueamento de [-caroteno e
eliminacdo de peréxido de hidrogénio revelaram uma maior atividade dose-
dependente do extrato fendlico de casca de romd em comparagdo com o extrato
fendlico de arilo de roma (cobertura carnuda de sementes, parte comestivel da
planta) (Benchagra et al., 2021). Em relacdo a citotoxicidade, o extrato de roma
guando testado em queratindcitos humanos demonstrou ter concentracdes seguras
(25 e 50 pg/mL) apoiando sua utilizacdo como cosmecéuticos naturais (Liu et al.,
2019). Em contrapartida, a acdo citotéxica de P. granatum foi analisada em linhagem
celular de cancer de préstata humano, e o extrato etandlico atenuou a proliferacéo
destas in vitro e induziu a apoptose destas, demonstrando acéo citotoxica. Sendo,
portanto, uma forma alternativa para o controle de linhagem celular da préstata
humana (Sineh et al.,, 2012). Diante desses relatos, mais estudos sobre a
citotoxicidade de P. granatum s&o necessarios para que possam ser utilizadas em
doses seguras.

Como pode ser observado na literatura, a acdo terapéutica de canela e roma
€ conhecida popularmente e apresenta relevancia cientifica, entretanto, os estudos
publicados envolvendo os extratos hidroetandlicos isolados e combinados ainda séo
escassos na literatura. E de suma importancia avaliar o efeito desses extratos frente
bactérias resistentes a antibidticos, tanto em cultura planctbnica quanto em
biofilmes, bem como analisar a sua citotoxicidade para que futuramente o uso
isolado ou combinado desses extratos possa se tornar um coadjuvante ou
integrativo eficaz para o tratamento de infec¢des causadas por esses patdgenos

resistentes.



29

3 PROPOSICAO

Os objetivos desse estudo séo:

a) Preparar os extratos hidroetanodlicos de canela (Cinnamomum verum) e
roma (Punica granatum), e analisar a atividade antioxidante e a presenca
de fitocompostos.

b) Avaliar a acdo antibacteriana dos extratos hidroetandlicos de canela
(EHC) e roma (EHR) isolados e associados frente culturas planctonicas e
biofiilmes de cepas padrdo e clinicas de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa.

c) Analisar a citotoxicidade dos extratos em queratindcitos humanos
(HaCat).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacéo e andlise fitoquimica dos extratos

EHC e EHR foram preparados e analisados sob a supervisdo da Profa. Dra.
Maria Cristina Marcucci Ribeiro, que é docente colaboradora do Programa de Pés-
graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Saude Bucal (CASB). O EHR foi obtido a partir
das sementes da fruta e o de EHC utilizando-se a casca da arvore (canela em pau).

Para a obtencdo dos extratos, 40 g do material vegetal adquirido
comercialmente, foram colocados em 400 mL de solucdo hidroetandlica - EH (50%
agua destilada e 50% alcool etilico absoluto - Synth, Diadema-SP, Brasil) durante 48
h sob agitacdo (70 rpm, COLEMAN, TS-2000A VDRL Shaker, Brasil) (Figura 1).
Posteriormente, os extratos foram filtrados utilizando-se papel filtro quantitativo (J.
Prolab, Sao José dos Pinhais- PR, Brasil) e estocados em frasco ambar,

devidamente rotulados.
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Figura 1 — Extracdo dos EHC e EHR
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Tempo de extragao: 48 h sob
agitagao (70 rpm)

200 mL de
alcool etilico

\ 40g do material vegetal/ absoluto

Legenda: [A] aquisicdo do material vegetal; [B] pesagem das sementes de roma e da canela em pau;
[C] adicdo dos veiculos de extracdo (agua e &lcool etilico absoluto) ao material vegetal pesado; [D]
incubacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.1 Determinacéo do teor de sélidos solluveis

Para a quantificacéo do teor de soélidos soltveis (TSS), 5 mL de cada extrato
foram colocados em béqueres previamente pesados (em triplicata) e incubados em
estufa de secagem (60°C) (Fanem LTDA, Sdo Paulo-SP, Brasil) até a secagem total.
Apés, foram realizadas pesagens dos extratos secos para obtencdo do TSS em

porcentagem, de acordo com a equacgao abaixo:
(m-b) . 100
Vo

% m/V =

Onde: % m/V é o teor de solidos solaveis; (m — b) € massa do béquer com o extrato
(m) - a massa do béquer sem o extrato (b); Vo é o volume de extrato utilizado para

analise de solidos soluveis.
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4.1.2 Avaliacédo da presenca de aldeido cinamico e punicalagina por HPLC

A analise fitoquimica dos extratos foi realizada no Laboratdrio de Quimica de
Produtos Naturais (LabQ) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia ICT-Unesp de Sao
José dos Campos - SP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Maria Cristina Marcucci
Ribeiro. A determinacdo do conteudo de marcadores nos EHC (aldeido cinamico) e
EHR (punicalagina) foi feita por HPLC-DAD, da Merck-Hitachi (Darsmtadt,
Alemanha) modelo D-7000 com injetor automatico. As condi¢cbes cromatograficas
foram, fase moével: acido férmico (PA, Merck) diluido a 5 % em &gua ultrapura
(solvente A) e metanol de grau cromatografico - Merck (solvente B). O fluxo foi de 1
mL / min, utilizando-se um gradiente linear. Para o EHC, foi realizada uma corrida
cromatografica de 50 min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os
comprimentos de onda de deteccédo, foram 280 e 340 nm (Veiga et al., 2017). Foi
feita uma curva de calibracdo com o marcador aldeido cinamico, entre 4,0 a 10,0
pHg/mL para a quantificagdo do mesmo no EHC. Para o EHR, foi realizada uma
corrida cromatografica de 45 min e volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os

comprimentos de onda de deteccdo foram de 280 nm e 340 nm.

4.1.3 Avaliagéo da atividade supressora de radicais livres dos extratos

(atividade antioxidante)

Este método tem por base a redugdo do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) em solucdo de alcool etilico
absoluto, o qual apresenta o maximo de absor¢éo na faixa de 515- 528 nm. Ao fixar
um Hidrogénio, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-se uma diminuigéo na
absorbéancia, o que permite calcular apés estabelecimento do equilibrio da reacéo, a
guantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPHe (CEso que é a
concentragdo do extrato capaz de eliminar 50% dos radicais livres) (Veiga et al.,
2017; Bueno et al., 2022). Para isso, os extratos foram diluidos a 1% V/V, e
posteriormente, foi preparada uma diluicdo a 0,01% V/V. Em 11 tubos de ensaio,
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numerando-os de 0 até 10, foram adicionados (1000, 960, 920, 880, 840, 800, 760,
720, 680, 640, 600) uL de alcool respectivamente em cada tubo de ensaio. Em
seguida, sobre o alcool foram acrescentados 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320,
360, 400 mL de extrato a 0,01%.

O tubo n° 0O, foi o controle (100% de DPPH sem os extratos). Nele foram
adicionados 1000 pL de DPPH. Apds 60 segundos, o DPPH foi adicionado aos
demais tubos a cada 1 minuto. Com isso, a leitura no espectrofotometro (Micronal
B582, Sdo Paulo, Brasil) foi realizada ap6s 30 min da adicdo do DPPH no tubo 0.
Quando uma determinada substancia que age como doador de atomos de
hidrogénio é adicionada a uma solu¢do de DPPH, a hidrazina € obtida com mudanca
simultdnea na coloracao de purpura a amarelo péalido (Alves et al., 2010). Diante
disso, a leitura é realizada utilizado o comprimento de onda de 517 nm (Figura 2).
ApoOs a realizacdo da cinética de descoloracdo, foi construido um grafico do
percentual de DPPH restante calculada por planilha de calculo, versus a
concentracéo do extrato (ug/mL) e calculada a CEso (concentragdo que elimina 50%

dos radicais livres), através do método dos minimos quadrados.
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Figura 2 - Cinética de descoloragéo para avaliar a atividade antioxidante

Legenda: Os tubos de ensaio receberam diferentes concentracdes de alcool etilico, extratos a 0,01%
e a cada 1 min acrescentados 1000 pL DPPH. Apds 30 min de incubacéo, foi realizada leituras da
cinética de descoloragcdo em espectrofotdmetro a 517 nm.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.4 Teor de flavonoides totais nos EHC e EHR

4.1.4.1 Determinacao da curva-padrao expressos em quercetina

Para a determinacédo da curva-padrao, foi preparada uma solucdo estoque
de quercetina (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, Estados Unidos) em metanol
(Synth, Diadema-SP, Brasil). Para isso, 0s seguintes reagentes foram preparados:
solucdo de cloreto de aluminio (AICI3, Dindmica LTDA, Indaiatuba-SP, Brasil) a 5%
em agua destilada e solugdo metanolica de quercetina 1 mg/mL.

Foi construido uma curva padrao utilizando-se solugcbes metandlicas de
quercetina em concentragcdes de 3 a 12,0 ug/mL. Transferiu-se para um balédo
volumétrico de 10 mL calibrado, contendo aproximadamente 5 mL de metanol, uma
aliquota correspondente a cada concentragédo de quercetina e 200 pL da solucéo de
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AlCIs. O volume final foi acertado a 15°C e agitado por 5 segundos. Decorrido o
tempo de 30 min, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 425 nm. A equacao
da curva padrdo (absorbancia versus concentragdo de quercetina em ug/mL) foi

calculada pelo método dos minimos quadrados.

4.1.4.2 Determinacdao do teor flavonoides totais dos extratos

Para a determinacao do teor de flavonoides totais dos extratos, foi preparada
uma solucéo estoque de 100 uL do extrato (cuja concentracao de solidos soluveis foi
determinada previamente como descrito no item 4.1.1) em um baldo volumétrico de
10 mL onde se acrescentou metanol até completar o menisco (solu¢do estoque). O
procedimento a partir deste ponto foi realizado em triplicata.

Foram pipetados 200 pL desta solucdo estoque em um baldo de 10 mL
contendo aproximadamente 5 mL de metanol. Em seguida, foi acrescentado 200 pL
da solucdo de AICIs a 5%. Foi completado o volume do baldo com metanol até
proximo do menisco e agitado por 5 segundos. Posteriormente, a solucdo foi
colocada no banho-maria por 30 min a 20°C.

ApoOs este periodo, o menisco foi acertado e realizada a leitura da
absorbancia em 425 nm utilizando um espectrofotbmetro (B582, Micronal, Séo
Paulo, Brasil). A concentracdo de flavonoides totais expressos em quercetina foi
calculada utilizando-se a equacao da reta da curva-padréo, pela planilha de célculo
(Apéndice B).

4.1.5 Teor de fendis totais dos EHC e EHR

A determinacao do teor de fendis totais foi baseada no método de Folin —
Ciocalteau (Dinamica LTDA, Indaiatuba-SP, Brasil). Esta técnica emprega este
reagente que complexa com um fenol, dando uma reac&o colorida, que pode ser

medida pelo valor da absorbéancia a 760 nm (Marcucci et al., 2021).



36

4.1.5.1 Determinacao da curva-padrao

Foi construida uma curva-padréo a partir da solucdo estoque 1 mg/mL de
acido galico (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, Estados Unidos) em 10 mL de agua.
As concentragdes da curva estao na faixa de 3 a 12 pg/mL.

Foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL com 5 mL de agua
destilada uma aliquota correspondente a cada concentracdo da solugcdo de &cido
galico e 800 pL do reagente Folin — Ciocalteau (Dindmica LTDA, Indaiatuba-SP,
Brasil). A solucéo foi agitada por alguns segundos e no intervalo de 1 a 8 min foram
acrescentados 1,2 mL da solu¢cdo de carbonato de soédio (Dinamica LTDA,
Indaiatuba-SP, Brasil) a 20%, pH = 12, deixando-se reagir em banho maria na
temperatura de 20°C. Decorrido o tempo de 2 h, foi realizado o acerto do volume
final, e a solucdo foi agitada por 5 segundos. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 760 nm. Calculou-se a equacao da
curva-padrédo (absorbancia versus concentragdo de acido galico em pg/mL) pelo

método dos minimos quadrados.

4.1.5.2 Determinacao do teor de fendis totais nos extratos

Para determinacdo do teor de fendis totais, 1 mL de cada um dos extratos,
foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, dissolvido 10 mL de alcool
etilico absoluto e completado o volume com agua destilada de forma lenta e sob
agitacdo para obtencédo da solucdo estoque (10 mg/mL). O procedimento a partir
deste ponto foi realizado em triplicata.

Uma aliquota de 200 puL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL
(1:50) contendo aproximadamente 5 mL de agua destilada e adicionados 800 pL do
reagente Folin — Ciocalteau. Posteriormente, foi realizada uma agitacdo durante 5
segundos e no intervalo de 1 a 8 min e acrescentados 1,2 mL da solu¢&o de tampé&o
carbonato de sddio a 20%. O volume foi completado com agua até proximo ao
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menisco e a solucéo foi mantida em um banho-maria a 20°C. Decorrido o tempo de
2 h, o menisco foi acertado até o volume final a temperatura ambiente, agitando-se
por 5 segundos, e realizada a leitura em 760 nm (em espectrofotometro). A
concentracdo de fendis totais expressos em acido gélico, foi calculada utilizando-se

a equacao da reta da curva padrao, pela planilha de célculo.

4.2 Atividade antibacteriana dos EHC e EHR

4.2.1 Bactérias

Foram utilizadas amostras clinicas multirresistentes de A. baumannii e P.
aeruginosa (quadro 1), doadas pelos laboratérios clinicos do grupo Policlin Saude
(S&o José dos Campos, SP) e Valeclin Laboratorio de Andlises Clinicas (Sao José
dos Campos, SP), sendo o perfil de resisténcia de cada cepa obtido por meio do
sistema automatizado MicroSCAN AutoSCAN 4® (quadros 2 e 3). Foi avaliada
também a acdo dos extratos em cepas de referéncia (A. baumannii ATCC 19606 e
P. aeruginosa ATCC 15442), fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT - Unesp de Sao José dos

Campos).

Quadro 1 — Cepas utilizadas nesse estudo

Acinetobacter baumannii Pseudomonas aeruginosa
#Ab 1 #Pa 1l
#Ab 2 #Pa 2
#Ab 3 #Pa 3
#Ab 4 #Pa 4
ATCC 19606 ATCC 15442

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 2 - Perfil de resisténcia a antibiéticos de cepas clinicas de A. baumannii

Cepas clinicas de A. baumannii

Antibioticos #AD 1 #AD 2 #AD 3 #AD 4
Ertapenem R R R R
Imipenem R R R R

Meropenem R R R R

Cepa padréo de A. baumannii ATCC 19606
Ampicilina Resistente
Estreptomicina Resistente
Espectinomicina Resistente
Cloranfenicol Resistente
Sulfametoxazol Resistente

Legenda: R: Resistente.

Fonte: Os dados referentes as cepas clinicas foram fornecidos pelo Laboratério Bioclin do grupo
Policlin, Sdo José dos Campos — SP. Os dados informados sobre a cepa padrdo Ab ATCC 196006
foram obtidos por meio de publicacdo cientifica (Hamidian et al., 2020).
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Quadro 3 - Perfil de resisténcia a antibiéticos de cepas clinicas de P. aeruginosa

Cepas clinicas de P. aeruginosa

Antibioticos #Pa 1 #Pa 2 #Pa 3 #Pa 4
Amicacina S S S R
Cefepima I I I R
Ceftazidima I I I R
Ciprofloxacina I R I R
Colistina - - - -
Imipenem I I I R
Levofloxacina I R I R
Meropenem S S S R

Piperacilina —
Tazobactam ! ! ! R
Legenda: S - Sensivel; | - Intermediério; R - Resistente; - N&o avaliado.

Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin, Sdo José dos Campos — SP

4.2.1.1 Acéao antibacteriana dos extratos isolados

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da
Concentracao Bactericida Minima (CBM) de cada extrato para as cepas bacterianas,
foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-A9. Os EHC e EHR foram
esterilizados por meio de filtragdo utilizando filtros para seringa membrana K18-230
(0.22 pm, 30 mm) (KASVI, China). O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado
em microplacas de 96 pocos, onde foram adicionados 100 uL de meio de cultura



40

Mueller Hinton (HiMedia®) e 100 pL dos extratos no primeiro po¢o da microplaca, de

onde partiram uma série de 10 diluicbes seriadas, como demonstrado no Quadro 4.

Quadro 4 — Diluicdo dos extratos (mg/mL) para determinacédo de CIM e CBM

Concentragcdes dos extratos de canela e roma em microdiluigcéo

Extratos | 1° 2° 3° 40 5° 6° 7° 8° 9o 10°

EHC 6,6 3,3 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 | 0,05 0,02 | 0,01

EHR 6,1 3,0 1,5 0,7 0,3 0,1 | 0,09 | 0,04 | 0,02 | 0,01

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApGs a preparacdo das microplacas com o0s extratos, 0S micro-organismos
reativados em placas contendo &gar Brain Heart Infusion (BHI - Himédia) foram
padronizados. Em solucao salina NaCl 0,9% estéril a suspensao foi padronizada em
espectrofotometro (Micronal B582, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de onda de
625 nm e densidade 6ptica de 0,08+0,01 (aproximadamente 108 UFC/mL) da qual se
fez diluicGes para obter 106 UFC/mL, conforme recomendacgdes da CLSI (M7-A9).
Aliquotas de 100 pL de cada suspensédo microbiana, padronizada a 10® UFC/mL,
foram adicionadas em todos os pocos. O veiculo de extracdo hidroetanolico (50%
agua e 50% Aalcool etilico absoluto) também foi avaliado para assegurar que o
mesmo nao possuisse atividade antibacteriana. Como controles de esterilidade, na
fileira 1 da placa de microdiluicdo foi colocado somente o meio de cultura, e os
extratos foram semeados em agar BHI para garantia esterilidade. O controle
negativo foi realizado na fileira 12 com meio de cultura e micro-organismo sem
tratamento. As microplacas com os extratos e inoculos, e 0 agar BHI contendo os
extratos (teste de esterilidade) foram incubados por 24 h a 37°C. A CIM foi
determinada no ultimo pog¢o da microplaca que ndo apresentou turvacdes que
indicassem crescimento microbiano. Os testes foram realizados em duplicata e com

duas repeticbes independentes.
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Para que a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos fosse
determinada, foram semeados 5 pL de todos os pocos em agar BHI. Apds incubacéo
a 37°C por 48 h, foi avaliado o crescimento de colbnias, a CBM foi determinada na
menor concentragdo semeada onde ndo houve crescimento de coldnias.

O ensaio de microdiluicdo em caldo para determinacdo da CIM e CBM dos

EHC e EHR esta demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Determinacéo da CIM e CBM dos extratos

Legenda: [A] Ensaio de microdiluicio em caldo para determinacdo da CIM dos extratos de canela e
roma; [B] Concentragdo bactericida minima (CBM).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1.2 Método de microdiluicdo checkerboard dos extratos associados

O efeito sinérgico das associagfes de extratos foi avaliado pela técnica
checkerboard (tabuleiro de xadrez), de acordo com Fratini et al. (2017), Usjak et al.
(2019) e Pereira et al. (2021). A técnica € baseada no teste de sensibilidade por
microdiluicdo em caldo, e determina o tipo de interacdo entre os extratos em:
sinérgico, antagonico ou indiferente. Foi utilizado como meio de cultura caldo Mueller
Hinton. Para as combinagdes dos extratos, foram utilizados como referéncia os
valores de CBM previamente obtidos seguindo diluicbes em base 2 (Fratini et al.,
2017; Usjak et al., 2019). Para tanto, 50 uL de caldo Mueller Hinton foram
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adicionados em todos os pocos da microplaca, e posteriormente, adicionados 50 pL
das diluicGes do extrato 1 (EHC) no eixo x (horizontal) da microplaca enquanto 50 pL
das diluicbes do extrato 2 (EHR) foram adicionados no eixo y (vertical) da
microplaca, totalizando 100 pL em todos 0s poc¢os, obtendo, assim, todas as
combinacBes possiveis entre as concentracbes dos extratos previamente

preparadas, como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - Diferentes combinaces dos EHC e EHR pelo ensaio checkerboard

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A C 3,3 3,3 3,3 3,3_, 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
B C 1,6 1,6 1,6 1,6 I 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
C C 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 <
C 0,41 0,41 0,41 0,41 : 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 w
D
L o ..-"A.'.‘ o fal - o =
E E 0,20, 0,20~ 0,20 | 0,20 | 0,20~ | 0,20 | 0,20,~" | 0,20 .~"| 0,20 .~ 0,20 <
- ' ; - i . L "’ - o ’ - - ’ - -~ - o . . -~ ’ . - ' . o ’ . (]
F E 0,10+ | 0,10"{ 0,10 .~ | 0,10, | 0,10, 0,10, | 0,10 | 0,10 ~"| 0,10, | 0,10,
st )
G E 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
H Est.
ROMA

Legenda: C- Controle negativo; Est — controle de esterilidade. Todas as concentracdes estdo
expressas em mg/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, foram adicionados 100 yL de in6culo bacteriano, padronizado
em 10% UFC/mL, totalizando volume de 200 uL em cada poco, exceto no controle de
esterilidade que recebeu apenas caldo Mueller Hinton. As placas foram incubadas a
37°C por 24 h, posteriormente, foram identificados 0os po¢os que ndo apresentaram
crescimento microbiano por meio da auséncia de turbidez (Figura 5).

Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi adotado o indice de
concentracdo bactericida fracionéria (ICBF), que classifica as combinacdes em
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sinérgicas (ICBF <0,5), aditivas (ICBF >0,5 e <1,0), indiferentes (ICBF >1 e <4) ou
antagobnicas (ICBF> 4). Para isso, foi semeada em agar BHI uma aliquota de cada
um dos pocos da microplaca utilizando haste estéril. As placas foram incubadas por
24 h e foi determinada ICBF de acordo com a auséncia de crescimento microbiano
nas placas (Figura 5).

Figura 5 — Etapas do ensaio de checkerboard “tabuleiro de xadrez”

Dilui¢&o seriada (1)

Dilui(;é'o seriada (1)
Roma

Legenda: [A] microdiluicdo em caldo dos extratos associados para determinac@o da acao sinérgica;
[B] aliguota retirada de cada um dos pocos da placa apds periodo de incubacgéo e transferidas para o
[C] agar BHI para determinacdo do indice de concentracdo bactericida fracionaria (ICBF); [D]
observacgédo da auséncia de colbnias para realizar o calculo para identificagdo do ICBF.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O ICBF foi calculado por meio da soma da concentracdo bactericida
fracionada (CBF) do extrato 1 (canela) mais a CBF do extrato 2 (roma). Uma
combinacgao € considerada sinérgica a uma ICBF <0,5, aditiva quando ICBF € >0,5 e

<1,0, indiferente quando ICBF> 1 e < 4 e antagonista em ICBF> 4,0. A ICBF pode
ser definida como:

CBM combinada (EHC) CBM combinada (EHR)

+
CBMisolada (EHC) CBMisolada (EHR)

Para os proximos ensaios, foram eleitas trés combinagdes sinérgicas.
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4.2.1.3 Inibicdo da formacao de biofilme (prevencado) dos extratos isolados e

combinados

Foram colocados, em todos os poc¢os das microplacas, 100 uL das CBM pré-
determinadas ou concentragdes sinérgicas dos extratos de roma e canela. Para isso,
os extratos foram diluidos em caldo BHI nas concentracbes desejadas.
Posteriormente, foi preparado o inéculo de cada cepa bacteriana, onde colbnias
foram diluidas em solucéo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%), seguido pela padronizacéo
em espectrofotbmetro (B582, Micronal, Sado Paulo, Brasil) obtendo a concentragéo
de 107 UFC/mL. Foram adicionados 100 pyL das suspensfes padronizadas aos
pocos contendo as CBM pré-determinadas e as concentragdes sinérgicas (Figura 6).
Como controle negativo, foi utilizado o caldo BHI e o in6culo, e o controle positivo a
solucéo de clorexidina (0,03%).

As placas foram incubadas a 37°C por 48 h, sendo os tratamentos trocados
apoés 24 h de incubacéo (Figura 6).

Figura 6 — Etapas do ensaio de inibicdo da formacéo de biofilme (prevencao)

Extratos \

Padronizacio do inéculo isolados/combinados Inéculo bacteriano Incubacdio (37°C / 48h)

(107 UFC/mL)

e Em

Troca dos tratamentos em 24h

)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1.4 Tratamento de hiofilmes formados

Os biofilmes foram formados no fundo de microplacas de 96 pogos. Nestes
pocos foram adicionados 100 pL de caldo BHI e 100 pL inéculo a 107 UFC/mL



45

preparado em solucao fisiologica estéril (NaCl 0,9%). Os biofilmes foram incubados
por 48 h, com troca do meio de cultura apés 24 h.

Passado o periodo de formacdo de biofilme, estes foram colocados em
contato com os tratamentos e controles por 24 h em experimentos independentes e
em diferentes placas para cada tipo de teste. A microplaca foi dividida em grupos
com n = 10 para cada tratamento com os extratos isolados (CBM, CBM x 2, CBM x
4) e extratos associados (combinacdes sinérgicas eleitas) (Figura 7). Como controle
positivo foi utilizada a solugéo de clorexidina a 0,06%, e controle negativo o caldo
BHI juntamente com o indculo. Apds os tratamentos, as solugdes foram descartadas
e o biofilme foi lavado com caldo BHI duas vezes antes de serem realizados os

ensaios descritos a seguir (Figura 7).
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Figura 7 - Etapas do tratamento do biofilme formado

Padronizacdo do inéculo Placa com o inéculo
(107 UFC/mL) padronizado

e -am (&
~rm

Incubacédo (37°C / 48h)

Tratamento com Lavagem com NaCl
extratos

estéril (0,9%)
K isolados/combinados /

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1.5 Ensaio de MTT para quantificagcédo da viabilidade celular do biofilme

Apos o periodo de incubacdo do biofilme com os tratamentos, 0s pocos
foram lavados com solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e foi realizado o teste de
viabilidade celular do biofilme utilizando solu¢cdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, Estados
Unidos). Para isso, foram adicionados 100 pL da solu¢éo de MTT (0,5 mg/mL) em
cada poco e a placa foi incubada ao abrigo da luz por 1 h em estufa a 37°C, passado
o periodo de incubacdo foi retirada a solucdo e foram adicionados 100 pL de
dimetilsufoxido (DMSO) (Synth, Diadema-SP, Brasil) (Figura 8). A placa foi
novamente incubada ao abrigo da luz em estufa a 37 °C por 10 min e colocada no
shaker sob agitacdo constante por 10 min. Posteriormente, a placa foi lida em leitora

de microplaca a 570 nm (Figura 8), e as densidades Opticas obtidas foram
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convertidas, por meio da férmula abaixo, em percentual de reducéo de viabilidade do

micro-organismo:

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

Controle)

Figura 8 — Ensaio de MTT para quantificacdo da viabilidade celular do biofilme

( Lavagem com NaCl \

estéril (0,9%) MTT incubado por 1h

2 Apds incubacdo, Leitura 570 nm
k acrescentou-se DMSO J

Legenda: Apés o periodo de incubacdo do biofilme com os tratamentos (extratos), os mesmos foram
lavados com NaCl estéril (0,9%) e aplicado o reagente MTT. Apés 1 h de incubacdo, o MTT foi
retirado e acrescentado DMSO em todos 0s po¢os. Posteriormente, foi realizada a leitura a 570 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Testes em culturas de células

4.3.1 Cultivo celular de queratinécitos humanos (HaCat)

Foi realizada a andlise da atividade citotoxica dos extratos hidroetandlicos de
canela e roma sobre as linhagens de queratindcitos humanos (HaCat).

A cultura de Queratinocitos Humanos (HaCaT), foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro - Associa¢ao Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM —
RJ) e cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil), com alta concentracdo de glicose, suplementado com

10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e mantida em frascos
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de cultivo celular (TPP, Suica) incubada em estufa a temperatura de 37°C, com
umidade atmosférica, com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e
ao atingir o estado de subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacéo de
mais de 70% do frasco, as mesmas foram utilizadas nos testes. Para tanto, a
monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de cultura com
Tripsina com Edta 0,25% (Gibco, Grand Island, Nova York). As células suspendidas
foram centrifugadas por 5 min a 3000 rpm, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e acrescentado meio de cultivo fresco.

Para a quantificacdo do numero de células viaveis, foi realizado o teste de
exclusdo pelo azul de Trypan. Para isso, aliquotas de 10 e 50 pL da suspenséo de
células foram misturadas a 90 e 50 pL, respectivamente, ao corante azul de Trypan,
obtendo as diluicdes 1/2 e 1/10 e o numero de células viaveis foi quantificado pela

contagem em camara de Neubauer.

4.3.2 Avaliacao da citotoxicidade dos EHC e EHR

A avaliacao da citotoxicidade dos EHC e EHR foi realizada por meio do teste
colorimétrico MTT analisando a atividade metabdlica celular, ap6s contato com o0s
extratos por 24 h. Para tanto, foram utilizadas culturas de queratinécitos humanos
(HaCaT). Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 100 pL de meio DMEM +
10% SFB contendo 4 x 10* células viaveis. Estas placas foram incubadas (37°C com
5% de CO2) por 24 h para a aderéncia celular. Passado o tempo de incubacgéo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram expostas a diferentes concentracdes
dos extratos isolados: EHC (13,2-0,02 mg/mL), EHR (12,2-0,02 mg/mL) e 10
concentragcbes associadas (EHC 6,6-0,01 mg/mL + EHR 6,1-0,01 mg/mL), como
pode ser observado na figura 9.
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Figura 9 — Placa de 96 pocos contendo diferentes concentracdes dos extratos
diluidos em meio DMEM

Diferentes concentragdes dos extratos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como grupos controles foram utilizados meio DMEM suplementado com
10% SFB ou salina estéril (NaCl 0,9%) e concentracbes do veiculo hidroetandlico
(50% agua e 50% 4alcool etilico absoluto). Foi utilizado n=8 para todos 0s grupos.
Posteriormente, os tratamentos foram descartados e os pog¢os foram lavados com
NaCl 0,9% para a retirada de células mortas. Em seguida, as placas foram
encaminhadas para verificacdo da atividade metabdlica da cultura, pelo teste
colorimétrico MTT. O MTT foi diluido na concentracdo de 0,5 mg/mL em meio DMEM
suplementado com 10% SFB e foram adicionados 100 pL/poc¢o da solucéo, seguido
pela incubacgéo das placas (37°C, com 5% de COz2) por 4 h, ao abrigo da luz. Ap6s
incubacéo, a solucdo de MTT foi retirada e adicionada DMSO pelo tempo de 10 min
e realizada a leitura com o auxilio de uma leitora de microplacas com comprimento
de onda de 570 nm. As densidades oOpticas (DO) obtidas foram convertidas em

percentual de viabilidade celular empregando-se a seguinte férmula:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle
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4.4 Analise estatistica

Os dados obtidos apresentaram distribuicdo normal e foram analisados
estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey (p<0,05),

utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADO

5.1 Extratos

5.1.1 Teor de sdlidos sollveis

A quantificacdo do teor de sdlidos soluveis (TSS) dos EHC e EHR esta
demonstrada na tabela 1. O TSS indica a quantidade de substancias sollUveis no
solvente de extracdo hidroetandlico (EtOH:H20), determinando-se, assim, a

concentracgéo final do extrato vegetal.

Tabela 1 - Teor de sélidos soluveis dos EHC e EHR

Partes da Solvente de

B TSS (mg/mL) DP
planta extracao
Casca

EtOH:H20

(canela em 26,440 1,0638

(50:50)
pau)

Sementes EtOH:H20

24,587 0,0802

(roma) (50:50)

Legenda: EtOH - alcool etilico absoluto); H20 — agua destilada; TSS — Teor de sélidos sollveis; DP -
desvio padrdo de trés determinacdes.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1.2 Avaliacdo da composicao fitoquimica por HPLC

A andlise cromatografica por HPLC mostrou picos de aldeido cindmico no
EHC, como mostra a figura 10A. Em relacdo ao EHR, a punicalagina foi
guantificada, sendo uma mistura (do padréo) de a-punicalagina e B-punicalagina, as

quais foram quantificadas separadamente (Figura 10B).

Figura 10 - Cromatogramas dos EHC e EHR

Absorbance (AU)
Absorbance (AU}

>}
Lhovn b b b L H

B By i A ) Ll il Al LA R A R Sl AN A A A A L Ul A ) W LI D B R R R R A A A A A A A A |
o 2 4 6 8 1o 1z 14 16 18 20 22 24 o 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Retention Time (min) Retention Time (min)

Legenda: [A] cromatograma do extrato hidroetandlico de canela (EHC), com o tempo de retengdo do
aldeido cinamico de ~9,5 min; [B] cromatograma do extrato hidroetanélico de roma (EHR), o tempo de
retencéo da a-punicalagina é de ~6,5 min e da B-punicalagina, de ~9,5 min.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 2 mostra o teor de aldeido cinamico no EHC e o de a-punicalagina
e B-punicalagina do EHR, calculados pela equacdo da curva de calibracdo dos
padrdes.
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Tabela 2 - Teor de aldeido cinamico e punicalagina no EHC e EHR, calculado pela

equacéao da curva de calibracédo do padréo

Extratos
L % V
(EtOH:H20) mg/m o (mN)
Canela - Teor de
aldeido 0,771 0,077
cinamico
Roma - a- 2246 0,225
punicalagina
R = - 3,490 0,349

punicalagina

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.3 Avaliagdo da atividade supressora de radicais livres dos extratos
(atividade antioxidante)

A atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de canela e roma
estdo demonstrados na tabela 3. A concentracdo que elimina 50% dos radicais
livres (CEso) foi de 9,11 pug/mL e 27,02 pg/mL para os extratos de canela e rom4,

respectivamente.

Tabela 3 - Avaliagéo da atividade antioxidante dos EHC e EHR

Extrato / parte da Tipo de extracéo CEso (pg/mL)
planta
Canela em pau / EtOH:H20 (50:50) 9,11+1,17
casca da arvore
Roma / sementes EtOH:H20 (50:50) 27,02 £-1,08

Legenda: EtOH:H20 - hidroetandlico; CEso - concentragdo que elimina 50% dos radicais livres.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1.4 Determinacdo do teor flavonoides totais na amostra

A curva-padrao construida com base em diferentes concentracdes de

quercetina esta demonstrada na figura 11.

Figura 11 — Curva-padréo expressa em quercetina

08 | .
E .”...."n
SEo06 f @
1)) eSS
o
204 F e
e b y=0,0712x-0,0287
.9 2 _
02 e " ® R®=0,9985
0
0 2 4 6 8 10 12

Concentragdo de quercetina (ug/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da curva-padrdo de quercetina, a quantidade de flavonoides totais
dos EHC e EHR foi analisada, os valores estdo expressos na tabela 4. Para o EHC,
a concentracdo de flavonoides foi de 0,935 mg/mL (0,094%), e para o0 EHR obteve-
se o valor total de 0.853 mg/mL (0,085%).
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Tabela 4 - Teor de flavonoides totais nos EHC e EHR

Extrato / parte da  Solvente de

FLV L DP
planta extracéo (mg/mL)
Canela em pau / EtOH:H-0 0,935 +0,206
casca da arvore (50:50)
Roma/sementes | o120 0.853 +0,068
(50:50)

Legenda: EtOH - alcool etilico absoluto); H20 — agua destilada; FLV — flavonoides totais; DP - desvio
padréo de trés determinagfes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.5 Determinacdo do teor fendis totais na amostra

A curva-padréo construida com base no acido gélico esta demonstrada na

figura 12.

Figura 12 - Curva padrdo do acido gélico

0,800 r
0,600 | |
........... ‘
seasee bt
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-] R?=0,9785
O,OOO | I 1 1 1 1 J

3,0 3,5 4,0 45 5.0 5.5 oo -

Concentragdo de acido gélico (ug/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir da construcdo da curva-padrao do acido galico, os EHC e EHR
foram analisados e apresentaram o teor de fendis totais de 2,069 mg/mL (0,207%) e

1,406 mg/mL (0,141%), respectivamente, como demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 - Teor de fendis totais nos EHC e EHR

Extrato / parte da  Solvente de Fenois

DP
planta extragcao (mg/mL)
Canela em pau / _
EtOI—!.HzO 2,069 v 174
casca da arvore (50:50)
EtOH:H20 1,406 +0,033

Roma / sementes (50:50)

Legenda: EtOH - alcool etilico absoluto); H20 — agua destilada; FLV — flavonoides totais; DP - desvio
padrédo de trés determinacdes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Atividade antibacteriana dos extratos em cultura plancténica

5.2.1 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Os EHC e EHR apresentaram atividade bactericida contra todas as cepas
avaliadas de A. baumannii e P. aeruginosa, os valores de CBM estao demonstrados
nas tabelas 6 e 7, respectivamente. Nao foi possivel identificar os valores de
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) devido a turbidez ocasionada pela coloragéo
dos extratos que impossibilitou a leitura visual, portanto, nesse estudo os valores de

CBM foram considerados para os proximos ensaios (checkerboard e biofilmes).
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Para A. baumannii, o EHC apresentou CBM de 3,3 mg/mL para todas as
cepas, ja o EHR demonstrou acao bactericida com os valores variando de 1,5 a 6,1
mg/mL. Para a cepa #Ab 3 e #Ab ATCC, as CBM foram de 3,0 mg/mL e 1,5 mg/mL,
respectivamente. Para as demais cepas de A. baumannii o valor da CBM de EHR foi
de 6,1 mg/mL (Tabela 6). O controle do veiculo hidroetandlico (50:50) né&o
apresentou acdo antibacteriana sobre todas as cepas de A. baumannii e P.

aeruginosa analisadas.

Tabela 6 - CBM (mg/mL) dos EHC e EHR para cepas ATCC e clinicas de A.

baumannii

EHC EHR

Cepas
CBM CBM
#Ab 1 3,3 6,1
#Ab 2 3,3 6,1
#Ab 3 3,3 3,0
#Ab 4 3,3 6,1
#Ab ATCC 3,3 1,5

Legenda: EHC- Extrato hidroetandlico de canela; EHR — Extrato hidroetandlico de roma; CBM —
Concentracao Bactericida Minima; Ab — Acinetobacter baumannii.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo a acéo antibacteriana dos EHC e EHR frente P. aeruginosa, o
extrato de canela foi ativo para todas as cepas com o valor de CBM de 6,6 mg/mL.
Ja o EHR apresentou CBM de 6,1 mg/mL para todas as cepas, exceto #Pa 1 que

obteve o valor de 3,0 mg/mL (Tabela 7).
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Tabela 7 — CBM (mg/mL) dos EHC e EHR para cepas ATCC e clinicas de P.

aeruginosa

EHC EHR

Cepas
CBM CBM
#Pal 6,6 3,0
#Pa 2 6,6 6,1
#Pa 3 6,6 6,1
#Pa 4 6,6 6,1
#Pa ATCC 6,6 6,1

Legenda: EHC- Extrato hidroetandlico de canela; EHR — Extrato hidroetandlico de roma; CBM —
Concentragdo Bactericida Minima; Pa — Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2 Efeito sinérgicos dos EHC e EHR associados

Quando os EHC e EHR foram associados e testados frente as cepas
bacterianas, obteve-se efeitos sinérgicos para as quatro cepas clinicas de A.
baumannii (#Ab 1, #Ab 2, #Ab 3 e #Ab 4) com ICBF <0,50 (Tabela 8) em culturas
planctdnicas. Para a cepa #Ab 1 a reducdo da CBM do EHC foi de até 4x e roma
reduziu 1.220x, em relacéo as cepas #Ab 2, # Ab 3 e #Ab 4, o EHC teve sua CBM
reduzida em até 2x e EHR em até 1.220x. Para as demais cepas (Ab ATCC e P.

aeruginosa) nao houve inibicdo do crescimento bacteriano (Tabela 8)
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Tabela 8 - Valores da concentracdo bactericida minima (CBM) dos EHC e EHR

isolados e associados, e do efeito sinérgico da combinacdo sobre cepas clinicas de

A. baumannii

CBM Reducéo da

Isolado CBM CBM isolada
Comb. Efeito

ICBF
CEPAS EHC EHR EHC EHR EHC EHR

#Ab 1 33 6,1 1082 152 0,49 4x 4x  Sinérgico
#Ab 1 33 61 16 0,09 0,49 2X 67x Sinérgico
#Ab 1 33 61 16 0,04 0,49 2X 152x Sinérgico
#Ab 1 33 61 33 002 048 1x 305x Sinérgico
#Ab 1 33 61 16 001 0,48 2X 610x Sinérgico
#Ab 1 33 61 16 0,005 0,48 2X 1.220x Sinérgico
#Ab 2 33 61 16 0,04 0,49 2X 1220x Sinérgico
#Ab 2 33 61 16 0,02 0,48 2X 305x Sinérgico
#Ab 3 3,3 30 1,6 0,04 0,49 2X 75x  Sinérgico
#Ab 3 33 30 16 0,02 0,49 2X 150x Sinérgico
#Ab 3 33 30 16 0,01 0,48 2X 300x  Sinérgico
#Ab 4 33 61 082 152 0,49 4x 4x  Sinérgico

Legenda: EHC- Extrato hidroetandlico de canela; EHR — Extrato hidroetandlico de roma; CBM —
Concentracdo Bactericida Minima; EHC- extrato hidroetandlico de canela; EHR - extrato
hidroetandlico de rom&; Comb. — combinacéo; ICBF: indice de concentracdo bactericida fracionada.
Os valores estdo expressos em mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3 Atividade antibiofilme dos EHC e EHR isolados e associados frente A.

baumannii e P. aeruginosa

5.3.1 Inibicdo da formacéao de biofilme (prevencéo) dos extratos isolados

Quando os EHC e EHR foram testados separadamente para avaliar a agéo
inibitéria de formacédo de biofilme, observou-se inibi¢cdes significativas para todas as
cepas.

Para a cepa #Ab 1, o EHC na concentracdo de 1,6 mg/mL inibiu a formacao
de biofilme em 91%, ja as concentracdes de 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL promoveram
inibicdo significativa de 95% quando comparado ao controle negativo (caldo BHI) e
todos os grupos tiveram acdo semelhante a clorexidina 0,03% (p<0.0001). Ja o
EHR, quando testado na concentragcdo de 6,1 mg/mL inibiu a formagdo em 96%,
enquanto as concentragdes de 1,5 e 3,0 mg/mL apresentaram inibicdo significativa
de 21% e 27% (p<0.0001), respectivamente (Figura 13A).

Em relacdo a cepa #Ab 2, EHC apresentou inibi¢cdes significativas de 91%
guando testada nas concentracdes de 1,6 mg/mL e 3,3 mg/mL, e inibicdo de 81,5%
guando aplicada a concentracao de 6,6 mg/mL (p<0.0001). O EHR na concentracdo
de 1,5 mg/mL inibiu significativamente 46% a formagdo de biofilme, e nas
concentracfes de 3,0 e 6,1 mg/mL as inibicdes foram de 67% e 92% (p<0.0001),
respectivamente, e apresentaram semelhanca estatistica com o grupo tratado com
clorexidina 0,3% (p<0.0001) (Figura 13B).

O EHC inibiu estatisticamente a formacdo de biofilme da cepa #Ab 3, nas
concentragdes de 1,6 mg/mL, 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL. As inibigcbes foram de 92%,
93% e 86,5% quando comparado ao grupo controle e apresentaram semelhanca
estatistica com clorexidina 0,03% (p<0.0001). Para essa mesma cepa, 0 EHR
reduziu significativamente a formacéo de biofilme em 38% e 86% quando utilizado
nas concentracdes de 3 e 6,1 mg/mL, respectivamente. J& a concentracdo de 1,5
mg/mL ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle (p<0.0001)
(Figura 13C).



61

A inibicdo do biofilme da cepa #Ab 4 foi significativa quando o mesmo ficou
em contato com as trés concentracdes (1,6 mg/mL, 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL) do
EHC, promovendo inibicdo de 77%, 83% e 68%, nessa ordem. Ja o EHR né&o
apresentou inibicdo significativa da formacéo de biofilme em relacdo ao controle
(p<0.0001) (Figura 13D).

Para a cepa padrao Ab ATCC 19606 (Figura 13E), o EHC inibiu a formacéo
de biofilme em 91%, 93% e 86% quando em contato com as concentragdes de 1,6
mg/mL, 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL, respectivamente (p<0.0001). Para o EHR, as
inibicBes também foram significativas, com 32%, 64% e 69% quando em contato

com as concentracdes de 1,5 mg/L, 3 mg/mL e 6,1 mg/mL, nessa ordem (p<0.0001).
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Figura 13 - Inibicdo da formacé&o de biofilme de A. baumannii dos extratos isolados
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Legenda: DO - Densidade Optica; EHC — extrato hidroetandlico de canela; EHR — extrato
hidroetandlico de rom&; CLX — clorexidina 0,03%. As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a
semelhanga ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cepa clinica #Pa 1 de P. aeruginosa (Figura 14A), o EHC inibiu em
91,5% e 85%, quando utilizados nas concentracdes de 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL
(p<0.0001), respectivamente. Em relagédo ao EHR néao houve inibicdo significativa da
formacao de biofilme em nenhuma das concentracdes testadas.

O EHC inibiu a formag&o de biofilme da cepa clinica #Pa 2 (Figura 14B)
quando utilizado nas trés concentracdes (1,6 mg/mL, 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL), com
85%, 92% e 83% de inibicdo (p<0.0001), respectivamente. J& o EHR, quando
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testado na concentracdo de 6,1 mg/mL apresentou inibicdo de 93% da formacéo de
biofilme (p<0.0001).

Em relacdo a cepa #Pa 3, o EHC na concentracdo de 1,6 mg/mL apresentou
inibicdo significativa de 30%, e para as demais concentragdes (3,3 e 6,6 mg/mL), as
inibicbes foram de 91% e 87%, estatisticamente semelhante a clorexidina 0,3%
(p<0.0001). Para o EHR, as concentracbes efetivas foram 3 e 6,1 mg/mL, com
inibicbes de 59% e 45% da formacéao de biofilme (Figura 14C).

A cepa clinica #Pa 4 teve inibicdes da formacéo de biofilme em 87%, 89% e
78% quando em contato com as concentracdes de 1,6 mg/mL, 3,3 mg/mL e 6,6
mg/mL do EHC (p<0.0001), respectivamente. Em relacdo ao EHR, apenas a
concentracdo maior (6,1 mg/mL) apresentou potencial inibitério de 91% (p<0.0001)
da formagé&o de biofilme, como demonstrado na figura 14D.

Para a cepa padrdo de Pa ATCC 15442, o EHC apresentou potencial
inibitério do biofilme nas concentracdes de 3,3 e 6,6 mg/mL, com 93% e 86% de
inibicdo (p<0.0001), nessa ordem. Ja o EHR inibiu a formacdo de biofiime na
concentragdo de 6,1 mg/mL em 92% (p<0.0001) (Figura 14E).
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Figura 14 - Inibicdo da formacé&o de biofilme de P. aeruginosa dos extratos isolados

DO (570 nm})

1 b
0.5 b

30.5% 915% B85%

2.0

1.5+

1.0+

DO (570 nm)

0.5

0.0

30% 91% B7S5%

1%

#Pa 3

o

b

Tl

P=0.0001

DO (570 nm)

Z

ODREREEO0

L2

BEONE0D0

m

Controle

EHC (1,6 mg/mL)
EHC (3,3 mg/mL)
EHC (6,6 mg/mL)
EHR (1,5 mg/mL)
EHR (3 mg/mL)
EHR (6, 1mg/mL)
CLX 0,03%

Controle

EHC (1,6 mg/mL)
EHC (3,3 mg/mL)
EHC (6,6 mg/mL)
EHR (1,5 mg/mL)
EHR (3 mg/mL)
EHR (6,1 mg/mL)
CLX 0,03%

#Pa ATCC

hidroetandlico de rom&; CLX — clorexidina 0,03%.
semelhan¢ga ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de

Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

DO (570 nm)

DO (570 nm)

P=0.0001

94.5%

Legenda: DO - Densidade Optica; EHC - extrato hidroetandlico de canela; EHR- extrato

As letras “a”,

P=0.0001

BE%  02%

&

B3 +7 5%

#Pa 4

3 Contfrole

£ EHC (1.6 mg/mL)
B EHC (3,3 mg/mL)
W EHC (6,6 mg/mL)
EHR (1,5 mg/mL)
E8 EHR (3 mg/mL)
D EHR (6,1 mg/mL)
CLX 0,03%

@ [P

“b”, c

P=<0.0001

Controle

EHC {1,6 mg/mL)
EHC (3,3 mg/mL)
EHC(6,6 mg/mL)

opase@oo

4

DEEREAE00

Z4 EHR (1.5 mgimL)
EHR (3 mg/mL})
EHR (6,1mg/mL)
CLX 0,03%

Controle

EHC (1,6 mg/mL)
EHC (3,3 mg/mL)
EHC (6,6 mg/mL)
EHR(1,5 mg/mL)
EHR (3 mg/mL)
EHR (6,1 mg/mL)
CLX 0,03%

e “d” demonstram a

5.3.2 Inibicdo da formacéao de biofilme (prevencéo) dos extratos associados

Para avaliar a inibicdo da formacdo de biofime com os EHC e EHR

associados, foram eleitas trés combinacdes sinérgicas: EHC 0,82 + EHR 1,52; EHC
1,6 + EHR 0,04 e EHC 1,6 + EHR 0,02.
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Quando associados, os extratos (EHC 1,6 + EHR 0,02) apresentaram
potencial inibitorio de 59% (p<0.0001) da formacédo de biofilme da cepa clinica #Ab
1, estatisticamente semelhante aos valores de CBM isolados dos dois extratos e ao
grupo tratado com clorexidina 0,3%, como demonstrado na figura 15A.

Em relacdo a cepa #Ab 2 (figura 15B), as combinacbes de EHC 1,6 com
0,04 e 0,02 mg/mL de EHR inibiram significativamente a formacédo de biofilme em
52,5 e 72%, sendo semelhantes estatisticamente com os grupos tratados com CBM
isolados e com a clorexidina (p<0.0001).

Todas as combinacdes selecionadas de EHC e EHR foram efetivas na
inibicdo da formacéo de biofilme da cepa #Ab 3, com valores inibitérios de 68%, 61%
e 72% (p<0.0001). Esses valores foram semelhantes estatisticamente com os
grupos tratados com CBM isoladas dos extratos (Figura 15C).

Para a cepa #Ab 4 (figura 15D), todas as combinacfes foram capazes de
inibir a formacédo de biofilme. Quando em contato com as concentracfes de EHC
0,82 + EHR 1,52 e EHC 1,6 + EHR 0,04, a inibicdo foi de 59% (p<0.0001) para
ambas combinac¢des. Para a associacdo de EHC 1,6 + EHR 0,02 a inibicdo foi de
71% (p<0.0001).
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Figura 15 - Inibicdo da formacdo de biofiime de A. baumannii dos extratos

associados
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Legenda: DO - Densidade optica; EHC - extrato hidroetandlico de canela; EHR- extrato
hidroetandlico de romd; CLX — clorexidina 0,03%. As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a
semelhanga ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Tratamento (24 h) de biofilmes formados com os extratos isolados

ApoOs 24 h de tratamento com EHC e EHR, houve redugdes significativas da
viabilidade do biofilme em todas as cepas de A. baumannnii. Para a cepa #Ab 1,
houve reducdes de 44% e 72% (p<0.0001) do biofilme quando tratado com o EHC
nas concentracdes de 6,6 mg/mL e 13,2 mg/mL, respectivamente. Ja utilizando as
concentracdes de 3 e 6,1 mg/mL do EHR, as reducbes foram de 72% para ambos os
grupos, e quando testado a concentracao de 12,2 mg/mL, a reducéo do biofilme foi
de 76% (p<0.0001), apresentando semelhanga ao grupo tratado com clorexidina
0,6% (Figura 16A).
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Para a cepa clinica #Ab 2 (Figura 16B), o EHC reduziu em 61%, 69% e 76%
(p<0.0001) a viabilidade do biofilme quando tratado com as concentracdes de 3,3
mg/mL, 6,6 mg/mL e 13,2 mg/mL, respectivamente. O EHR, na concentracéo de 3
mg/mL, reduziu a viabilidade do biofiime em 77% (p<0.0001), enquanto que as
concentracbes de 6,1 e 12,2 mg/mL, promoveram reducdes de 78% e 81%
(p<0.0001), respectivamente.

O EHC, quando utilizado nas trés concentrac¢des (3,3 mg/mL, 6,6 mg/mL e
13,2 mg/mL) reduziu a viabilidade do biofilme da cepa clinica #Ab 3 em 63%, 67% e
72% (p<0.0001), respectivamente. Em relacdo ao EHR, a concentracdo de 3 mg/mL
reduziu em 74% (p<0.0001) a viabilidade do biofilme, ja as concentracdes de 6,1 e
12,2 mg/mL reduziram 76% (p<0.0001), como demonstrado na figura 16C.

Quando o EHC foi testado sobre biofiime da cepa #Ab 4, houveram
reducdes significativa de 59%, 60% e 74% (p<0.0001), quando testado nas
concentracdes de 3,3 mg/mL, 6,6 mg/mL e 13,2 mg/mL, sendo a redu¢do promovida
pela concentracdo maior do extrato semelhante com o grupo tratado com clorexidina
0,6%. Em relacdo a acédo antibiofiime do EHR, o mesmo promoveu reducbes
significativas de 64%, 68% e 66% (p<0.0001) quando tratados com as
concentracfes de 3 mg/mL, 6,1 mg/mL e 12,2 mg/mL, respectivamente. Os grupos
tratados com o EHR a 6,1 e 12,2 mg/mL apresentaram reduc¢des significativas
semelhantes a clorexidina 0,6% (Figura 16D).

Para a cepa padrdao de Ab ATCC, o EHC promoveu reduc¢des significativas
de 78%, 74% e 64% (p<0.0001) do biofilme, quando mesmo foi tratado com as
concentracfes de 3,3 mg/mL, 6,6 mg/mL e 13,2 mg/mL. Ja ap6s 24 h de contato
com o EHR, as reducdes foram de 82%, 83% e 86% (p<0.0001), quando aplicados
os tratamentos de 1,5 mg/mL, 3 mg/mL e 6,1 mg/mL, respectivamente (Figura 16E).
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Figura 16 - Tratamento de biofilmes formados de A. baumannii com extratos isolados
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Legenda: DO - Densidade o6ptica; EHC - extrato hidroetandlico de canela; EHR - extrato
hidroetandlico de roma; CLX - clorexidina 0,03%. As letras “a”, “b”, “¢c” e “d” demonstram a
semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagéo a acdo antibiofilme dos extratos frente P. aeruginosa, apos 24 h
de tratamento, o EHC promoveu reducédo significativa de 46%, 73% e 80%
(p<0.0001) quando utilizado nas concentracdes de 3,3 mg/mL, 6,6 mg/mL e 13,2
mg/mL, respectivamente, sendo a concentracdo maior do extrato semelhante

estatisticamente com clorexidina 0,6%. Quando os biofilmes foram tratados com as
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concentracbes de 3 mg/mL, 6,1 mg/mL e 12,2 mg/mL do EHR, as reducdes da
viabilidade foram de 73%, 76% e 71%, nessa ordem (Figura 17A).

Para a cepa #Pa 2, o EHC na concentracéo de 3,3 mg/mL reduziu em 69%
(p<0.0001) a viabilidade do biofilme, ja as concentracbes de 6,6 e 13,2 mg/mL
promoveram redugdes significativas de 84% e 72% (p<0.0001), respectivamente. O
EHR também apresentou acdo antibiofilme, reduzindo a viabilidade do mesmo em
84%, 82% e 88,5%, quando tratados com 3 mg/mL, 6,1 mg/mL e 12,2 mg/mL do
extrato hidroetandlico, respectivamente, como demonstrado na figura 17B.

Em relacédo a cepa clinica #Pa 3 (Figura 17C), somente a concentracao de
13,2 mg/mL do EHC promoveu reducédo significativa do biofilme (46%). Ja o EHR
reduziu estatisticamente (p<0.0001) a viabilidade do mesmo (40%, 50% e 56%)
guando testado nas trés concentracdes (3 mg/mL, 6,1 mg/mL e 12,2 mg/mL), nessa
ordem. A concentracdo de 12,2 mg/mL do EHR promoveu reducdo semelhante a
clorexidina 0,6%.

Quando o biofilme da cepa #Pa 4 foi tratado por 24 h com as concentracdes
de 3,3 mg/mL, 6,6 mg/mL e 13,2 mg/mL do EHC, as reduc¢des da viabilidade do
biofilme foram 62%, 75% e 71% (p<0.0001), respectivamente. Quando tratado com o
EHR, nas concentra¢des de 3 mg/mL, 6,1 mg/mL e 12,2 mg/mL, as reducdes foram
de 82%, 81% e 86%, respectivamente (Figura 17D).

Para a cepa padrédo de Pa ATCC, o EHC apresentou reducédo significativa
guando testado nas concentragfes de 6,6 e 13,2 mg/mL, com reducgdes de 58,5% e
63% (p<0.0001), respectivamente. O EHR teve acado antibiofilme quando testado nas
concentracdes de 3 e 6,1 mg/mL, reduziu significativamente a viabilidade do biofilme
em 70% e 69% (p<0.0001), respectivamente, semelhante ao grupo tratado com
clorexidina 0,6% (Figura 17E).



Figura 17 - Tratamento de biofilmes formados de P. aeruginosa
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com extratos

3 Controle

3 EHC (3,3 mg/mL)
[ EHC (6,6 mg/mL)
W EHC (13,2 mg/mL)
EHR (3 mg/mL)
EZ EHR (6,1 mg/mL)
E@ EHR (12,2 mg/mL)
CLX 0,6%

Z

DBEREOD0O0

Controle

EHC (3,3 mg/mL)
EHC (6,6 mg/mL)
EHC (13,2 mg/mL)
EHR (3 mg/mL)
EHR (6,1 mg/mL)
EHR (12,2 mg/mL)
CLX 0,6%

Legenda: DO - Densidade Optica; EHC — extrato hidroetandlico de canela; EHR — extrato
hidroetandlico de rom&; CLX — clorexidina 0,03%.
semelhangca ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de

Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As letras “a”,

@

“b”,

[P

e “d” demonstram a

5.3.4 Tratamento (24 h) de biofilmes formados com os extratos associados

Para avaliar a acao antibiofilme apos tratamento de 24 h com os extratos de

canela e romé associados, foram eleitas trés combinacdes sinérgicas (EHC 0,82 +
EHR 1,52; EHC 1,6 + EHR 0,04 e EHC 1,6 + EHR 0,02). As associacfes sinérgicas
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dos extratos EHC e EHR néo apresentaram reduc¢des significativas do biofilme para
nenhuma cepa de A. baumannii analisada. Apenas as concentracoes de CBM

isoladas dos extratos apresentaram reducgdes significativas (Figura 18).

Figura 18 - Tratamento de biofilmes formados de A. baumannii com extratos

associados
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Legenda: DO - Densidade Optica; EHC — extrato hidroetandlico de canela; EHR — extrato
hidroetandlico de rom&; CLX — clorexidina 0,03%. As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a
semelhan¢ga ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Citotoxicidade

ApoOs tratamento com o EHC, a viabilidade das células HaCat foi acima de
70% em todos os grupos tratados (13,2-0,02 mg/mL), indicando baixa toxicidade
(P<0.0001) (Figura 19). A baixa toxicidade também foi observada no grupo tratado
com o veiculo EtOH:H20 (50:50) onde a viabilidade foi de 86%.
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Figura 19 — Citotoxicidade do EHC (mg/mL)
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Legenda: DO — Densidade éptica; EHC — Extrato hidroetandlico de canela; CLX — clorexidina 0,6%;
Veiculo — EtOH:H20 (50:50); Controle — Meio DMEM; As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a
semelhan¢ca ou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados
obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando tratados com diferentes concentracdes de EHR (12,2-0,02 mg/mL) a
viabilidade também foi maior de 70% em todos os grupos tratados, inclusive o

controle utilizando o veiculo (EtOH:H20).



Figura 20 — Citotoxicidade do EHR (mg/mL)
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Legenda: DO — Densidade optica; CA — Canela; RO — Rom&; CLX — clorexidina 0,6%; Veiculo —
EtOH:H20 (50:50); Controle — Meio DMEM. As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhancga ou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados obtiveram distribuicdo
normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os extratos associados manteram a viabilidade acima de 93% em todos os
grupos e nenhum grupo apresentou diferenca estatistica com o controle contendo
meio DMEM.

Figura 21 — Citotoxicidade dos EHC e EHR associados (mg/mL)
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Legenda: DO — Densidade optica; CA — Canela; RO — Rom&; CLX — clorexidina 0,6%; Veiculo —
EtOH:H20 (50:50); Controle — Meio DMEM. As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a semelhanga ou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0.0001). Os dados obtiveram distribuicdo
normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Devido a necessidade de pesquisar novas alternativas de tratamentos para
bactérias resistentes a antibioticos, nosso estudo focou em analisar os efeitos
terapéuticos dos EHC e EHR tanto em cultura plancténica quanto em biofilmes, bem
como sua acéo antioxidante e citotoxicidade para que futuramente esses extratos
possam fazer parte de tratamentos integrativos contra infec¢des causadas por esses
patdgenos resistentes.

A presenca de constituintes fitoquimicos em extratos de plantas determina
as diferentes acOes terapéuticas, nesse estudo foram encontrados efeitos
antibacterianos, antibiofilmes, antioxidantes nos EHC e EHR. Esses efeitos, segundo
a literatura, sédo provenientes da presenca de flavonoides, fenais, alcaloides, taninos,
glicosideos, saponinas e terpendides (Amsterdam et al., 2009; Dubale et al., 2023;
Talib, Mahasneh, 2010). Esse estudo identificou a presenca de flavonoides e fendis
totais tanto no EHC quanto no EHR, sendo os valores de flavonoides de 0,935 e
0,853 mg/mL, respectivamente, e os valores de fendis de 2,069 mg/mL para o EHC
e 1,406 mg/mL para EHR. A quantidade de fendis totais foi quantificada em um
outro estudo utilizando a canela, onde o extrato aquoso apresentou 0,380 mg/mL
(Singh et al., 2008), a diferenca dos valores encontrados em nosso estudo e o de
Singh et al. (2008) pode ser atribuida pelos diferentes métodos de extracdo
(solvente, método de destilacdo, prensagem e sublimacédo) e o solvente utilizado
(etanol, agua, metanol, entre outros), assim pode-se extrair diferentes compostos
(Joshi et al., 2019), no caso deste estudo o solvente utilizado foi hidroetandlico, ja o
utilizado por Singh et al. (2008) foi aquoso. A selecédo do solvente é primordial para a
extragdo de compostos, quando 0s solventes e solutos sdo similares no quesito
polaridade, a eficacia de extracdo melhora, além disso, o tamanho da particula
também interfere no resultado final da extracdo, quanto mais fina melhor a eficacia
(Zzhang et al., 2018). O que diferencia também os resultados quando se utilizam
solventes diferentes é o tempo de duracdo da extragdo em uma determinada faixa
de tempo, quanto maior a relacdo de solvente e soluto maior o rendimento de
extracdo (Zhang et al., 2018). Isso pode ser observado quando se compara a

presenca de fitoquimicos em Oleos e extratos hidroetandlicos. Apos a analise por
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HPLC, detectou-se a presenca de cerca de 65 a 80% (650 a 800 mg/mL) de
cinamaldeido (acido cinamico) e de até 10% (100 mg/mL) de eugenol no 6leo volatil
hidrodestilado extraido da casca de canela (Jayaprakasha et al., 2002; Vangalapati
et al.,, 2012). Em nossas analises, o EHC teve o valor encontrado de aldeido
cinamico foi de 0,771 mg/mL, a quantidade inferior foi devida as diferentes
polaridades dos solventes.

J& para a roma, os extratos obtidos da casca e flores extraidos com uma
mistura de agua e etanol 70:30 (V/V) demonstraram ter o teor de fendis totais de
12,34 umol GAE/g (2,1 mg/mL) (Gigliobianco et al., 2022). Outro estudo demonstrou
compostos fendlicos variando de 1,29 a 2,17 mg GAE/g (1,29 a 2,17 mg/mL) de
extratos metandlicos de sementes de roma chinesa (Jing et al., 2012). O teor de
fendis totais encontrado em nosso estudo foi de 1,40 mg/mL para o extrato
hidroetandlico obtido das sementes de roma. Em todos os estudos mencionados, 0
método de Folin-Ciocalteu foi utilizado. Os flavonoides totais variaram de 1,76 a 2,11
mg/mL e 5,92 a 16,92 mg/mL no extrato metandlico da semente de roma (Orak et
al., 2012; Sabraoui et al., 2020), em nosso estudo o valor encontrado foi de 0,853
mg/mL no extrato hidroetandlico.

Em relacdo a acdo antioxidante de canela e roma, utilizando o método do
radical de eliminacdo DDPH, que € um dos mais utilizados para determinar a
capacidade antioxidante de diferentes compostos, o 6leo de canela apresentou forte
capacidade de sequestro de radicais livres com CEso de 4,78 pg/mL (Mutlu et al.,
2023). Os valores de CEso do extrato etanolico e aquoso de canela indicaram
potente acao antioxidante (21,25 e 15,71 ug/mL, respectivamente). Em outro estudo,
a concentracao de atividade antioxidante (CEso) foi de 29,01 yg/mL para o extrato
aguoso de canela (Lima et al., 2022). Ja em nosso estudo, o valor de CEso
encontrado para o EHC foi de 9,11 pug/mL, indicando potente acdo antioxidante. Em
relacdo ao extrato de roméa, os valores obtidos de CEso foi de 42 e 65 pug/mL (casca)
e de 888 e 1.945 ug/mL (sementes) para os extratos metanolicos extraidos de romas
cultivadas no Marrocos (Sabraoui et al., 2020). Em um outro estudo, o extrato
metandlico extraido da casca da roma apresentou 81% de atividade antioxidante e
23,2% quando extraido das sementes desse fruto (Singh et al., 2002). Na literatura
ha mais estudos envolvendo a acédo antioxidante de extratos obtidos da casca de

roma, porém os extratos obtidos das sementes também possuem acao terapéutica
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promissora (Singh et al., 2002). Esse estudo corrobora com o0s mencionados
anteriores em relacdo a capacidade antioxidante das sementes da romd. O EHR
obtido das sementes apresenta o valor de CEso de 27,02 pg/mL, demonstrando
importante agao antioxidante.

Diante da presenca de fitocompostos que possuem diferentes efeitos
terapéuticos, € de suma importancia investigar cada vez mais essas a¢cfes. Assim, a
composi¢cdo quimica, o potencial antioxidante e antimicrobiano do extrato bruto das
folhas de canela e suas fragbes enriquecidas foram investigadas e avaliadas contra
vinte e duas bactérias, sendo que para Gram-negativas, tais como K. pneumoniae e
P. aeruginosa multirresistente, o extrato demonstrou baixa atividade com valor de
CIM de 1000 mg/mL (de Lima et al., 2022). Porém em nosso estudo, para as cepas
clinicas multirresistentes de A. baumannii e P. aeruginosa, o EHC apresentou um
valor mais baixo de CBM, de 3,3 mg/mL e 6,6 mg/mL, respectivamente, para todas
as cepas avaliadas. Valores de CIM variando de 0,25-0,5 mg/mL de 6leo essencial
de canela contra cepas de A. baumannii multirresistentes foram encontrados por
Ganic et al. (2022), além disso, a emulsdo de canela foi ativa com valores de 0,125-
0,25 mg/mL contra essas mesmas cepas. Apesar de existirem na literatura estudos
demonstrando diferentes propriedades terapéuticas da canela, quando se trata de
extratos hidroetandlicos extraidos das sementes, as publicacdes cientificas ainda
S&o escassas.

A acao antimicrobiana da roma tem sido reportada na literatura (Dey et al.,
2015; Trabelsi et al., 2020). O extrato metanol/dgua da casca de roma e seus
constituintes isolados foram ativos contra Mycobacterium tuberculosis e Klebsiella
pneumoniae produtoras de B-lactamases. Para patdgenos multirresistentes, fracbes
totais de HPLC de P. granatum mostraram atividade antimicrobiana potente quando
analisadas as zonas inibitérias pelo método de disco de difusdo (Dey et al., 2015).
Extratos aquosos apresentaram atividade contra P. aeruginosa, E. coli e A.
baumannii, e o etandlico se destacou na agdo contra A. baumannii (Khan et al.,
2017). O extrato etandlico de P. granatum foi testado contra S. aureus, Enterobacter
aerogenes e E. coli em um outro estudo e os valores de CBM foram de 25 * 0,65,
50 £ 0,54 e 50 + 0,75 mg/mL e os resultados de CIM obtidos apés testar o extrato
metandlico foi de 50 + 1,11, 25 + 1,01 e 25 £ 1,21 mg/mL, para S. aureus, E.
aerogenes e E. coliforam de 50 * 1,11, 25 £ 1,01 e 25 + 1,21 mg/mL,
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respectivamente (Jam et al., 2022). Extrato hidroetandlico da casca de P. granatum
foi investigado também contra P. aeruginosa, a faixa de concentracéo testada foi de
0,5-500 pg/mL, onde o crescimento desta bactéria foi notavelmente inibido a partir
de 50 pg/mL (Joshi et al.,, 2019). A acdo antibacteriana da roma também foi
identificada em nosso estudo, porém analisando o extrato hidroetandlico obtido das
sementes, no qual os estudos séo escassos. O EHR teve valor de CBM variando de
1,5-6,1 mg/mL para cepas clinicas de A. baumannii, e de 3,0-6,1 para cepas de P.
aeruginosa. Quando os EHC e EHR foram combinados, os mesmos tiveram acao
sinérgica em cepas clinicas de A. baumannii e ndo apresentaram essa ac¢ao contra
P. aeruginosa. A acédo sinérgica ocorre quando combinacdo dos extratos promove
melhor acdo do que quando isolados, essa interacdo permite o uso de doses mais
baixas dos constituintes da combinacado, situacdo que pode reduzir as reacdes
adversas (Roell et al., 2017; Tallarida, 2011).

Em relacdo a atividade antibiofilme, o 6leo essencial de canela teve efeito
significativo (inibicdes da formacéo e reducdo do biofilme pré-formado) com valores
de 47-81 e 30—62%, respectivamente, quando testados nas concentragdes de 0,25-
2 mg/mL contra cepas de A. baumannii (Ganic et al., 2022). A atividade antibiofilme
do oleo essencial de canela também foi constatada por Wijesinghe et al. (2021), as
concentracfes minimas de inibicdo de biofilme e erradicacdo do biofiime formado
(MBICso e MBEC) foram de 1,0 e 4,0 mg/mL para as cepas P. aeruginosa, S. aureus
e K. pneumoniae. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) indicou encolhimento
celular, danos a parede celular e diminuicdo da densidade do biofilme (Wijesinghe et
al., 2021). Estudos envolvendo a acao antibiofime do EHC sdo escassos na
literatura, porém nossos achados corroboram com estudos envolvendo o Oleo
essencial contra cepas de A. baumannii e P. aeruginosa. Nesse estudo, apos
tratamento de 24 h em biofilmes formados, as redu¢fes da viabilidade foram de 72%
para as cepas #Ab 2 e #Ab 3 quando em contato com o EHC. Em relagdo a acao
profilatica no qual inibe a formacdo do mesmo, o EHC inibiu em 95% a formacéo de
biofilme da cepa #Ab 1, enquanto que P. aeruginosa teve 87,5% de inibicao.

Em relagcdo ao extrato de roma, o extrato hidroetandlico foi capaz de reduzir
a formacéo de biofilme de P. aeruginosa em até 17-30%, quando testado a 10-50
pMg/ml. Quando este extrato foi aplicado em biofilme pré-formado, ele poderia

erradicar o biofilme em aproximadamente 15-19%; e a viabilidade do biofilme
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(atividade metabdlica medida pelo ensaio de MTT) foi reduzida em
aproximadamente 13-22% (Joshi et al., 2019). Efeito antibiofime também foi
constatado em formula¢des enxaguatérios bucais contendo extrato da casca de P.
granatum, a formulacdo resultou em uma perda de dureza superficial de 34,5% e
36%, apods tratamento de 10 min, de biofiilme de S. mutans e C. albicans,
respectivamente (Fernandes et al., 2022). Em nosso estudo, essa atividade
antibiofilme foi constatada contra cepas de A. baumannii e P. aeruginosa, EHR inibiu
em 96% a formacéao de biofilme de A. baumannii H557, enquanto que P. aeruginosa
teve 93% de inibicdo quando em contato com EHR. Apds tratamento de 24 h em
biofiimes formados, a reducdo da viabilidade foi de 83% para a cepa #Ab ATCC.
Para P. aeruginosa, a reducao da viabilidade chegou a 88,5% quando tratados com
EHR.

Investigar os diferentes efeitos terapéuticos das plantas sédo essenciais,
porém analisar sua toxicidade € primordial para que futuramente formulactes
possam fazer parte de tratamentos integrativos na area da saude. A citotoxicidade
do oOleo de canela foi investigada por LeBel et al. (2017) e em concentracdes
eficazes contra Solobacterium moorei, manteve a viabilidade de queratindcitos
gengivais apés 1 hora de exposicéo (LeBel et al., 2017). Quando testado em células
HaCaT, Oleo essencial de Mentha piperita L. (100 pg/ml) resultou na viabilidade de
aproximadamente 90% de células HaCaT, demonstrando propriedades néo
citotoxicas (Silva et al., 2021). A auséncia de citotoxicidade em HaCat também foi
constada no 6leo de canela, quando testad em diferentes concentracdes (0-1000
mg/mL) o 6leo ndo apresentou toxicidade, indicando a natureza ndo toxica do
tratamento em células humanas (Wijesinghe et al., 2021), o que corrobora com os
dados encontrados em nosso estudo utilizando também HaCat. As concentracdes
de EHC mantiveram viabilidade celular acima de 70% em todos os grupos tratados,
nao apresentando citotoxicidade na faixa de concentragbes testadas, como
recomendado pelas diretrizes do teste de toxicidade aguda (Cannella et al., 2019).
Em relacdo ao extrato de roma, quando testado em HaCat, demonstrou ter
concentragbes seguras (25 e 50 pg/mL) apoiando sua utilizagdo como
cosmecéuticos naturais (Liu et al., 2019). Na faixa de concentracdo testada em
nosso estudo 12,2-0,02 mg/mL né&o foi encontrado efeitos citotoxicos, demonstrando,

assim, que essas concentracdes sao seguras quando testadas em células HaCat.
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Esses achados sdo importantes para o desenvolvimento de futuros produtos
seguros, tais como cremes dentais, enxaguantes bucais e/ou pomadas, que possam
ser utilizados em tratamentos integrativos contra patégenos multirresistentes, sem
efeitos toxicos as células.

Como pode ser observado na literatura, a acéo terapéutica de canela e roma
apresenta relevancia cientifica, no entanto, os estudos envolvendo 0s extratos
hidroetandlicos ainda sdo escassos na literatura. Nosso estudo demonstrou uma
potente acdo antioxidante e antibacteriana dos EHC e EHR frente bactérias
resistentes a antibioticos, tanto em cultura planctdnica quanto em biofilmes, e sua
auséncia de citotoxicidade nas concentracdes testadas. Diante desses resultados
promissores, os EHC e EHR podem futuramente auxiliar no tratamento integrativo

eficaz contra infec¢des causadas por esses patdogenos resistentes.
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7 CONCLUSAO

a)

b)

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:

foram preparados extratos hidroetandlicos de canela e roméa e tais produtos
apresentam em sua composicédo fitocompostos, como flavonoides e fendis, e
picos de aldeido cindmico (EHC), a-punicalagina e B-punicalagina (EHR)
foram identificados apds andlise por HPLC. Além disso, demonstraram
importante acdo antioxidante, sendo o EHC o mais potente por apresentar
menor concentracao de CEso;

0S extratos avaliados apresentam importante acdo antibacteriana para todas
as cepas resistentes a antibidticos de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa avaliadas, sendo o0s extratos isolados mais
eficazes que em associacdo. Em adicdo, demonstraram acao antibiofilme,
tanto sobre o processo de formacdo de biofilme quanto em biofilmes ja
formados;

ambos extratos ndo apresentam efeito citotoxico para HaCat nas

concentracfes analisadas;
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