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componente Terpinen-4-ol sobre isolados clinicos de Candida albicans resistentes
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RESUMO

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (TTO) é um extrato de ac@o antiftingica e
preventiva em escala farmacéutica ou cosmética. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficdcia do TTO e Terpinen-4-ol sobre isolados clinicos de Candida albicans. Este
estudo foi realizado em trés fases: 1- Identificacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) e CFM (Concentra¢do Fungicida Minima) do TTO (0,25 a 2%) e Terpinen-4-
ol (0,11 a 0,95%) sobre C. albicans na forma planctonica. 2- Anélise das diferentes
concentracdes do Oleo sobre biofilme monoespécie de C. albicans por meio da
contagem das UFC/mL e avaliacdo da atividade metabdlica das células pelo método
colorimétrico de XTT. 3- Andlise da acdo inibitéria das solu¢des de TTO e Terpinen-4-
ol sobre biofilmes de C.albicans (cepa padrao e isolados clinicos) formados em corpos
de prova de resina acrilica termopolimerizivel previamente cobertos com saliva
humana, por meio do teste de XTT e por microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). A nistatina (Sigma) foi utilizada como controle positivo. Os resultados
mostraram que isolados de C. albicans planctdonicos foram sensiveis ao TTO 1%,
Terpinen-4-ol 0,47% e Nistatina 8 pg/mL. As menores concentra¢des fungicidas para os
isolados foram TTO 2 %, Terpinen-4-ol 0,95 % e Nistatina 16 pg/mL. Quando
analisado em biofilme através da quantificacio (UFC/mL) e teste de XTT as
concentragdes de TTO 2 % e Terpinen-4-ol 0,95 % foram eficazes quando comparado
ao controle, sendo que as amostras da genotipagem A2 e B1 foram as mais resistentes.
Os resultados de MCVL mostraram que todos os biofilmes desenvolvidos em corpos de
resina acrilica apresentaram-se semelhantes a acdo da Nistatina. Os extratos avaliados
apresentaram ac¢do antifiingica para os isolados clinicos e podem ser considerados

tratamento alternativo para paciente com candidiase.

Palavra-chaves: Oleo de Melaleuca, Candida albicans, biofilme



Francisconi RS. Effect of Melaleuca alternifolia essential oil and its main component
Terpinen-4-ol against clinical isolates of Candida albicans resistant [Dissertacdo de

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

ABSTRACT

The essential oil of Melaleuca alternifolia (TTO) is an extract of antifungal action and
preventive in pharmaceutical or cosmetic scale. The aim of this study was to evaluate
the efficacy of TTO and Terpinen-4-ol against clinical isolates of Candida albicans.
This study was conducted in three phases: 1- Identification of MIC (Minimum
Inhibitory Concentration) and CFM (Minimum Fungicidal Concentration) of TTO (0.25
to 2%) and Terpinen-4-ol (0.11 to 0.95 %) on C. albicans in planktonic form . 2-
Analysis of different concentrations of oil on C. albicans biofilm single species by
counting CFU/mL and evaluation of the metabolic activity of cells by XTT colorimetric
method. 3- Analysis of the inhibitory action of TTO and Terpinen-4-ol solutions on C.
albicans biofilms (standard strain and clinical isolates) formed in specimens of
polymerizable resin acrylic microwave previously coated with human saliva , by means
of the XTT test and confocal laser scanning microscopy (CLSM) . The nystatin (Sigma)
was used as a positive control. The results showed that isolates of C. albicans
planktonic were sensitive to TTO 1%, Terpinen-4-ol 0.47% and Nystatin 8 mg/mL. The
smaller fungicidal concentrations for the isolates were TTO 2%, Terpinen-4-ol 0.95%
and Nystatin 16 mg / mL. When analyzed by quantifying biofilm (CFU / ml) and XTT
test, the concentrations TTO 2% and Terpinen-4-ol 0.95% were effective when
compared to the control, and genotyping of samples A2 and B1 were more resistant.
The CLSM results showed that all biofilms developed in bodies of acrylic resin were
similar to the action of Nystatin. The extracts showed antifungal action for the clinical

isolates and can be considered an alternative treatment for patients with candidiasis.

Key Word : Oil of Melaleuca , Candida albicans, biofilm
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1 INTRODUCAO

O interesse em plantas medicinais para tratamento de diversas doencgas tem
aumentado nas ultimas décadas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, 80% da
populacdo utiliza medicamentos naturais, pois € uma alternativa acessivel, eficaz para
diversos tratamentos, de facil manipulagdo e utilizag@o (Oliveira et al.'®, 2011).

Esses produtos mostram ser firmacos potencialmente interessantes, no que se
refere a sua atividade antimicrobiana ou antiftingica (Carson et al.’, 2006). Dentre eles
se destaca o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia, também conhecido como TTO
(tea tree oil) que possui amplo espectro de acdo contra bactérias e fungos (Mondello et
al.”’, 2006; Traboulsi et al.**, 2008; Cataldn et al.’ 2008 ; Oliveira et al.'’, 2011;
Hammer et al.'’, 2012; Ninomiya et al.'*, 2012; Sudjana et al.>*, 2012).

Esse 6leo € composto por aproximadamente 100 componentes, sendo os
principais o terpinen-4-ol, 1,8-cineole, y-terpinen e a-terpinen (Cox et al.’, 2001;
Hammer et al.8, 2004). A atividade antimicrobiana do 6leo € atribuida, principalmente,
ao terpinen-4-ol, presente em concentragdes de 30 a 40%, sendo responsdvel pela
inducdo da perda da membrana, interferindo na integridade e na fisiologia bacteriana
(Oliveira et al.'®, 2011).

A porcentagem de cada componente € estabelecida pela Norma Internacional
(ISO 4730) (Hammer et al.®, 2004) e sua composi¢io é analisada por cromatografia
gasosa a fim de verificar se o TTO estd dentro na norma estabelecida (Carson et al.z,
2006). H4 um grande interesse no uso de plantas com agdo antimicrobiana na
Odontologia. O 6leo de Melaleuca alternifolia tem mostrado acdo bactericida e
fungicida contra diversos microrganismos da cavidade bucal (Hammer et al.lz, 2003;
Oliveira et a1.16, 2011; Ninomiya et a1.14,2012). Ha evidéncias cientificas que o TTO

possa ser utilizado na manuten¢ao da higiene e prevencdo de doengas bucais, como
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proposto por Hammer et al.” (2003), que avaliaram a agdo do Gleo Melaleuca
alternifolia sobre isolados bacterianos bucais, concluindo que o dleo poderia ser
utilizado em produtos de higiene bucal, como bochecho ou pastas.

Da mesma maneira, Kulik et al.'’ (2000) avaliaram a atividade bacteriostatica e
bactericida/fungicida in vitro da solucio de TTO sobre diferentes microrganismos
bucais, concluindo que o 6leo possui acdo contra fungos e bactérias da cavidade oral.

Dentre as doencas bucais mais comuns, deve-se destacar as infecgdes fungicas
que ocorrem principalmente em pacientes portadores de proteses dentdrias. Estas sdo
constituidas por resina acrilica e, por sua vez, sdo sitios favordveis para sitios favoraveis
a adesdo de microrganismos. Além disso, traumatismos ocasionados por proteses mal
adaptadas, ma higiene, dimensdo vertical inadequada sdo causas que levam os
pesquisadores a associarem a presenca de protese a processos patolégicos na cavidade
bucal (Sudrez, Andreu*’, 2003).

A infec¢do fungica mais importante da cavidade bucal € a candidiase que é uma
infeccdo causada pela levedura do género Candida e, na dependéncia de fatores
predisponentes, torna-se patogénico (Da Silva et al.%, 2008). E a infec¢do oportunista
mais comum associada a lesoes bucais, fortemente correlacionada com a deficiéncia do
sistema imune, podendo desenvolver lesdes recidivantes e de dificil tratamento. Existem
outros fatores que influenciam o aparecimento de candidiase bucal, tais como
hipossalivagdo, diabetes mellitus, utilizacao de préteses, antibioticoterapia, radioterapia
e corticoterapia prolongada (Spolidorio et al.?!, 2001; Chami et al.*, 2004).

A espécie de maior importancia clinica, pelo fato de ser o agente etiolgico de
grande parte das infecgdes flngicas ocorridas na cavidade bucal, é C. albicans e sua
ocorréncia neste local representam 60 a 70% dos isolados. C. albicans apresenta alguns

fatores de viruléncia, tais como a capacidade de aderéncia aos tecidos bucais, habilidade
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de produzir enzimas hidroliticas (proteinases e fosfolipases) (Rorig et al.'®, 2009),
fatores de invasdo tecidual e mecanismos de escape do sistema de defesa do hospedeiro
(Shinobu et al.?’, 2007). A répida identificacdo das espécies envolvidas nas doencas €
essencial para um tratamento rapido e especifico, por isso hd o interesse em novos testes
para identificagdo molecular dos microrganismos.

Avancos tecnoldgicos baseados na biologia molecular t€ém permitido o aumento
de informagdes sobre a diversidade genética de C. albicans. Os gendtipos existentes tém
sido associados com diferentes locais de infec¢do, bem como, com a susceptibilidade a
antifiingicos (Shinobu et al.”’, 2007).

Muitas drogas antifingicas estdo disponiveis, como a anfotericina B, nistatina e
fluconazol. Entretanto, tem sido observado o aumento na frequéncia de infeccdes, que
se tornaram resistentes a terapia antifingica padrdo, devido ao uso intensivo e repetitivo
de antifingicos (Chami et a1.4, 2004). Assim, para evitar o aparecimento de
microrganismos resistentes, os medicamentos devem ser indicados corretamente. Dentre
eles, a Nistatina, € o padrdo ouro para o tratamento de candidiase bucal, com
caracteristicas fungicida e fungistitica e atua desestruturando a membrana celular de
fungos e leveduras, agindo na permeabilidade da membrana celular (Lavra et al."?,
2008). Porém, pelo fato de alguns fungos serem resistentes a esses medicamentos, 0 uso
de plantas medicinais poderia ser uma alternativa terapéutica.

Dessa forma, diversos autores avaliaram a eficdcia terapéutica do Oleo
Melaleuca alternifolia e/ou de seu principal componente, terpinen-4-ol na cavidade

14

bucal. Ninomiya et al. ™ (2012) demonstraram redu¢do dos sinais clinicos de candidiase

e dos niveis de Candida em ratos. Sudjana et al.?

(2012) demonstraram que baixas
quantidades de TTO diminuem a adesdo de Candida spp. em células humanas,

diminuindo a formagdo de biofilme e a hidrofobicidade da superficie celular.
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Avaliando a susceptibilidade de Candida spp. ao TTO, Vazquez et al.?® (2000) e
Vazques, Zawawi’’ (2002) demonstraram atividade contra espécies de Candida do 6leo
e de solugdes com ou sem dlcool de Melaleuca alternifolia.

O ¢6leo tem demonstrado excelentes resultados microbioldgicos, porém deve ser
utilizado com cautela a fim de evitar interacdes medicamentosas indesejadas. Com o
objetivo de verificar essas possiveis interacdes, van Vurren et al.” (2009), examinaram
o efeito da associacdo de produtos naturais (Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris,
Mentha piperita e Rosmarinus officinalis) e antimicrobianos convencionais
(ciprofloxacina/anfotericina B) que mostram variadas interagdes (sinérgicos, aditivos
e/ou antagonistas), embora a eficicia seja dependente da presenca de ambos. Esses
autores verificaram que houve antagonismo entre TTO e anfotericina, quando utilizados

) . 19
simultaneamente. Porém, Rosato et al.

(2008) observaram um possivel efeito sinérgico
anti-Candida entre Melaleuca alternifolia, Origanum vulgare, Pelargonium graveolens
e os compostos antiftingicos de anfotericina B. A atividade antiftiingica foi avaliada pelo
método de diluicdo em dgar em linhagens de Candida. Portanto, ha controvérsia nos
resultados e por isso essas interacoes devem ser muito bem estudadas antes de
prescrevé-las.

Apesar dos diversos estudos que confirmam seu poder antimicrobiano, ha pouca
evidéncia cientifica sobre o potencial téxico do TTO. Hammer et al.’ (20006),
concluiram que altas concentracdes de TTO causam irritacdo na pele e reacdes alérgicas
em individuos predispostos. Porém, se utilizado em concentragdes baixas, esses
sintomas podem ser evitados.

A citotoxicidade do 6leo para diversos tipos celulares foi avaliada por Hammer

et al.’” (2006) atribuindo ao terpinen-4-ol, seu principal componente, a atividade

antimicrobiana (Oliva et al.ls, 2003) e citotéxica (Hammer et a1.9, 2006), podendo estar
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relacionadas a propriedade dos terpenos, a alteracdo na fluidez de membranas (Hammer
et al.¥, 2004). Porém, o perfil téxico do 6leo indica que sdo raras as reagdes quando
TTO ndo € ingerido. As reacdes sdo dose-dependentes, sendo que a concentragdo de
100% deve ser evitada, principalmente em criangcas por apresentarem baixo peso €
consequentemente maiores efeitos téxicos sobre o organismo (Hammer et al.”, 2006)

As citotoxicidades do TTO e Terpinen-4-ol foram avaliadas em ceraticdcitos
imortalizados (OKF6/TERT?2) por Ramage et al.'’ (2012) e os resultados afirmam que a
citotoxidade aumenta conforme aumenta o tempo de contato (tempo-dependente).

Com base na literatura apresentada e no aumento da resisténcia das espécies de
Candida aos tratamentos convencionais, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo
inibitéria do 6leo TTO e seu componente Terpinen-4-ol sobre cultura plactonica e

biofilme de cepas padrao e isolados clinicos de Candida albicans.
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2 PROPOSICAO
Proposicao Geral

Avaliar a a¢ao inibitéria do 6leo TTO e seu componente Terpinen-4-ol sobre

cultura planctonica e biofilme de cepas padrio e isolados clinicos de Candida albicans.

Proposicao Especifica

- Identificar a CIM e CFM do TTO e Terpinen-4-ol sobre culturas planctonicas
de Candida albicans.

-Avaliar a atividade inibitéria de diferentes concentracoes do o6leo e do
Terpinen-4-ol sobre biofilmes monoespécies de C. albicans por meio da contagem das
UFC/mL e avaliacao da atividade metabdlica das células pelo método colorimétrico de
XTT;

- Avaliar a acdo das solucdes de TTO e Terpinen-4-ol sobre biofilmes de C.
albicans (cepas padriao e isolados clinicos) formados em corpos de prova de resina
acrilica termopolimerizavel previamente cobertos com saliva humana, por meio do teste

de XTT e por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).
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3 CAPITULO
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RESUMO

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (TTO) é um extrato de a¢do antiftingica e
preventiva em escala farmacéutica ou cosmética. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficicia do TTO e Terpinen-4-ol sobre isolados clinicos de Candida albicans. Este
estudo foi realizado em trés fases: 1- Identificacdo da CIM (Concentra¢do Inibitéria
Minima) e CFM (Concentra¢do Fungicida Minima) do TTO (0,25 a 2%) e Terpinen-4-
ol (0,11 a 0,95%) sobre C. albicans na forma planctonica. 2- Anélise das diferentes
concentracoes do Oleo sobre biofilme monoespécie de C. albicans por meio da
contagem das UFC/mL e avaliacdo da atividade metabdlica das células pelo método
colorimétrico de XTT. 3- Analise da acdo inibitdria das solu¢cdes de TTO e Terpinen-4-
ol sobre biofilmes de C.albicans (cepa padrdo e isolados clinicos) formados em corpos
de prova de resina acrilica termopolimerizdvel previamente cobertos com saliva
humana, por meio do teste de XTT e por microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). A nistatina (Sigma) foi utilizada como controle positivo. Os resultados
mostraram que isolados de C. albicans planctonicos foram sensiveis ao TTO 1%,
Terpinen-4-ol 0,47% e Nistatina 8 pug/mL. As menores concentra¢des fungicidas para os
isolados foram TTO 2 %, Terpinen-4-ol 0,95 % e Nistatina 16 pg/mL. Quando
analisado em biofilme através da quantificacio (UFC/mL) e teste de XTT as
concentracdes de TTO 2 % e Terpinen-4-ol 0,95 % foram eficazes quando comparado
ao controle, sendo que as amostras da genotipagem A2 e B1 foram as mais resistentes.
Os resultados de MCVL mostraram que todos os biofilmes desenvolvidos em corpos de
resina acrilica apresentaram-se semelhantes a acdo da Nistatina. Os extratos avaliados
apresentaram acdo antifingica para os isolados clinicos € podem ser considerados

tratamento alternativo para paciente com candidiase.

Palavra-chaves: Oleo de Melaleuca, Candida albicans, biofilme
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide 80% depende da utilizagcdo de plantas
para tratamento primdrio. Isso se justifica pelo fato de ser uma alternativa eficaz,
acessivel e de facil manipulagdo. (Oliveira et al., 2011)

Dentre esses compostos o 6leo essencial, TTO (tea tree oil), possui efeito
antibacteriano de amplo espectro, antifingico, antiviral e anti-inflamatério comprovado
e, segundo a norma internacional ISO 4730, deve ser obtido por destilagdo a vapor das
folhas de Melaleuca alternifolia com teor minimo de 30% do terpinen-4-ol e teor
maximo de 15% de 1,8-cineol. O TTO possui propriedades antimicrobianas (Oliveira et
al., 2011; Hammer et al. 2003) e o Terpinen-4-ol € o seu principal componente. TTO
age em membranas bioldgicas, danificando a integridade da mesma e inibe a acdo de
enzimas incorporada a membrana aumentando sua fluidez, com subsequente
extravasamento de componentes intracelulares (Cox and Markham, 2007)

O TTO demonstra amplo espectro de atividades bioldgicas, inclusive por grande
variedade de microrganismos podendo ser utilizado para melhorar estratégias de
tratamento de infeccdes cronicas, como por exemplo, a candidiase. Candida albicans é
um fungo presente normalmente na pele, membranas mucosas, cavidade oral e pode se
disseminar para todo o organismo e em individuos sadios comportam-se como
oportunistas. O medicamento conhecido como padrdo ouro de infecgdes fungicas orais
causadas por C.albicans € a nistatina. (Lavra et al., 2008) Porém, pela capacidade de
aderéncia, fatores de invasdo tecidual e mecanismos de escapar do sistema de defesa, ha
relatos na literatura que existem C.albicans resistentes aos medicamentos disponiveis no
mercado. (Shinobu et al., 2007) Por isso, existe um grande interesse em tratamentos
alternativos, ou associa¢do de novos medicamentos para o controle mais efetivo desse

tipo de infecgdo.
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Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a agdo do 6leo de Melaleuca
alternifolia e de seu principal componente Terpinen-4-ol sobre cepas de referéncias e

isolados clinicos de Candida albicans resistentes.
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MATERIAL E METODO
Cepas de Candida albicans utilizadas no estudo

Foram utilizados dois isolados clinicos da genotipagem A, dois isolados da
genotipagem B coletados de pacientes diabéticos com periodontite cronica (Comité de
Etica 062/2008), a cepa SC 5314 e a cepa de referéncia ATCC 90028 C. albicans.

(Sardi et al., 2012)

Reativacao das espécies

Os isolados foram reativados em 5 ml de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma,
MO, USA) pH 7.0 (0.165 M MOPS (4dcido 3-(N-morfolino) propanosulfonico)),
acrescido com 2 % de glicose e mantidos a 37°C por 18 h. Apds o crescimento, a
suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e as células lavadas 2 vezes com
solucdo salina estéril. Em seguida, o material resultante teve sua densidade Optica
ajustada a 600 nm (Eppendorf Biophotometer), para uma solucdo estoque de 1x10’

UFC/ml (Westwater et al., 2005; Silva et al., 2008).

Reagentes

TTO e Terpinen-4-ol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
A concentra¢do dos componentes foi determinada pela andlise de cromatografia gasosa
(propor¢io especificada pelo padrio internacional ISO 4730) (APENDICE 1 e 2). TTO
e terpinen-4-ol foram diluidos em meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e DMSO (Dimethyl sulfoxide) 0,4 % (Sigma, MO, USA) como
agente solubilizante (Traboulsi et al., 2008). O TTO foi utilizado nas concentragdes que

variaram de 0,25 % a 2 % e o Terpinen-4-ol variou de 0,11 % a 0,95 %. O intervalo das
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concentracdes foi estabelecido segundo a literatura (Hammer et al., 2004; Bagg et al.,
2006).

A solucdo de Nistatina (Sigma, MO, USA) foi preparada (em DMSO) como
solucdo estoque na concentragdo de 64 ug/mL e posteriomente diluida em 10 solucdes
intermedidrias que variaram entre 0,03125 — 64 pug/mL segundo a norma M27-A2 do

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Analise antimicrobiana do TTO e Terpine-4-ol em cultura planctonica
Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM, foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo (segundo a norma
M27-A2 do CLSI) utilizando placa de microtitulacdo (96-pocos). Os grupos
experimentais foram C.albicans com as diversas concentracdes do TTO e Terpinen-4-ol
e os grupos controles foram os microrganismos em meio RPMI, C. albicans com
DMSO e as concentracdes de Nistatina.

Utilizando-se técnicas assépticas, cada poco recebeu separadamente 200 pL das
diluicdes do 6leo e de sua porcdo solivel e 2 pul. da suspensdo de cada amostra de C.
albicans que resultou numa concentragdo final de 1 x 10° UFC/mL em cada pogo. As
placas foram incubadas por 24 h a 37°C em mesa agitadora a 75 rpm (Incubadora, 430,
Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e posteriormente foram avaliados visualmente e
por absorbancia a 590 nm (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lés Ulis, Franca).
(Hasenoehrl et al., 2006). Todos os ensaios foram realizados em triplicata em

experimentos independentes.



27

Determinacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

Dos pocos que ndo mostraram crescimento visivel, ou seja, DO 600nm < 0.05,
foram retirados 10 pL. das amostras e plaqueadas em meio de cultura Saboraud Dextrose
Agar (SDA) e mantidas a 37°C por 48 horas.

A CFM foi definida como a menor concentragio capaz de inibir o crescimento.

Analise antimicrobiana do TTO e do Terpinen-4-ol em biofilme
Formagdo do biofilme

A formacdo do biofilme foi desenvolvida como descrito por Thein et al. (2007).
Culturas foram reativadas e o biofilme foi realizado em placa de 96 pocos com tnica
espécie (SSB: single-species biofilms), sendo nove pocos (n = 9) para cada grupo
experimental e controle. Os grupos experimentais foram C. albicans com as diferentes
concentracdes do TTO e do Terpinen-4-ol preparadas. Os grupos controles foram os
microrganismos com o meio RPMI, suspensdes de C. albicans com DMSO (para
demonstrar que o DMSO nio interfere no crescimento), e as concentracdes de nistatina.
Foram aplicados 100 pL das suspensdes isoladas de C.albicans em placa de
microtitulacdo. A placa foi incubada a 37°C por 1 hora e 30 minutos (fase de adesdo).
Apds o periodo de adesdo, a suspensdo celular foi aspirada e o poco foi lavado duas
vezes com solucgdo salina estéril para a remocao de microrganismos ndo aderidos.

Em seguida, 100 pL de RPMI 1640 foram adicionados para promover o
crescimento do biofilme e as placas foram incubadas a 37°C por 24 h a 75 rpm. Apds
24h, o RPMI 1640 foi trocado por 100 ul do mesmo meio para melhor crescimento do
biofilme. As solugdes do 6leo, terpinen-4-ol e nistatina foram adicionadas apds 48 horas

de incubacio do biofilme (Cao et al., 2008, Punithavathy et al., 2012).
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Quantificagdo das células vidveis

O método de contagem das células vidveis foi utilizado para avaliar a a¢do dos
componentes sobre o biofilme. O biofilme foi lavado com salina estéril duas vezes e foi
adicionado 100 ul de solugdo salina em cada poco. A massa do biofilme aderido foi
raspada cuidadosamente, aspirada, colocada em soluc¢do salina e agitada por um minuto.

Essa suspensdo foi diluida e inoculada em placas de meio de cultura SDA. As
placas foram mantidas a 37°C por 48 horas. Os resultados foram quantificados em
UFC/mL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata em experimentos

independentes.

Andlise do metabolismo celular (Teste de XTT)

O ensaio de XTT (Cox et al., 2001) € um teste colorimétrico e permite uma
estimativa do metabolismo ativo microbiano por reduc¢do das enzimas desidrogenase
presentes no sistema de transporte de elétrons em cristal solivel em dgua, o formazano.
O sal de XTT (Sigma, MO, USA) foi preparado em 4gua ultra purificada na
concentracdo final de 1 mg/mL. A solucdo foi filtrada e estocada a -80 °C até o uso.
Solu¢do de menadiona (Sigma, MO, USA) foi preparada em acetona a 0.4 mM
anteriormente ao experimento (Silva et al., 2001). Apds as 24 horas de acdo dos
componentes (TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina) sobre as amostras fungicas, as solucdes
foram removidas e os pogos foram lavados 2 vezes com solugdo salina estéril. Cada
poco recebeu 200 pL de solucdo de XTT (contendo 158 pl. de PBS com 200 mM
glicose, 40 pL. de XTT e 2 pL de menadiona diluida). As placas foram incubadas por 3
h no escuro a 37 °C. A absorbancia foi determinada em 492 nm por espectrofotdmetro.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes.
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Analise da aciao do TTO e do Terpinen-4-ol em biofilme desenvolvido na superficie
de resina acrilica
Obtengdo dos corpos de prova de resina acrilica

Os corpos de prova (n = 160) de resina acrilica (Vipi Wave) foram
confeccionados utilizando-se matrizes metalicas, com cavidades de 10 mm de didmetro
por 2 mm de profundidade. As amostras foram submetidas a avaliacdo da rugosidade
superficial (Ra) (0,2um) pelo rugosimetro portatil (Mitutoyo surftest SJ-401, Mitutoyo
Corporation, Japao) e distribuidos nos grupos experimentais e controle, a partir destes
valores, por aleatorizagdo por restri¢do. O valor de 0,2 um tem sido considerado como o
limite de rugosidade média abaixo do qual a quantidade de adesdo bacteriana ndo pode
ser reduzida significativamente (Elter et al. 2008) . Previamente ao experimento, as

amostras foram esterilizadas com 6xido de etileno.

Coleta da saliva para formagdo de pelicula adquirida

Saliva humana nao estimulada (CAAE 06687412.5.0000.5416) foi coletada por
expectoracdo de um doador sauddvel de 30 anos de idade, voluntario, sem lesdes de
carie ativas ou doencas periodontais. A saliva foi esterilizada por meio de dispositivos

de filtracdo de uso tnico e armazenada a -70°C até o uso (Zamperini et al., 2010).

Formagdo do biofilme

As amostras foram colocadas em pogos da placa de microtitulacdo (24-wells) e
adicionados 1.0 mL de saliva humana estéril por 1 hora para a formacdo da pelicula
adquirida. Posteriormente, foram removidas e suspensoes de 1 mL de C. albicans foram
dispensados em pocos diferentes para formacdo do biofilme e incubados a 37°C por 1

hora e 30 minutos a 75 rpm. Apds o periodo de adesdo, a suspensdo celular foi aspirada
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e cada espécime foi lavado duas vezes com solucdo salina estéril e adicionados 700 puL
de RPMI 1640 e incubados por 48 horas, a 37°C e 75 rpm. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata em momentos diferentes.

Efeito do TTO, Terpinen-4-ol e da Nistatina

Ap6s a formacdo do biofilme, as amostras dos corpos de prova foram imersas
nas solugdes de TTO (2 %), Terpinen-4-ol (0,95 %), Nis (256 pg/mL) e solucdo salina
(0,9%) por 60 segundos, simulando o tempo de um enxaguatdrio bucal. Posteriormente,
foram lavadas em solucdo salina e a viabilidade celular do biofilme resultante foi

avaliada por ensaio de XTT e visualizacdo dos mesmos por microscopia confocal de

varredura a laser (MCVL).

Andlise da viabilidade celular através do teste XTT

Nove amostras (n = 9) de cada grupo controle e experimental foram lavadas e
imersas em tubos contendo 1 mL de solucdo salina e submetidos a ultrassom (Cristéfoli,
Poténcia 160Watts/ Frequéncia ultrassonica 42 KHz) por 20 minutos. A suspensio
resultante nos tubos foi centrifugada e ressuspendida em 1 mL de solu¢do de XTT. Os
tubos foram incubados por 3 h no escuro a 37° C. Duas aliquotas de cada poco (100 pL
cada) foram transferidas para placa de 96 pocos e analisada em 492 nm por

espectrofotometro.

Andlise da viabilidade fiingica por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL)
Para identificacdo das células vidveis e ndo vidveis do biofilme formado sobre os
corpos de prova, uma amostra de cada grupo experimental e controle foram analisados.

Os blocos foram lavados duas vezes com solugdo salina. No momento da andlise no
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microscOpio confocal laser, as amostras foram transferidas para pocos da placa de
microtitulacdo e coradas utilizando-se o kit Live/Dead Baclight - L7012 (Invitrogen)
seguindo as recomendagdes do fabricante. Resumidamente 1,5 mL de solucdo A (SYTO
9) e 1,5 mL de solucdo B (Iodeto de Propidio) foram adicionados a 997 mL de dgua
deionizada estéril e, apés a homogeneizagdo completa, 700 pL foram adicionados a
cada pogo contendo as amostras de resina com biofilme a ser analisados. Ap6s aplicagdo
dos corantes a placa foi fechada e envolta por papel laminado e mantidos a 37°C por 15
minutos. A seguir, as amostras foram posicionadas sobre laminula, de modo a deixar a
superficie a ser analisada em contato com a mesma, o que possibilitou a andlise do
biofilme formado em microscopio confocal (Microscépio Confocal de Varredura a

Laser Leica TCS SPE). Sessoes seriadas no plano xyz foram observadas.

Analise estatistica

Todos os dados foram analisados em relagc@o a presenca de outliers e quanto aos
pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homogeniedade das varidveis
(teste de Levene). Apds avaliados esses pré-requisitos, utilizou-se ANOVA a um
critério seguido pelo teste de Tukey para identificar a existéncia de diferengas
significantes entre todos os tratamentos utilizados para cada cepa estudada e as varidveis
dependentes analisadas foram: viabilidade celular do biofilme desenvolvida em placas
de microtitulacido e sobre corpos de prova (teste do XTT) e Unidades formadoras de
colonia (UFC/ml) apés serem transformadas em Log (UFC/ml). As andlises inferenciais
foram executadas com o software SPSS (v.17, SPSS Inc, Chicago, IL), considerando-se

estatisticamente significativos os efeitos cujo p-value foi inferior ou igual a 0,05.
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Analise antimicrobiana do TTO e Terpinen-4-ol em cultura planctonica
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A Tabela 1 mostra a acdo antimicrobiana do TTO e Terpinel-4-ol em diferentes

concentracdes. Os resultados mostraram que as concentracdes capazes de inibir o

crescimento de C. albicans variaram entre 0,25 - 1% para o TTO, 0,11 - 0,95% para o

Terpinen-4-ol e 2 - 8 pg/mL para a Nistatina. Em geral, houve maior resisténcia das

cepas clinicas.

Tabela 1 - Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) do TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina sobre culturas

planctonicas de Candida albicans (Andlise Visual e Absorbancia).

TTO Terpinen-4-ol Nistatina
Al?élise Absorbancia Al?élise Absorbiancia Al?élise Absorbéancia
Visual Visual Visual
Candida albicans
(SC 5314) 1% 1% 0,47% 0,24% 4pg/mL 4pg/mL
C(‘Z';lgzt;lz;::;s 1% 0.25% 0,24% 0.11% 8ug/mL 4pg/mL
Candida albicans 0.5% 025% 0.24% o11% = sgiL
(Genotipagem Al) ’ ’
Candida albicans - » 047% 047 Sug/mL sglL
(Genotipagem A2) ’
Candida albicans 1% . 0.47% 024% Sug/mL gL
(Genotipagem B1) ’
Candida albicans
1% 0,5% 0,47% 0,11% 8ug/mL 4pg/mL

(Genotipagem B2)

A Tabela 2 ilustra a Concentracio Fungicida Minima capaz de inibir o

crescimento das amostras. Houve uma variacao de 1 - 2% para o TTO, 0,47 - 0,95%

para o Terpinen-4-o0l 0,95% e 4 - 16 pg/mL para Nistatina.
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Tabela 2 — Concentra¢des Fungicidas Minima (CFM) do TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina sobre culturas
planctdnicas de Candida albicans

Espécies TTO Terpinen-4-ol Nistatina

Candida albicans (SC 5314) 2% 0,47% 4 pg/mL
Candida albicans (ATCC 90028) 1% 0,47% 16 ng/mL
Candida albicans (Genotipagem Al) 1% 0,47% 8 ng/mL
Candida albicans (Genotipagem A2) 1% 0,47% 16 pg/mL
Candida albicans (Genotipagem B1) 2% 0,95% 16 pg/mL
Candida albicans (Genotipagem B2) 2% 0,95% 16 ng/mL

Analise antimicrobiana do TTO e do Terpinen-4-ol em biofilme

A Figura 1 e 2 ilustra o efeito do TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina na formacao do
biofilme por quantificacdo de células vidveis e por XTT. O TTO 2% eliminou todo o
biofilme formado pelas amostras SC 5314, ATCC 90028, Genotipagem Al e B2. Para
C. albicans genotipagem A2 e Bl houve redugdo estatisticamente significante quando
comparado ao controle, mas ndo tio eficaz quando comparado a Nistatina.

O Terpinen-4-ol 0,47% eliminou todos os biofilmes formados, exceto para C.
albicans Genotipagem B1. Dessa forma, considerou-se a concentragdo do Terpinen-4-ol
0,95% capaz de diminuir a viabilidade celular em todos os isolados.

As acdes das diferentes concentragdes da Nistatina estabelecidas pelas normas

NCCLSI estio representadas nos APENDICES 3 e 4 (Figuras A e B).
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Figura 1 — Quantificacdo do biofilme (UFC/mL) de Candida albicans (ATCC 5314) (A), Candida
albicans (ATCC 90028) (B), Candida albicans (Genotipagem Al) (C), Candida albicans (Genotipagem

A2) (D), Candida albicans (Genotipagem B1) (E), Candida albicans (Genotipagem B2) (F) apds

sao

significantes

Resultados estatisticamente

tratamento com TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina.

representados por letras diferentes.
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Figura 2 — Andlise da viabilidade celular (XTT) do TTO, Terpinen-4-ol e Nistatina sobre biofilme de
Candida albicans (SC 5314) (A), Candida albicans (ATCC 90028) (B), Candida albicans (Genotipagem
Al) (C), Candida albicans (Genotipagem A2) (D), Candida albicans (Genotipagem B1) (E), Candida

albicans (Genotipagem B2) (F). Resultados estatisticamente significantes sdo representados por letras

diferentes.
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Acao do TTO e Terpinen-4-ol em biofilme desenvolvido em resina acrilica

A Figura 3 mostra a atividade antifingica do TTO 2%, Terpinen-4-ol 0,95% e
Nistatina 256 pg/mL quando adicionados e mantidos durante o tempo de um minuto na
formagcdao do biofilme (simulacio da acdo de enxaguatério bucal). Todos os
componentes diferiram estatisticamente do controle e apresentaram capacidade
antifingica. Entretanto, para C. albicans Genotipagem A2 os resultados ndo foram

estatisticamente significantes para nenhum dos componentes, incluindo a nistatina.

Candida albicans (SC 5314) Candida albicans (ATCC 90028)
2 2
a
1’5 E 1,5
E 5 b
8 . g 1 c
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o 0,5
’ ; 2
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0 T T @ T i Controle TTO 2% T-4-0l 0,95% Nistatina
Controle TTO 2% T-4-0l10,95% Nistatina
Candida albicans (Genotipagem Al) Candida albicans (Genotipagem A2)
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Figura 3 — Atividade antifiingica do TTO 2%, Terpinen-4-ol (0,95%) e Nistatina (256ug/mL) sobre
biofilmes desenvolvidos em corpos de resina acrilica de Candida albicans (ATCC 5314) (A), Candida
albicans (ATCC 90028) (B), Candida albicans (Genotipagem Al) (C), Candida albicans (Genotipagem
A2) (D), Candida albicans (Genotipagem B1) (E), Candida albicans (Genotipagem B2) (F). Resultados
estatisticamente significantes sdo representados por letras diferentes.
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As concentragdes eficazes no tratamento do biofilme aderidos nas superficies
das placas (96 pocos) foram selecionadas para realizacdo da simulagdo de um bochecho
em biofilmes desenvolvidos sobre amostras de resina acrilica. A acdo do TTO 2% e
Terpinen-4-ol 0,95% que foram avaliadas por MCVL estdo ilustradas na Figura 4. Os
microrganismos vidveis foram corados com a coloracdo verde e os ndo-vidveis
apresentaram coloracdo amarela-avermelhada.

A diferenca na coloracdo se justifica pelo fato do SYTO® 9 corar membranas
integras e membranas rompidas. Ao contrdrio, o iodeto de propideo penetra apenas nas
membranas rompidas, causando uma redu¢do do SYTO® 9 através da transferéncia de
energia por ressonancia (RET) ao mecanismo de transferéncia de energia de forma nao-
radiativa entre dois cromodforos, sem a necessidade de reabsor¢do de radiacdo
eletromagnética (Gilbert & Baggott, 1991).

Uma massa homogénea de microrganismos vidveis e algumas células mortas,
possivelmente pela falta de nutrientes foi observado no grupo controle (coluna 1). A
acdo da Nistatina (coluna 2), TTO (coluna 3) e Terpinen-4-ol (coluna 4) apresentaram
coloragdo amarelo-avermelhada o que significa células ndo-vidveis e além disso, na
maioria das amostras, o biofilme apresentou-se com baixa densidade em algumas areas.

Como apresentado nos resultados da atividade antimicrobiana e analisando-se as
imagens do MCVL, pode-se observar que os componentes analisados (TTO e Terpinen-
4-ol) obtiveram resultados semelhantes a nistatina, exceto para a Genotipagem A2 que

foi a amostra mais resistente a acdo dos componentes e da nistatina.
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Figura 4 — Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser da acdo 6leo de Melaleuca
alternifolia (TTO) e do Terpinen-4-ol sobre biofilmes de Candida albicans ATCC 90028 (A), SC 5314
(B), Genotipagem A2 (C) e Genotipagem B1 (D) desenvolvidos em corpos de prova. O grupo controle
negativo (salina) € representado pela coluna 1, controle positivo (Nistatina) coluna 2, Terpinen-4-ol
coluna 3 e TTO coluna 4.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foi investigado o potencial de atividade antifingica do TTO e
terpinen-4-ol sobre isolados clinicos de Candida albicans utilizando experimentos em
cultura planctonica e biofilme. Os resultados obtidos demonstraram que o TTO e
terpinen-4-ol inibem significantemente o crescimento in vitro de C. albicans.

A composicdo dos extratos do Oleo da planta pode variar de acordo com o
método de extracdo e regido geogrifica em que a planta foi obtida. Portanto, para ser
referenciada como padrdes de TTO, a ISO 4730 estabeleceu concentragdes conhecidas
dos componentes (Carson et al., 2006). A cromatografia gasosa confirmou os padrdes
ISO do TTO e os resultados foram expressos como concentracdes relativas dos
componentes, sendo o principal, o terpinen-4-ol, justificando assim a utilizacdo desse
componente do presente estudo, ja que se apresenta como o principal composto ativo do
Oleo (Carson et al., 2006).

A capacidade da Candida albicans aderir e formar biofilme é essencial para o
desenvolvimento da candidiase. Os resultados apresentados demonstraram que o TTO e
o Terpinen-4-ol sdo eficazes em culturas planctonicas e biofilmes em cepas de
referéncias e isolados clinicos de Candida albicans. A atividade do TTO e Terpinen-4-
ol demonstrou sua habilidade em controlar a proliferagcao in vitro das amostras. O CIM
e CFM obtidos nos experimentos (Tabelas 1 e 2) em cultura planctdnica foram eficazes
e comparaveis com os resultados de Hammer et al. (2003), Ramage et al. (2012) e Bagg
et al. (2006).

A atividade antimicrobiana do TTO e seu principal componente em organismos
responsaveis pela candidiase oral ja foi observada. Sua agdo antifiingica sobre culturas

planctonicas de C.albicans foi relatado por Ramage et al. (2012); Hammer et al. (2002);
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Hammer et al. (2003) e Ninomiya et al. (2012). Entretanto, poucos relatos sio
encontrados sobre a acdo do TTO e Terpinen-4-ol em biofilme.

A eficicia do Oleo e seu componente aplicado sobre biofilmes foram
quantificados em UFC/mL e por andlise da viabilidade celular utilizando teste de XTT.
Os resultados demonstraram a eficicia do TTO 2% e Terpinen-4-ol 0,95% para todas as
amostras e as cepas de referéncias foram mais susceptiveis quando comparados aos
isolados clinicos.

Os componentes avaliados foram capazes de eliminar o biofilme das cepas de
referéncias (ATCC 90028 e SC 5314), porém sobre os biofilmes dos isolados clinicos,
os resultados mostraram reducdo quando comparado ao controle, mas niao foram
eficazes na eliminacdo completa. As concentracdes mais elevadas foram utilizadas a fim
de justificar o fato dos microrganismos em biofilme, tornarem-se mais resistentes do
que em forma planctonica, pois ocorrem trocas metabolicas intra e interespécies (Marsh
2004).

A eficdcia do 6leo e seu principal componente em biofilme foram observados
por Ramage et al. (2012), utilizando o teste de XTT e verificaram que TTO 0,5% e
Terpinen-4-0l 0,25% reduziram no tempo de uma hora a massa do biofilme em 50%.

No presente estudo também foi avaliada a viabilidade do biofilme nos corpos de
prova de resina acrilica, utilizando-se os testes de XTT e MCVL. Os resultados dessa
investigacdo demonstraram que as imagens obtidas por MCVL confirmam que o TTO
2% e Terpinen-4-ol 0,95% aplicados por 60 segundos (simulagdo do tempo do
bochecho), sdo eficazes e compardveis ao tratamento padrdo com Nistatina e interferem
no desenvolvimento do biofilme. Esses resultados foram confirmados pelo teste do

XTT. Emira et al., 2013 verificaram que o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia foi
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eficaz tanto no tratamento de culturas planctonicas como na interferéncia da adesdo de
C.albicans para formagao do biofilme em corpos de prova de resina acrilica.

Estudos in vivo tém sido realizados para avaliar o efeito do 6leo essencial
Melaleuca alternifolia no tratamento de infec¢des fungicas ocasionadas por Candida
spp. Ninomyia et al. (2012) realizaram estudos com camundongos no qual avaliaram a
eficacia do 6leo e do Terpinen-4-ol na cavidade oral dos animais com candidiase oral e
obtiveram reducao dos sinais clinicos de candidiase.

Os resultados apresentados neste trabalho apresentam divergéncias quando
comparados aos existentes na literatura, demonstrando que a metodologia e condicdes
de trabalho podem variar. Assim, este estudo contribui com informacdes adicionais
sobre o TTO e Terpinen-4-ol, sugerindo que estes possam ser utilizados como
tratamento alternativo tanto para prevencdo como para tratamento de infeccoes
fingicas. Além disso, também podem ser utilizados para desinfec¢do de préteses orais
confeccionadas com resina acrilica. A candidiase oral tem aumentado, principalmente,
em pacientes com o sistema imunoldgico comprometido e as cepas estdo se tornando
cada vez mais resistentes aos medicamentos existentes no mercado. Por isso, deve-se
destacar que o TTO e o Terpinen-4-ol apresentaram acao inibitdria contra cepas clinicas
de Candida albicans tanto quando utilizados em cultura planctdonica quanto em

biofilme, demonstrando maior resisténcia das cpeas clinicas a estes agentes.
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CONCLUSAO

- Os resultados mostraram que as concentracdes capazes de inibir o crescimento
de C. albicans variaram entre 0,25-1% para TTO, 0,11-0,47% para Terpinen-4-ol e 2-8

pg/mL para Nistatina.

- TTO 2% eliminou biofilme de cepas de C. albicans padrdao e duas cepas
clinicas e Terpinen-4-ol 0,47% eliminou biofilme de todas as cepas testadas, com

excegdo de C.albicans genotipagem B1.

- TTO e Terpinen-4-ol reduziram significantemente os niveis de C. albicans
(cepas padrao e isolados clinicos) de biofilmes formados em corpos de prova de resina

acrilica.
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4 CONCLUSAO

Como conclusio, os resultados por esse experimento in vitro demonstram que o
TTO € eficaz contra isolados clinicos resistentes tanto na forma planctdonica como em
biofilme, demosntrando maior resiténcia das cepas clinicas a estes agentes. Este estudo
considera que o 6leo de Melaleuca pode ser uma alternativa no tratamento de infeccoes

fingicas.
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APENDICE 1 Anilise de cromatografia gasosa do 6leo de Melaleuca.

Analysis Date & Time  : 8/2/2011 09:17:58

User Name : Admin

Vialz =1

Sample Name : 0802/2011 - Nicole
Sample ID : analise de melaleuca
Sample Type : Unknown

Injection Volume
ISTD Amount

Data Name : C:\Paulo'nicole'ol-sigma.ged

Method Name : C:\Paulo‘aula‘essencias'essencia.gem
[Description]

HP1-50

60(2). 5. 250 (15)-
Analise de oleo essencial - melaleuca- marca sigma

Intensity
250000 “ g
200000
150000
100000
50000 =k
1 L
LEIE A N PO T B T W E I R R U S ) W T 7 B PR R EO N T
0 10 20 30
Peak# Ret.Time Area Height Cone. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 0.062 40355 14235 0,000
2 6.224 126155 44937 0,000
3 7.131 34649 11560 0,000
4 7.450 38196 12248 0.000
5 7.790 19289 5012 0,000
6 8.145 228122 78984 0.000
7 8.209 47240 31502 0.000
8 8.421 286806 75107 0.000
9 0.286 1048003 228511 0,000
10 10.040 158230 49855 0,000
11 12.602 2118097 247694 0.000
12 12.777 115080 36660 0.000
13 19.305 10640 3154 0.000
14 19.492 13134 3615 0,000
15 20.033 46815 10468 0.000
16 20.552 18793 5335 0,000
17 21.457 46516 11440 0.000
18 22.080 39728 9351 0,000
19 31.863 8156 1590 0.000

Total 4444004 882158
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APENDICE 2 Tabela com apresentacdo das concentragdes dos componentes do 6leo
de Melaleuca padronizados pela ISO 4730 e as concentragdes obtidas pela andlise de

cromatografia gasosa do 6leo de Melaleuca usado nesta pesquisa.

Composi¢do (%) | Composicao (%)
Componentes
ISO 4730, 2004 Cromatografia
Terpinen-4-ol 30-48 47
v-Terpinene 20-28 23
a-Terpinene 5-13 6
a-Terpineol 1,5-8 5
a-Pinene 1-6 2
1,8-Cineole <15 1
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Figura A — Quanificacdo do biofilme (UFC/mL) de Candida albicans (SC 5314) (A), Candida albicans
(ATCC 90028) (B), Candida albicans (Genotipagem Al) (C), Candida albicans (Genotipagem A2) (D),

Candida albicans (Genotipagem B1) (E), Candida albicans (Genotipagem B2) (F) apds aplicacdo da

Nistatina. Resultados estatisticamente significantes sdo representados por letras diferentes.
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APENDICE 4

Figura A — Andlise da viabilidade celular (XTT) da Nistatina sobre biofilme de Candida albicans (SC
5314) (A), Candida albicans (ATCC 90028) (B), Candida albicans (Genotipagem Al) (C), Candida
albicans (Genotipagem A2) (D), Candida albicans (Genotipagem B1) (E), Candida albicans

(Genotipagem B2) (F). Resultados estatisticamente significantes sdo representados por letras diferentes.
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