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Zoccolotti JO. Eficácia dos extratos de diferentes espécies de Cryptocarya (Lauraceae) 
sobre biofilme de Candida albicans e biocompatibilidade: estudos in vitro e in vivo. 

[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia UNESP; 2021. 

 

RESUMO 

Candidíase é uma infecção oportunista da mucosa causada por espécies de Candida, 

sendo a Candida albicans o agente etiológico mais comum. O uso de terapias 
antifúngicas deve ser limitado por causa da sua toxicidade, das baixas taxas de 

efetividade, da indução de resistência fúngica e baixa solubilidade. O objetivo do 
presente estudo foi avaliar a eficácia dos extratos de diferentes espécies de 
Cryptocarya sobre biofilme de Candida albicans e sua biocompatibilidade por meio de 

estudos in vitro e in vivo. Em um primeiro estudo, os extratos foram avaliados em 
relação à Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) em células planctônicas de C. albicans bem como a Concentração Fungicida 
Mínima dessas células em biofilme (CFMb). Tais análises foram realizadas por meio de 
contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL). Posteriormente, um biofilme 

maduro (48 horas) foi formado sobre amostras de resina acrílica para bases de 
próteses e os efeitos fungicidas dos extratos sobre esse biofilme também foram 

avaliados por meio dos testes AlamarBlue® e contagem das UFC/mL. Além disso, foi 
realizada a microscopia de varredura confocal a laser para análise qualitativa e 
quantitativa do biofilme após o tratamento proposto. Em um segundo estudo, a 

citotoxicidade de extratos das espécies do gênero Cryptocarya, que apresentaram os 
melhores resultados nos testes anteriores, foi avaliada por meio do teste AlamarBlue®, 
utilizando-se queratinócitos orais normais (NOK). Por fim, foi determinada a eficácia do 

extrato selecionado nos estudos in vitro na inativação de biofilme de C. albicans 
presente no dorso lingual de camundongos com candidose induzida. Para isso, após os 

tratamentos com a planta medicinal, os fungos presentes no dorso lingual de 
camundongos foram coletados e analisados por meio dos testes AlamarBlue® e 
UFC/mL. Foi realizada a análise histológica do tecido da língua do camundongo após 

os diferentes tratamentos. Para cada variável, os dados foram submetidos à análise 
estatística mais adequada, com nível de significância de 5%. Os resultados mostraram 

que os extratos obtidos das folhas e frutos de C. moschata e C. mandioccana foram 
capazes de reduzir o número de unidades formadoras de colônias e o metabolismo 
celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de resina acrílica para base 

de próteses, comprovando seu efeito antimicrobiano. Esses extratos também reduziram 
a viabilidade das células epiteliais quando avaliados por meio do teste AlamarBlue® E 

no estudo in vivo, em que foi utilizado o extrato de folha de C. moschata observamos 
histologicamente que não houve dano celular na língua dos camundongos, e houve 
diminuição do biofilme de Candida semelhante ao uso de nistatina. Podemos concluir 

que o extrato foi eficaz contra o biofilme de C. albicans e foi biocompatível no estudo in 
vivo. 

Palavras-chave: Cryptocarya. Candida albicans. Biofilmes. 
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Zoccolotti JO. Efficacy of extracts from different species of Cryptocarya (Lauraceae) on 
Candida albicans biofilm and biocompatibility: in vitro and in vivo studies. [Tese de 

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia UNESP; 2021. 

 

ABSTRACT 

Candidiasis is an opportunistic mucosal infection caused by Candida species, Candida 
albicans being the most common etiological agent. The use of antifungal therapies 

should be limited because of their toxicity, low effectiveness rates, induction of fungal 
resistance, and low solubility. The present study aims to evaluate the efficiency of the 

extracts from different Cryptocarya species on Candida albicans biofilm and its 
biocompatibility by in vitro and in vivo studies. In a first study, the plants were evaluated 
in relation to the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal 

Concentration (MFC) of planktonic cells of C. albicans as well as the Minimum 
Fungicidal Concentration of these cells in biofilm (CFMb). These analyzes were carried 

out counting the number of colony-forming units (CFU/mL). Subsequently, a mature 
biofilm (48 hours) was formed on acrylic resin samples for denture bases and the 
fungicidal effects of the extracts on this biofilm were also evaluated. These analyzes 

were performed using AlamarBlue® tests and counting of CFU/mL. Moreover, confocal 
laser scanning microscopy was performed for qualitative and quantitative analysis of the 

biofilm after the proposed treatment. In a second study, the cytotoxicity of extracts from 
species of the Cryptocarya genus, which categories showed the best results in previous 
tests, was evaluated using the AlamarBlue® test, using normal oral keratinocytes 

(NOK). Finally, the efficiency of the selected extract in inactivating C. albicans biofilm 
presents on the dorsal lingual surface of mice with induced candidosis was determined. 

For this, after treatments with the medicinal plant, the fungi present on the dorsal lingual 
surface of mice were collected and analyzed using the AlamarBlue® and UFC/mL tests. 
Histological analysis of the mice epithelial tongue cells was performed after the different 

treatments. For each variable, the data were subjected to the most appropriate 
statistical analysis, with a significance level of 5%. The results showed that the extracts 

obtained from the leaves and fruits of C. moschata and C. mandioccana were able to 
reduce the number of colony-forming units and the cellular metabolism of the C. 
albicans biofilm formed on acrylic resin samples for denture base, proving its anti-

microbial effect. These extracts also reduced the viability of epithelial cells when 
evaluated by the AlamarBlue® test. The in vivo study, in which C. moschata leaf extract 

was used, we observed that histologically there was no cell damage in the mice's 
tongue, and there was a decrease in Candida biofilm similar to the use of nystatin. It 
therefor has to be concluded that the extract was effective against C. albicans biofilm 

and was biocompatible in the in vivo study. 

Keywords: Cryptocary. Candida albicans. Biofilms. 
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1 INTRODUÇÃO 

Candidíase é uma infecção oportunista da mucosa causada por espécies de 

Candida (Belazi et al.1 2004; Dongari-Bagtzoglou et al.2 2009), sendo a Candida 

albicans o agente etiológico mais comum (Fidel  et al.3 1999). Um exemplo de infecção 

orofaríngea é a estomatite protética. A estomatite protética é a condição inflamatória 

eritematosa encontrada com maior frequência nos pacientes portadores de próteses 

removíveis parciais ou totais. Tal doença caracteriza-se por eritema difuso, que pode 

ter aspecto homogêneo, de pontos ou áreas focais avermelhadas, além de causar 

variadas alterações na textura e superfície da mucosa palatina. A etiologia da 

estomatite protética mostra-se extremamente variável, sendo considerada multifatorial. 

Infecção por Candida spp, trauma, gênero, tabaco, deficiências nutricionais, uso 

contínuo de prótese e xerostomia constituem fatores predominantes na etiologia desta 

alteração (Dorocka-Bobkowska et al. 4 1996; Feltrin et al. 5 1993; Webb et al. 6,7 1998; 

Calcaterra et al. 8  2013). Porém, é consenso na literatura que a infecção por Candida 

spp.é o fator mais predominante para o desenvolvimento da estomatite protética.  

As espécies de Candida spp possuem a capacidade de se organizarem em 

estruturas denominadas biofilmes (Donlan et al. 9 2001; Hoyle et al. 10 1990). 

Clinicamente, esses aglomerados aderentes de células representam um sério 

obstáculo para o tratamento das infecções. Uma das características que distinguem as 

comunidades de biofilme é a sua capacidade em se aderir em determinadas 

superfícies, bióticas ou abióticas. Muitos tipos de dispositivos são propícios à formação 

do biofilme, incluindo cateteres, próteses, implantes e válvulas cardíacas artificiais 

(Kojic  et al. 11  2004). Neste aspecto, as superfícies de próteses removíveis parciais ou 

totais proporcionam um nicho ideal para formação de biofilme e, consequentemente, 

aumentam o risco das infecções como a estomatite protética.  

Os tratamentos direcionados à estomatite protética são variados, podendo 

incluir terapia antifúngica tópica, medicação antifúngica sistêmica, cuidados com a 

higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfecção das próteses, substituição de 

próteses antigas, eliminação de irregularidades anatômicas, restabelecimento de 

oclusão e restituição nutricional (Budtz-Jörgensen 12 1974; Budtz-Jörgensen 13 2000; 

Neppelenbroek  et al. 14 2008). Além disso, estudos mostraram a influência do uso 
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noturno de próteses na prevalência de espécies de Candida spp, tendo-se concluído 

que para proteger e preservar a integridade do epitélio da mucosa, o paciente deve 

dormir sem as próteses (Compagnoni et al.15  2007). A escolha de um tratamento ou a 

associação de mais de um deles é um aspecto a ser considerado individualmente.  

Nos últimos anos, houve maior utilização de agentes antifúngicos, fato que 

resultou no desenvolvimento de espécies resistentes às drogas. Diferentes tipos de 

mecanismos contribuem para o desenvolvimento de resistência aos antifúngicos 

(Kathiravan  et al.17  2012). Atualmente, o uso de terapias antifúngicas deve ser limitado 

por causa da sua toxicidade, das baixas taxas de efetividade, da indução de resistência 

fúngica e baixa solubilidade (Kathiravan et al.17  2012). Diante disso, muitas pesquisas 

atuais buscam terapias alternativas para o tratamento de infecções, sendo a fitoterapia 

uma alternativa viável para atingir este objetivo. A Organização Mundial de Saúde 

recomenda o uso de fitoterápicos como forma de reduzir os custos dos programas de 

saúde pública, provendo acesso mais fácil para a população mais pobre, em especial 

nos países em desenvolvimento e subdesenvolvidos. O uso de plantas medicinais tem 

menor custo e já é utilizado a várias gerações, sendo que um grande número de 

pesquisas nesta área é ainda observado (da Rosa  et al.18  2011). Outra vantagem do 

uso das plantas medicinais é a baixa toxicidade, quando utilizadas corretamente. 

Mostra-se uma terapêutica promissora no campo farmacológico, pois apresenta como 

grande vantagem a escassez de efeitos colaterais, sendo, às vezes, relatada apenas 

uma pequena ardência na mucosa, quando comparada aos produtos sintéticos 

(Drumond et al. 19 2004). Na odontologia, a fitoterapia já é usada com sucesso há 

vários anos. De acordo com a literatura, o cravo-da-índia, a camomila, a malva, a romã, 

a unha-de-gato e a própolis possuem ação consubstanciada por testes clínicos e 

laboratoriais e estão entre os fitoterápicos mais utilizados na Odontologia. Possuem 

ação antimicrobiana, anti-inflamatória, cicatrizante, dentre outras (Aleluia et al.20 2015).  

A família Lauraceae, distribuída em 52 gêneros com cerca de 3000 

espécies, é predominantemente composta por árvores e arbustos. Cerca de 439 

dessas espécies são encontradas no Brasil (Quinet  et. al. 21  2015), compondo parte da 

Mata Atlântica, Cerrado e Floresta Amazônica (Moraes 22 2007). O gênero Cryptocarya 

é um dos maiores da família Lauraceae composto por cerca de 350 espécies, 13 
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destas presentes no Brasil, sendo que oito estão presentes na Mata Atlântica: C. 

aschersoniana, C. granulata, C. jacarepaguenses, C. micrantha, C. mínima, C. 

moschata, C. saligna e C. mandioccana (Moraes 23 1997; Moraes 22 2007). 

Várias espécies de Cryptocarya foram estudadas com foco em sua 

fitoquímica e farmacologia, contudo, levantamento realizado com as espécies 

presentes no Brasil indicou que existem estudos químicos de apenas quatro delas (C. 

botelhensis, C. mandioccana, C. moschata e C. saligna) e que as substâncias 

comumente encontradas no gênero são alcalóides, flavonóides e estirilpironas 

(Cavalheiro e Yoshida 24 2000; Nehme  et al 25  2008; Bandeira et al 26 2009; Zonaro 27 

2016). Estudos com o extrato etanólico da polpa de frutos verdes e sementes de C. 

moschata demonstraram a existência de estirilpironas, os quais apresentaram atividade 

antifúngica (Ricardo et al. 28 2004). Estudos prévios observaram atividade antifúngica 

várias estirilpironas obtidas a partir de folhas de C. moschata e C. mandioccana 

(Giocondo et al. 30 2009; Telascrêa 31 2006). Ricardo  et al. 28 (2004), a partir do extrato 

de hastes e raízes de C. moschata, isolaram três tipos de pironas. Um desses 

compostos foi identificado como 5,6-di-hidro-6-propil-2H-pirano-2-ona que, em ensaio 

de atividade antifúngica com fitopatogênicos Cladosporium cladosporioides e C. 

sphaerospermum, demostrou atividade moderada e teve a sua CIM determinada 

comparada com compostos fungicidas padrões de nistatina e myconazol.  

Apesar dos resultados promissores em relação a fitoquímica e farmacologia 

de várias espécies de Cryptocarya, nenhum estudo foi encontrado na literatura a 

respeito de seu efeito sobre biofilme de Candida albicans formados sobre amostras de 

resina acrílica utilizada na confecção de próteses removíveis. Sendo assim, e com o 

objetivo promover uma opção de baixo custo, acessível e não sintética para o 

tratamento de infecções fúngicas orais, tais como a estomatite protética, este projeto de 

pesquisa propôs avaliar (I) a eficácia de espécies de Cryptocarya sobre biofilme de 

Candida albicans formados em amostras de resina acrílica para base de próteses; (II) 

avaliar a citotoxicidade de espécies de Cryptocarya sobre queratinócitos orais normais 

e (III) avaliar a eficácia de espécies de Cryptocarya na inativação de biofilme de 

Candida albicans presente no dorso lingual de camundongos com candidose induzida. 

É importante ressaltar que nenhum estudo com os mesmos propósitos foi encontrado 
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na literatura. Assim, tais objetivos foram considerados importantes e necessários. Além 

disso, toda pesquisa em humanos deve estar fundamentada na experimentação prévia, 

realizada em laboratórios, utilizando-se animais ou outros modelos experimentais. 

Dessa forma, os resultados do presente estudo trarão informações relevantes que 

possibilitarão a realização de estudos clínicos futuros.  
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7 CONCLUSÃO 

 Levando-se em consideração os resultados obtidos e as limitações do presente 

estudo, pôde-se concluir que os extratos obtidos das folhas e frutos de C. moschata e 

C. mandioccana foram capazes de reduzir o número de unidades formadoras de 

colônias e o metabolismo celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de 

resina acrílica para base de próteses, comprovando seu efeito antimicrobiano. Esses 

extratos também reduziram a viabilidade das células epiteliais (em monocamada). 

Porém, no estudo in vivo, em que foi utilizado o extrato de folha de C. moschata, 

observamos que histologicamente não houve dano celular na língua dos camundongos 

e houve diminuição do biofilme de C. albicans, semelhante ao grupo tratado com 

nistatina, usado como controle positivo.  
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