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RESUMO

Atualmente tém sido avaliado novas alternativas terapéuticas para o tratamento de
infeccbes fungicas. As infec¢des fungicas que acometem a cavidade bucal estédo
associadas aos biofilmes, que sado estruturas complexas que se aderem a superficies
bidticas e abioticas e sdo envoltas por uma matriz extracelular (MEC). A MEC fornece
protecdo para 0s microrganismos contra os antifingicos e sistema imunoldgico do
hospedeiro e pode ocasionar o aumento da resisténcia das espécies e Candida aos
antifingicos. Neste contexto, a utilizacdo de extratos vegetais representa uma
alternativa viavel devido aos fotoquimicos ativos presentes em sua composicédo. O
composto Zerumbona (ZER), extraido da espécie Zingiber zerumbet, apresentou
resultados promissores na inativacdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas,
entretanto, ndo ha informacgfes sobre a acdo do ZER sobre a MEC do biofilme de
Candida albicans. Dessa forma, o presente estudo avaliou a eficacia da ZER na
inativacéo de C. albicans resistente ao fluconazol (CaR) bem como seu efeito sobre a
MEC dos biofilmes. Foram avaliados a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e a Curva de sobrevivéncia para
determinacdo das concentracfes e tempo de tratamento. Os biofiimes foram
cultivados por 48 horas e, posteriormente, expostos ao ZER em concentragdes de 128
e 256 pg/mL por um periodo de 5, 10 ou 20 minutos. O grupo controle ndo foi exposto
ao ZER. A eficicia do tratamento foi avaliada por meio da viabilidade celular, da
biomassa do biofilme (total e insoltvel), da quantificacdo dos componentes da MEC
[polissacarideos hidrossolaveis (WSP), polissacarideos insoliveis (ASP), DNA
extracelular (eDNA)] e de proteinas. O valor MIC foi de 64 pg/mL. A curva de
sobrevivéncia e o valor de MFC foram coincidentes: 128 ug/mL. Foi observado a
reducdo da viabilidade celular (36,99%), da biomassa insolavel (13%), WSP (65%),
ASP (10%), eDNA (23%) e das proteinas (18%). Portanto, podemos concluir que o
ZER foi eficaz contra biofilmes de CaR, afetando tanto sua viabilidade celular, quanto
os componentes da MEC do biofilme sendo uma alternativa promissora no tratamento
de infecc¢des fungicas resistentes.

Palavras — chave: Candida albicans. Biofilmes. Matriz extracelular. Resisténcia a
medicamentos. Fluconazol.
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ABSTRACT

Currently, new therapeutic alternatives for the treatment of fungal infections have been
researched. Fungal infections that affect the oral cavity are associated with biofilms,
which are complex structures that adhere to biotic and abiotic surfaces and are
surrounded by an extracellular matrix (ECM). The ECM provides protection for
microorganisms against antifungals and the host's immune system and can lead to
increased resistance of Candida spp. to antifungals. In this context, the use of plant
extracts represents a viable alternative due to the active phytochemicals present in its
composition. Zerumbona (ZER), extracted from the species Zingiber zerumbet,
showed promising results in the inactivation of gram-positive and gram-negative
bacteria, however, there is no information about the action of ZER on the ECM of
Candida albicans biofilm. Thus, the present study evaluated the effectiveness of ZER
in the inactivation of fluconazole-resistant Candida albicans (CaR) as well as its effect
on the ECM of biofilms. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum
Fungicide Concentration (MFC) and the Survival Curve were evaluated to determine
concentrations and treatment time. Biofilms were cultivated for 48 hours and
subsequently exposed to ZER at concentrations of 128 and 256 pg/mL for 5, 10 and
20 minutes. The control group was cultured but not exposed to any substance.
Treatment efficacy was evaluated by quantifying cell viability, biofilm biomass (total
and insoluble), quantification of ECM components [water-soluble polysaccharides
(WSP), insoluble polysaccharides (ASP), extracellular DNA (eDNA)] and of proteins.
The MIC value was 64 pg/mL and the MFC was 128 ug/mL. A reduction in cell viability
(36.99%), insoluble biomass (13%), WSP (65%), ASP (10%), eDNA (23%) and
proteins (18%) was observed. Therefore, we can conclude that ZER was effective
against CaR biofilms, affecting both its cell viability and the ECM components being a
promising alternative in the treatment of resistant fungal infections.

Keywords: Candida albicans. Biofilms. . Extracellular matrix. . Drug resistance.
Fluconazole.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade as infec¢bes orais fungicas sdo comuns, sendo a maioria
causadas por microrganismos do género Candida, sendo Candida albicans' a espécie
mais prevalente e patogénica. Esse fungo é dimérfico, apresenta carater oportunista
e esta presente na cavidade bucal e em outros sitios do corpo humano em relacéo de
comensalismo?. Porém, C. albicans pode se tornar patogénica em decorréncia de
variacées morfoldgicas e alteracdes no sistema imunoldgico do seu hospedeiro?3. O
equilibrio entre microrganismo e hospedeiro € altamente vulneravel a modificacées na
condicdo de saude do individuo, como a Iimunossupressdao causada por
medicamentos ou infec¢des, 0 uso prolongado de antibibticos, problemas nutricionais
e alteracdes de pH. Esses fatores predispdem a proliferacdo de C. albicans e a
invasado dos tecidos do hospedeiro desencadeando a infecgao.

C. albicans é um fungo que disp8e de diversos mecanismos adaptativos para
aumentar a sua sobrevivéncia, que sao conhecidos como fatores de viruléncia, tais
como, a capacidade de alteracdo fenotipica e a adaptacao as condi¢cdes do ambiente
em relacdo a fatores como a presenca de nutrientes, o pH e a temperatura®4. E
importante ressaltar que estas mudancas influenciam diretamente o comportamento
do microrganismo, ocasionando variacbes na sua adesdo as superficies,
susceptibilidade a farmacos e ao sistema imunolégico do hospedeiro®. A infeccdo na
cavidade bucal provocada por C. albicans tem etiologia multifatorial e € caracterizada
por areas inflamadas e lesfes eritematosas puntiformes comumente associadas com
a utilizacdo de préteses removiveis®®.

O desenvolvimento de C. albicans esta associado a formacao do biofilme, que
é definido como uma microestrutura composta por um aglomerado de células que se
aderem sobre uma superficie, bidtica ou abidtica’8. A medida que os microrganismos
se proliferam sintetizam uma matriz rica em carboidratos, proteinas e DNA extracelular
chamada de matriz polimérica extracelular (MEC). Essa matriz tem como funcdes a
protecdo e manutencao das interacdes celulares e também promovem a resisténcia a
farmacos por dificultar a difusdo dos mesmos em seu interior’®. A MEC é um
importante fator para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia dos farmacos

aos antifungicos uma vez que altera a capacidade de difusdo de substancias externas



para o meio interno, diminuindo a acédo de farmacos além de representar uma barreia
fisica propriamente dita’®.

O tratamento de infec¢Bes fungicas causadas por C. albicans tem como base
a utilizacdo de agentes antifungicos, os quais podem ser de atividade local, como a
nistatina e o miconazol, ou sistémica, como o fluconazol'®!!, sendo este Ultimo
amplamente utilizado?. Os agentes antifingicos tém sido a principal escolha para
tratar de infec¢des fungicas na cavidade oral, mas devido ao crescente aumento da
resisténcia a estes farmacos € necessario avaliar alternativas viaveis, seguras e
acessiveis para a inativacdo dos microrganismos e tratamento das infecgées®. Neste
contexto, os fitoterapicos tém se mostrado efetivos contra diversos microrganismos,
apresentando baixa toxicidade, custo acessivel e caracteristicas antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antifingicas e antineoplasicas!34,

O Zerumbona (ZER) € o principio ativo obtido a partir da extracéo do gengibre-
amargo originario da regido sudeste da AsialS, e que apresenta diversas
caracteristicas de interesse cientifico, como potencial citotoxico para células
cancerigenas, atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana'®1’ Foi
relatado que o ZER apresentou baixa toxicidade em estudos in vivo e em in vitro, além
de ter um importante e promissor efeito analgésico e anti-inflamatério quando testado
em camundongos e ratos pela via oral e via intraperitoneal*®. Em um estudo recente,
foi observado que o ZER atuou efetivamente sobre formacdo de biofilme de C.
albicans susceptivel ao fluconazol impedindo a formacao de hifas, e interferiu na
formacao do biofilme®®.

Embora a acdo antimicrobiana do ZER contra C. albicans suscetivel tenha sido
avaliada anteriormente'®?! neste momento ndo ha informacdes sobre seu efeito nos
componentes da matriz extracelular do biofilme. Portanto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do ZER em biofilmes de C. albicans resistente a
fluconazol. Além disso, avaliamos a influéncia do ZER nos componentes da matriz

extracelular: proteinas, polissacarideos e eDNA.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do ZER na inativagcao
de biofilmes de C. albicans resistente a fluconazol por meio da avaliacdo dos seguintes
parametros: viabilidade celular, biomassa do biofilme (total e insoltvel), quantificacéo
dos componentes da MEC [polissacarideos hidrossoluveis (WSP), polissacarideos

insoltveis (ASP), DNA extracelular (eDNA)] e quantificacao de proteinas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os microrganismos do género Candida spp foram citados pela primeira vez em
1842, pelo microbiologista e fisico hiingaro David Gruby?223, o qual correlacionou a
ocorréncia de uma infeccao fungica aos patégenos, os quais ainda estdo presentes
em infec¢Bes oculares, dermatoldgicas, vaginais e principalmente na cavidade oral,
sendo a espécie mais comum C. albicans?3. A mucosa oral € um ambiente altamente
atrativo para a colonizagéo de C. albicans, visto que tenha uma alta disponibilidade
de nutrientes e uma condi¢cdo térmica favoravel ao seu desenvolvimento?*?°, C.
albicans apresenta relacdo de comensalismo com o hospedeiro, entretanto, pode se
tornar um patdgeno oportunista quando ocorre algum tipo de alteracdo no sistema
imunolégico do hospedeiro 2325, Como fatores predisponentes para a infeccdo
podemos citar deficiéncias no sistema imunoldgico do hospedeiro ocasionadas pelo
uso de antibiéticos de amplo espectro e/ou corticoides, individuos transplantados,
imunossuprimidos por medicacdes, condicbes sistémicas comprometidas por
enfermidades que afetem a resposta defensiva do organismo do hospedeiro?4-26,

Simdes et al.?® no ano de 2013, por meio de uma revisdo sistematica,
descreveram de maneira organizada as diversas infec¢cdes orais causadas por
Candida spp, se atentando a suas formas clinicas e tratamentos, classificando-as em
candidoses orais primarias e secundarias, e apontou a candidose
pseudomembranosa como a forma mais comum da patologia e com predilecdo a
individuos imunocomprometidos ou em desenvolvimento do sistema imunol6gico?’-28,

A candidose oral priméria se subdivide em quatro diferentes grupos, sendo eles
as formas: aguda, cronica, lesdes associadas a Candida e lesbes queratinizadas com
infeccdo por Candida?’?8, e dentro destas subdivisdbes encontramos as lesdes
propriamente ditas, como a candidose pseudomembranosa e a estomatite protética,
gue sao as infec¢gdes mais comuns. Embora essas lesfes sejam provenientes de um
mesmo agente etioldégico acabam por manifestar aspectos clinicos variados, sendo a
candidose pseudomembranosa caracterizada por placas raspaveis de coloracéo
variada entre branco e amarelo-esverdeado, localizadas comumente em mucosa jugal
e palato, enquanto a estomatite protética é dividida em trés diferentes graus de acordo
com a intensidade de expressdo dos sintomas, e é caracterizada por uma area
eritematosa de coloragédo avermelhada que esta presente na regido do palato que é

coberta pela protese?%3°, A candidose oral secundaria € uma manifestacéo cronica da
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infeccdo de forma mucocutanea, que acomete couro cabeludo, pele e mucosa, e sua
apresentacao clinica é similar a candidose eritematosa cronica, porém é menos
frequente?®.

A estomatite protética € comum em individuos da terceira idade que fazem uso
de prétese total, cerca de 65% sdo acometidos pela infeccdo, e diversos fatores
podem ser considerado predisponentes, como a higienizacao inadequada da protese,
a manutencao da protese na boca durante o periodo de sono, a diminui¢cao gradual
do sistema imune devido ao envelhecimento e traumas ocasionados pela
desadaptacdo que ocorre devido a reabsorcéo dos rebordos3!32,

Emami et al.3® (2014) conduziram um estudo de meta-andlise acerca da eficacia
da terapia antifingica e de outros métodos alternativos para o tratamento, e, a partir
da coleta de estudos, foi realizada a randomizacdo onde comparavam o efeito de
métodos variados de desinfec¢éo, farmacos antifungicos, comparando ao placebo. Os
autores obtiveram resultado expressivo e positivo para a utilizacdo de métodos
alternativos de desinfeccéo e de antifiUngicos sistémicos sobre o placebo. Entre os
produtos usados como meio alternativo de desinfeccdo estavam a clorexidina,
enxaguantes bucais, desinfeccdo por micro-ondas, terapia fotodindmica e
fitoterapicos. Além disso, foi concluido que a associacao entre métodos alternativos e
a prescricdo de antifingicos pode ser efetivo contra a infec¢édo fangica. Porém, foi
relatado que apOs quatorze dias da interrupcao da medicacéo foi observada recidiva
da infeccdo, e devido a toxicidade apresentada pelos farmacos € necessario
refletirmos sobre novas alternativas e possibilidades3*.

E de consenso na literatura cientifica atual o surgimento de microrganismos
resistentes aos farmacos convencionais empregados para o tratamento das infec¢ées,
e para que possamos vislumbrar novas alternativas terapéuticas € necessario que
entendamos 0s mecanismos desenvolvidos na tolerancia do biofilme bem como na
resisténcia das células de C. albicans34. Além dos fatores comuns de viruléncia destes
organismos, nota-se que a matriz extracelular (MEC) formada a partir da secrecéo de
substancias pelas células fungicas ou pela captacdo de restos provenientes da lise
celular®®, fornece ao biofilme caracteristicas que favorecem a sobrevivéncias das
células. A MEC atua como um scafold fornecendo resisténcia a remocé&o do biofilme
e evita a difus@o de farmacos e/ou substancias para o interior do biofilme. Além disso,

a MEC proporciona maior estabilidade para o aglomerado celular por meio da
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preservacao da estrutura interna e da manutencao das intera¢des das células com o
meio externo 3¢,

Panariello et al.3’ (2017) realizaram um estudo buscando analisar e
compreender os efeitos da administracdo de fluconazol, enzimas hidroliticas e das
alteracdes genéticas em biofilmes de C. albicans, e constatou que o fluconazol reduziu
a biomassa e os niveis de polissacarideos solluveis em agua (WSP) em biofilmes de
C. albicans resistente a fluconazol, porém n&o alterou significativamente os niveis de
eDNA e de proteinas dos mesmos.

A fitoterapia é a ciéncia que estuda os ativos fitoquimicos das mais diversas
plantas, visando um efeito farmacoldgico como opcéo terapéutica®. Ao correlacionar
a ideia de farmacos e fitoterapia devemos pensar sobre as formas farmacéuticas a
serem utilizadas, que no caso sdo as sélidas por meio de granulos, capsulas e
férmulas em pd, onde apds o processamento do material realizam a secagem, e a
liquida, por meio de 6leos essenciais e xaropes®.

Na odontologia muitos estudos tém sido realizados buscando alternativas para
tratamentos anti-inflamatérios, antifiingicos e cicatrizantes#?#1, Um composto vegetal
gue tem ganhado destaque devido a suas propriedades foi o Zerumbona (ZER), ativo
extraido do Zingiber zerumbet, planta proveniente do sudeste asiatico, e também
encontrada na regido norte do Brasil*?. A planta é muito utilizada na culinaria e
medicina, e, a partir do extrato obtido do caule, foi possivel observar acédo
analgésica**#4, anti-inflamatdria, antimicrobiana e até mesmo antitumoral*34°, O ZER
apresentou capacidade de inibir a sintese de mediadores quimicos inflamatorios e
também a acéo da enzima ciclooxigenase, tanto no sistema nervoso periférico quanto
no sistema nervoso central“®,

Em 2019, Shin et al.*” publicaram um estudo sobre os efeitos do Zerumbona
sobre infeccdes por C. albicans e o0 S. aureus, analisando o crescimento de biofilmes
unicos e polimicrobianos. Os resultados demonstraram a eficacia da substancia na
inibicdo dos biofilmes avaliados utilizando as concentragdes de 64 ug/mL para S.
aureus e 128 yg/mL para C. albicans. Além disso, foi observada redugéo significativa

na biomassa do biofilme apés o tratamento com ZER*".
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4 MATERIAL E METODO

A seguir se encontram destacados os materiais utilizados no presente estudo,

tanto quanto as etapas e procedimentos realizados.

4.1 Preparo da Solucéao do ZER

A solucéo de ZER foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich - St. Louis, MO, USA.
Para a realizacdo dos experimentos a solu¢do do ZER, o qual estava em sua forma
cristalizada, foi preparada dissolvendo o composto em dimetil sulféxido a 1%, em

concentragées correspondentes de 4 a 1024 pug/mL*°.

4.2 Reativacgéo e Inoculagédo dos Microrganismos

Para a realizagdo dos experimentos, a cepa de C. albicans resistente ao
fluconazol (ATCC 90028; ATCC-American Type Culture Collection - Rockville, MD,
USA), que estava armazenada a -80°C foi reativada. Para isso, a cepa foi
descongelada e semeada em placas de Petri que continham o meio de cultura
Sabourand Dextrose Agar associado a cloranfenicol 50 mg/L, e entdo foi feita a
incubacdo da amostra em uma estufa aquecida a 37°C durante 48 horas.

Para a formacdo da cultura inicial e obtencédo do pré-inoculo, 5 colénias foram
transferidas para tubos que continham 5 mL de Yeast Nitrogen Base com 100 mM de
glicose e incubadas novamente 37°C durante 16 horas. Em seguida, foi transferido
0,5 mL da solucéo resultante do pré-inéculo para tubos que continham 9,5 mL de YNB
diluidos em uma proporcéo de 1:20. O indéculo foi incubado em uma temperatura de
37°C até atingir a fase de maior crescimento (mid-log). Entdo a densidade éptica da
cultura foi avaliada em espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 540 nm:
ODsa4onm: 0,55 + 0,08. O indculo foi ajustado a 10’ UFC/mL por meio da centrifugacéo e

lavagem das células em solucéo de PBS*S.
4.3 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), Minima Concentracdo Fungicida
(MCF) e Curva de Sobrevivéncia

A avaliacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida

Minima (MFC) do ZER teve como propésito determinar os parametros a serem
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utilizados para avaliacdo dos biofilmes. As avaliacbes de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentragcdo Fungicida Minima (MFC) foram realizadas usando o
meétodo de microdiluicdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M27-A3;
2008)“8. Para determinacéo do MIC a solucgédo de estoque foi diluida em uma solugéo
de DMSO a 1% nas concentra¢cfes que variaram de 4 a 1024 ug/mL. Para controle
de contaminacgao, foram adicionados 100 pL de RPMI 1640 (2x concentrado) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 100 uL de PBS (sem células ou agentes antifiingicos).
Para controle livre de drogas, foi utilizado o inoculo diluido em RPMI 2x concentrado
[0,5x10°% a 2,5x10° unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL)].

Para o teste de MIC, o in6culo (0,5x10% a 2,5x10° UFC/mL) e as diferentes
concentracfes de ZER testadas (variando de 4 a 1024 pg/mL) foram incubadas em
placas de 96 pocos (Corning Co., Corning, NY, EUA) com suspensdo de células
ajustada para obter uma concentracdo de indculo equivalente a 0,5 x 10% a 2,5 x 10°
UFC/mL em RPMI. Apos incubacdo a 37°C por 24h, as placas foram visualmente
observadas (pela presenca ou auséncia de crescimento) (CLSI, 2009) e a densidade
optica medida (ODa492nm) em leitor de placas (EZ Read 400 Microplate Reader,
Biochrom®). ApGs a incubagdo, 100 uL foram utilizados para diluicdo e semeadura
em placas Saboraud Dextrose Agar (SDA). Além disso, a semeadura em SDA foi
realizada em duplicata para obter a Concentracdo Minima de Fungicida (MFC) e a
curva de sobrevivéncia em diferentes tempos. Para a curva de sobrevivéncia, as
placas foram incubadas (5, 10, 20, 30 minutos e 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas) e as coldnias
contadas para enumeragéao de unidades formadoras de colénias (UFC/mL). A MFC foi
verificada apds 24 horas de tratamento do biofilme com ZER. O MIC foi baseado na
densidade de crescimento, e foram consideradas as menores concentracdes que
promoveram uma reducao de 50% no crescimento em comparacédo com o controle de
crescimento livre de droga. A MFC foi considerada a concentragdo minima que
resultou na auséncia de crescimento de colonias fungicas em placas de agar apos 24

horas.
4.4 Formacao dos Biofilmes e Tratamento
O biofilme foi formado em placa de 24 orificios (K12-024; Kasvi, China). Para

isso, 1 mL do inéculo foi adicionado separadamente aos orificios da placa e,

posteriormente, 1 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640; Sigma-
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Aldrich) tamponado com &cido propano sulfénico (MOPS; Sigma-Aldrich) foi
acrescentado. As placas foram incubadas a 37°C sob agitacao orbital por 90 minutos
(75 rpm) para propiciar a adesdo do microrganismo. Em seguida, os poc¢os foram
lavados duas vezes com 1 mL de solucdo de PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g
Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4; pH 7,4) para remover as células ndo aderidas e 1 mL de
RPMI tamponado (pH=7) foi adicionado novamente em cada orificio. Entdo as placas
foram incubadas sob agitacéo orbital (75 rpm) a 37°C por 24 horas. Apos a incubacéo,
o meio RPMI foi removido por aspiracéo e foi adicionado 1 mL de RPMI fresco, e as
placas foram incubadas novamente sob agitacdo (37°C/75 rpm) por mais 24h. ApGs
48h de formacgéo do biofilme, o RPMI foi removido e os biofilmes foram lavados com
PBS duas vezes*. Entdo, os tratamentos foram realizados (n=12) em trés grupos: 1-
Grupo-controle: os biofilmes ndo receberam nenhum tratamento; 2- ZER-128: os
biofilmes foram tratados com ZER na concentracdo de 128 pg/mL; e 3- ZER-256: os
biofilmes foram tratados com ZER na concentracdo de 256 pg/mL. Em cada grupo
experimental os tratamentos foram realizados por 5, 10 e 20 minutos. Os experimentos
foram realizados em triplicatas em trés ocasides distintas.

Apés os tratamentos, os biofiimes foram lavados trés vezes com NaCl
esterilizado (0,89%). Posteriormente, 2 mL de NaCl 0,89% foram adicionados a cada
orificio, e os biofilmes foram cuidadosamente removidos do fundo de cada orificio

utilizando uma ponta de pipeta e transferidos para um microtubo esterilizado.

4.5 Avaliacdo da Eficacia do ZER

Posteriormente aos tratamentos dos biofilmes com ZER, os mesmos foram
lavados trés vezes com uma solucédo de cloreto de sddio (NaCl) 0,89% devidamente
esterilizada, e entdo foram adicionados 2 mL de NaCl 0,89% nos pogos e os biofilmes
foram transferidos para microtubos estéreis. Entdo os microtubos foram submetidos a
sonicacdo durante 30 segundos a uma poténcia de 7 watts em 190 joules®°.

Em seguida, para realizar a quantificagdo da biomassa total e das Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC/mL) retirou-se uma aliquota de 0,1 mL da suspenséao
para cada analise. Subsequentemente, a suspenséao restante (1,8 mL) foi centrifugada
por 10 minutos em 5.500 x g sob a temperatura de 4°C, e entdo as particulas

sobrenadantes foram retiradas para posterior utilizacdo nas analises dos
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componentes da MEC: WSP, eDNA e proteinas*?, em quantidades de 1 mL, 0,650 mL
e 0,150 mL, respectivamente.

O pellet resultante (componentes insoltiveis da MEC) foi ressuspenso em 1 mL
de agua Mili-Q, e foi utilizado para anéalise da biomassa insoltuvel (0,8 mL), proteinas

insoltveis 0,05 mL e polissacarideos insoluveis em alcali (0,95 mL; ASP)*.

4.5.1 Avaliacédo de unidades formadoras de coldénias (UFC/mL)

Para avaliar as unidades formadoras de colbnias (UFC/mL) aplicamos as
diluicbes em microtubos estéreis, os quais continham uma solucéo de 900 pL de NaCl
na concentracdo de 0,89%. Apos a aplicacao foi realizado o plagueamento em meios
de SDA com cloranfenicol, utilizando 25 pL das diluicdes, em duplicata.

Os meios de cultura foram incubados durante 48 horas para o crescimento dos
microrganismos, e entdo, foi realizada a contagem. O valor médio foi obtido a partir
da média dos valores provenientes da contagem entre a amostra inicial e sua

duplicata.

4.5.2 Avaliacdo das proteinas

As proteinas avaliadas foram divididas em solUveis e insollveis. Para
guantificar as proteinas sollveis foi realizada a diluicdo de uma porcéo de 15 pL da
suspensao do biofilme, em seguida, esta porcao foi dividida em trés porcdes de 5 pL,
e para a quantificacao foi utilizado o reagente Azul de Coomassie G-250, seguindo o
método de Bradford®'.

Em seguida foi necessario realizar diluicdes seriadas de albumina proveniente
de soro bovino (BSA), com o propdsito de obter a curva de padronizacdo para aplicar
o método de Bradford®!

Apbs obter a curva padréo, foram adicionadas por¢es de 5 uL em uma placa
de 96 orificios, na proporcao de trés porc¢des para cada ponto da curva e amostra para
posterior analise. Entéo foi adicionado 250 uL do reagente de Azul de Coomassie, e
a placa foi levada a incubacgéo sob condi¢cdes de agitacao orbital a 75 rpm, em uma
temperatura de 37°C por um periodo de vinte minutos. A placa entao foi levada ao

espectrofotdbmetro, onde observou-se as absorbancias a 595 nm e os dados obtidos
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foram convertidos para as concentra¢cdes das proteinas, usando a equacao da reta
gerada, onde a inclinagdo 0,020 -0,026; R? préximo de 1.

As proteinas insolaveis foram quantificadas a partir de um microtubo, onde foi
adicionado 50 pL da diluicdo, 200 pL de agua Milli-Q e 100 yL de esferas de vidro.
ApOs o preparo as amostras foram levadas ao beadbeater, por trés vezes durante
periodos de trinta segundos, e foram aquecidas sob as condi¢des de agitacdo durante
sessenta minutos, a uma temperatura de 100 °C, e uma forga centrifuga de 100 xg.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas em 10.000 xg por minuto, € 0
sobrenadante resultante foi alocado em um microtubo estéril. Apds este processo uma
porcado de 15 pL da diluicdo foi dividida em trés porcdoes de 5 puL para propiciar a

quantificagcdo das proteinas insollveis pelo método de Bradford®?.

4.5.3 Avaliagéo do peso seco total

Utilizando 100 puL de cada amostra em conjunto com 100 pyL da solucédo de
NaCl a 0,89% utilizada em cada ocasido realizamos a pipetagem em porc¢des de papel
aluminio, os quais foram anteriormente rotulados e pesados. Estas amostras
passaram por um processo de secagem em um forno a uma temperatura de 100°C.
ApOs a secagem as amostras foram pesadas novamente, e 0 peso seco total foi
calculado a partir da diferenca entre o peso inicial e o final, descontando o valor
correspondente a solucdo de NaCl a 0,89%, assim, a resultante da equacao foi

considerada o valor do peso seco total.

4.5.4 Avaliacao dos polissacarideos soluveis em agua (WSP)

Para avaliar o WSP utilizamos uma por¢cdo de 1 mL do sobrenadante da
amostra, este foi homogeneizado, e posteriormente, transferido para um tubo falcon
com capacidade de 15 mL. Neste mesmo tubo foi adicionado 2,5 mL de etanol 95%.
Apés a adicao no tubo, o liquido foi novamente homogeneizado, e entdo armazenado
em um freezer a uma temperatura de -20 °C por um periodo de dezoito horas, para
gue permitisse a precipitacdo dos WSPs.

Apés a precipitacdo, as amostras foram retiradas do freezer, novamente
homogeneizadas e centrifugas durante vinte minutos, sob condi¢cdes de 9.500 xg de

forca e a temperatura de 4 °C. Em seguida houve o descarte do sobrenadante, e as
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amostras passaram por um processo de lavagem por trés vezes com etanol 75%
gelado.

Apos a lavagem as amostras foram agitadas por meio do vortex, centrifugadas
e novamente houve o descarte do sobrenadante. Finalizadas as lavagens o
precipitado foi submetido a um processo de secagem ao ar, e posteriormente foi
ressuspenso em 0,25 mL de dgua e homogeneizado.

Por fim, as amostras foram avaliadas por meio da quantificacéo de carboidratos
totais pelo método fenol-acido sulfirico® dentro de uma capela de exaustdo. A
avaliacéo foi feita por meio de tubos de vidro de 13 mm, os quais continham 200 pL
de cada amostra, sendo trés por amostra, onde foram adicionados 200 pL de fenol a
5%, e entdo foram delicadamente agitados. Apds a movimentacao foram adicionados
1 mL de acido sulfarico em cada um dos tubos, os quais foram novamente agitados,
e apos vinte minutos as amostras foram submetidas a analise no espectrofotdmetro
(490nm).

Os dados provenientes da leitura foram convertidos em concentracdes de
polissacarideos por meio da equacéo de reta gerada (slope 0,048 —0,051; R? préximo
de 1).

4.5.5 Avaliacdo dos polissacarideos soluveis em éalcali (ASP)

Uma porcdo de 0,95 mL da suspensdo de biofiime de CaR foi colocada em
gelo, para que fosse resfriada, apdés o processo foi realizada a centrifugacdo da
amostra durante dez minutos, a uma temperatura de 4 °C sob 13.000 xg de forga.

Posteriormente a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e descartado, e o
precipitado foi submetido a secagem por um periodo de trés horas em um
concentrador de amostras.

Os precipitados secos foram pesados em uma balanca de precisdo para
determinar o peso seco dos polissacarideos insollveis em agua. Nos respectivos
tubos foram adicionados 300 pL de NaOH na proporc¢éo de 300:1 mg do peso seco.

Os microtubos passaram por um processo de incubagdo em banho seco, por
um periodo de duas horas a uma temperatura de 37° C. Apds a incubacao, as
amostras foram centrifugadas a uma forca de 13.000 xg, durante dez minutos a uma

temperatura de de 4 °C. Os sobrenadantes resultantes do processo foram coletados
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com uma pipeta a transferidos para microtubos com 2 mL de capacidade,
permanecendo somente o precipitado.

Novamente adicionamos a solucdo de NaOH na proporcao de 300:1 mg de
peso seco para tubos os quais continham o precipitado. Os respectivos tubos foram
agitados por meio do vortex e entdo submetidos a um processo de extracdo do ASP,
assim como foi realizado na etapa anterior para a extragdao do WSP, passando por
incubacéo, centrifugacéo por dez minutos a 13.000 xg, transferéncia do sobrenadante
para um microtubo de 2 mL de capacidade.

Foi realizada a ressupenséao dos precipitados em NaOH, centrifugando-os por
dez minutos, a uma temperatura de 4 °C sob 13.000 xg de for¢a, transferindo entéo
0s sobrenadantes resultantes para seus respectivos microtubos.

Apos finalizar a etapa de extracdo do ASP, foram adicionadas trés por¢cdes de
etanol 95% resfriado e as amostras foram levadas ao freezer na temperatura de -20°C
por um periodo de no minimo 18 horas. Em seguida, os tubos foram retirados do
resfriamento e houve a precipitacdo do ASP, estes tubos foram centrifugados por vinte
minutos em uma temperatura de 4°C a 9.500 xg de forca.

A centrifugag¢ao ocasionou em um corpo sobrenadante, o qual foi descartado e
as amostras lavadas com etanol 75% resfriado por trés vezes, assim como foi
realizado com o WSP. As amostras foram levadas para secagem por meio do ar e
ressuspendidas em NaOH, no mesmo volume da extracao original.

Para compensar o volume perdido das amostras durante seu processamento
foi adicionado agua Mili-Q até completar 200 pL, e entdo as amostras estavam prontas

para quantificacdo, onde utilizamos o método fenol-acido sulftrico®2.

4.5.6 Avaliacdo do eDNA

A avaliacdo do eDNA foi feita seguindo a metodologia de Rice et al.>3 (2007),
onde a um volume de 0,65 mL adicionamos um volume igual de
fenol:cloroformio:élcool isoamilico, nas propor¢des de 25:24:1, respectivamente, e
entdo homogeneizamos as soluc¢des, de maneira delicada, cerca de trinta vezes em
movimentos repetidos de ida e volta.

Apbés homogeneizar corretamente as solugdes, submetemos as mesmas a
centrifugacéo (13.000 xg) durante vinte minutos a uma temperatura de 4°C e entdo

transferimos o liquido para microtubos de 2 mL.
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Adicionamos entdo uma aliquota de cloroférmio e alcool isoamilico na
proporcdo de 24:1, respectivamente, e novamente submetemos a amostra a
centrifugacédo nas mesmas condi¢des citadas no paragrafo anterior, contanto também
com a transferéncia para um microtubo de 1,5 mL.

ApOs a transferéncia as amostras foram misturadas com solugdes de etanol
99% e acetato de sédio, trés volumes e um décimo de volume, respectivamente, e
logo, armazenadas a -20 °C por um periodo de dezoito horas.

Posteriormente ao periodo necessario, as amostras foram removidas da
refrigeracdo, onde o eDNA foi precipitado com o etanol e foi coletado para
centrifugacéo por vinte minutos, a 13.000 xg de forca e 4°C. Dada a centrifugagéo as
amostras foram lavadas trés vezes com etanol 70% resfriado, e postas para secagem
ao ar.

Em seguida, as amostras secas foram dissolvidas em 20 pL de solu¢ao tampao
TE, e a quantificagcdo foi realizada a partir da analise no nano espectrofotometro
260nm.

4.6 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas com o software IBM SPSS Statistics
(versdo 29, Chicago, IL, EUA) e adotou-se o nivel de significancia de 5% (a=0,05).
Foram utilizados os testes de Levene e Shapiro-Wilk para avaliar a
homoscedasticidade e normalidade, respectivamente, para cada grupo das variaveis
dependentes. Assim, apOs atendidos a esses pressupostos, os dados foram
submetidos a ANOVA dois fatores, seguida da verificacao de possivel interacdo entre

os fatores, com o pés-teste de Bonferroni.
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5 RESULTADOS

Para que fosse possivel avaliar a CIM foi necessario realizar a leitura da
densidade Optica da cepa de C. albicans, onde o valor obtido foi de 64 ug/mL. A partir
da realizacdo de trés ocasioes ndo dependentes e as respectivas leituras de seus
valores médios de ODa92nm, foi possivel averiguar que o valor médio para as amostras
correspondentes ao controle positivo, grupo livre de tratamentos com ZER para C.
albicans resistente foi de 0,686+0,081. O grupo correspondente ao tratamento com
ZER 64 pg/mL foi tido como a menor concentragédo com a capacidade de reduzir 50%
da ODag2nm com valores de 0,301+0,036.

As amostras tratadas com ZER a 64 pg/mL apresentaram uma reducao no nimero
de colbnias viaveis ap6s 10 minutos de tratamento, com um percentual de 55,31% de
reducdo, entretanto apds este periodo foi possivel observar um aumento no nimero
de colbnias viaveis. Logo, a MCF foi a concentracdo de ZER 128 ug/mL, escolhida
como conduta para 0s experimentos seguintes, ja que prosseguiu com um percentual
de 99% de reducéo nos outros tempos.

A amostra tratada com ZER a 256 pg/mL apresentou uma reducdo de 99% no
namero de colbnias vidveis quando comparado ao inéculo inicial em um periodo de 2
horas apdés a exposicdo (Figura 1). A concentracdo de ZER de 128 pg/mL se

comportou de forma semelhante a de 256 pug/mL.
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Figura 1 — Contagem dos valores médios de col6nias viaveis (UFC/mL) de C. albicans apés
o tratamento com diferentes concentracfes de ZER e tempos de tratamento
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Fonte: Elaboracao prépria.

Os resultados relacionados a viabilidade celular e caracterizacdo da MEC apés
os tratamentos, podem ser observados na Tabela 1.

Em andlise da quantificacdo de unidades formadoras de colénias por mililitros
(UFC/mL) apresentou interacéo (p<0,001) entre o tempo e a concentracao de ZER
utilizada. Foi observado que o tratamento com ZER nas concentracdes de 128 e 256
pg/mL impediu o crescimento estatisticamente significativo de CaR nos tempos
avaliados (p=1,00). Porém a amostra tratada com ZER 256 pug/mL apresentou reducéo
significativa na viabilidade celular em relagcdo a ZER 128 pg/mL, sendo também
estatisticamente diferente do grupo controle (p< 0,001). O grupo de 128 pg/mL
também apresentou resultados estatisticamente diferentes do grupo controle
(p<0,001).

Os resultados de peso seco total mostraram que ndo houve interagao entre o
tempo e a concentragao avaliada (p=0,066). Os tratamentos avaliados nao alteraram
os valores de peso seco total do biofilme CaR (p=0,089).

Em seguida, os fatores foram avaliados separadamente e a concentracdo de
ZER apresentou interacdo (p<0,001). O grupo ZER-256 apresentou reducgéo

significativa dos valores de biomassa insoluvel e foi diferente dos demais grupos
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(p=<0,033) em todos os tempos avaliados. Para CaR o grupo ZER-256 apresentou a
maior reduc&o para peso insoluvel e foi diferente dos demais grupos (p<0,001).

Ao avaliar os niveis de proteinas sollveis, foi observado que houve interacao
entre os fatores de tratamento para CaR (p<0,001). Para a CaR, nos tempos de 10 e
20 min os grupos tratados com as duas concentracdes de ZER foram estatisticamente
semelhantes (p=1,000) entre si e apresentaram reducao significativa (p<0,001) em
relacdo ao grupo controle.

Em relacdo aos resultados de proteinas insollveis, foi observada interacao
entre os fatores de tratamento para CaR (p=0,049). Para CaR nao foi observada
diferenca entre os grupos quando os fatores de tratamento foram avaliados
isoladamente (p= 0,053).

Para os niveis de WSP foi observada interacédo entre os fatores de tratamento
(p=0,040). Para CaR os grupos foram semelhantes entre si nos tempos avaliados
(p=0,079), tendo o grupo ZER-256 apresentado a maior reducdo de WSP, sendo
estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,001).

Ao avaliar os niveis de ASP apés os tratamentos, foi observado que houve
interacao entre os fatores de tratamento (p=0,021). Apds 5 min de incubacéo, os trés
grupos avaliados se comportaram de maneira estatisticamente semelhante (p=0,079).
Nos tempos de 10 e 20 min observou-se que o grupo ZER-256 apresentou reducao
nos niveis de ASP, sendo estatisticamente diferente do grupo controle (p= 0,037).

Na quantificagdo do eDNA foi observada interagdo entre os fatores de
tratamento para CaR (p=0,002). O grupo ZER-256 foi estatisticamente diferente dos
demais grupos (p<0,013 para CaR), apresentando reducédo nos niveis de eDNA em
todos os tempos avaliados. O grupo ZER-128 foi estatisticamente diferente do grupo
controle (p<0,032), entretanto apresentou reducdo de eDNA em menor escala em

relacdo ao grupo ZER-256.
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Tabela 1 — Valores correspondentes aos parametros utilizados na avaliagdo da cepa de C.
albicans resistente ao fluconazol — médias e desvios-padrdo. Comparacdo entre as diferentes
concentracdes em relacéo aos diferentes tempos de andlise

5 minutos 10 minutos 20 minutos
Componente  Grupos Desvio- Desvio- Desvio-
Média padrédo Média padrédo Média padrédo

Controle 4,91E+06%2 5,13E+05 4,97E+06A2 3,92E+05 4,85E+06A2 5,02E+05

UFC/mL 128ul 2,63E+06~° 1,37E+05 2,27E+06B> 2,05E+05 2,51E+06¢P 2,27E+05

o56ul  161E+06A° 2,52E+05  107E+068  1,72E+05  573E+05C  3,94E+04

Controle 4,967 0,496 5,000% 0,572 5,033% 0,450

Peso Total (mg) 128l 4,950 0,444 4,900 0,357 4,950 0,683
256l 4,900 0,463 5,000% 0,621 4,967 0,558

Controle 1,211% 0,066 1,196/ 0,049 1,179% 0,073
Peso(:;';;"uve' 128yl 1,1314 0,071 1,123 0,057 1,131% 0,045
256l 1,108 0,049 1,06948b 0,050 1,016 0,054

Controle 0,024%a 0,001 0,026% 0,002 0,025 0,002

Soﬁgsteei;n?;g) 128yl 0,0244 0,001 0,0228b 0,001 0,0218b 0,001
256l 0,0244a 0,002 0,0218 0,001 0,0218b 0,001

Controle 0,010% 0,001 0,010% 0,001 0,010% 0,001
mszg\tgz"’ag) 1284l 0,010% 0,000 0,010% 0,001 0,010% 0,001
256l 0,010 0,001 0,010 0,001 0,010 0,001

Controle 0,090 0,009 0,093 0,014 0,092 0,004

WSP (ug) 128yl 0,08440 0,006 0,072 0,017 0,070/ 0,017
256l 0,0534¢ 0,003 0,0534¢ 0,002 0,0514¢ 0,001

Controle 0,098 0,005 0,098 0,005 0,099 0,004

ASP (ug) 128yl 0,096 0,005 0,096Aa 0,004 0,095 0,002
256l 0,096 0,004 0,00440 0,003 0,0898¢ 0,002

Controle 61,571 3,387 61,523 3,473 60,0400 2715

eDNA (ng) 128yl 59,119 3,506 58,000 4,478 55,0038 3,251
256l 55,3204 2,976 51,8898¢ 2,324 46,708 3,143

Letras mailsculas correspondem a comparacéo entre os tempos (linhas), letras mindsculas correspondem a comparagao
entre as concentragdes (colunas). Letras desiguais indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05).

Fonte: Elaboragéo propria.
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6 DISCUSSAO

Os compostos quimicos naturais com biomoléculas ativas com acéo
antimicrobiana tém se tornado uma alternativa promissora para a inativagdao de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais®. O ZER é uma
substancia proveniente do rizoma do Zingiber zerumbet, e demonstrou eficacia na
inativacdo de bactérias gram-positivas, gram-negativas e de biofimes de C.
albicans!92155, Entretanto, ainda néo foi avaliado o efeito do ZER sobre a matriz
extracelular do biofilme de C. albicans resistente ao fluconazol. Dessa forma, o
presente estudo avaliou a eficacia do ZER na reducéo da viabilidade de biofilme de
CaR, bem como sua acao sobre a matriz extracelular do biofilme.

Os resultados obtidos a partir do MIC demonstraram forte atividade antifingica
do ZER contra CaR com MIC de 64 ug/mL. Esses resultados corroboram com estudo
anterior que detectou MIC na faixa de 64-128 pg/mL para cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SA1199B, ATCC25923, XU212, RN4220 e EMRSA15)
e 250 yg/mL para Streptococcus mutans®®. Atualmente néo existe uma padronizacéo
que defina o potencial antimicrobiano dos compostos extraidos de rizomas de plantas
em relagdo a CIM, porém Sartoratto et al.>” criaram uma classificacdo que dividiu os
compostos em trés niveis: baixa atividade — CIM = 1500 pg/mL, atividade moderada —
CIM < 1499 ug/mL a = 501ug/mL, e alta atividade — CIM < 500 pg/mL. Seguindo o
parametro citado anteriormente o ZER apresenta alta atividade antimicrobiana contra
a CaR, visto que a CIM constatada foi de 64 pg/mL. Esses resultados se justificam
uma vez que o ZER apresenta uma ampla variedade de atividades biol6gicas com alto
potencial terapéutico e atividade antimicrobiana?!-58-60,

Ao analisar a viabilidade celular de CaR foi possivel constatar que o ZER
desempenhou importante atividade antifUngica uma vez que o ZER na concentracéo
de 256 pg/mL, promoveu reducgédo de 50% e 95% na viabilidade celular em tempos de
20 minutos e 2 horas, respectivamente. Além disso, biofilmes tratados com ZER
apresentaram reducéo na viabilidade em funcao da concentragao utilizada e do tempo
de exposicdo sendo de ~37% na concentracdo de 256 pg/mL e de ~17% na
concentracdo de 128 pg/mL. Um estudo de Shin et al.'® avaliaram trés diferentes
cepas de C. albicans susceptiveis ao fluconazol (ATCC 14053 e dois isolados clinicos)

e observou que o ZER na concentragédo de 64 pg/mL foi capaz de inibir em 82% a
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formacgéo de biofilme de ambas as cepas, além de causar a diminuigcdo significativa
do metabolismo do biofilme em concentracdo igual ou superior a 128 pg/mL. Além
disso, 0 ZER inibiu a adeséo das células as superficies e a maturacédo de biofilmes
pré-formados de maneira dose-dependente!®>°,

A biomassa do biofilme compreende os componentes sollUveis e insollveis da
matriz extracelular bem como as células do biofilme®®. No presente estudo os
tratamentos avaliados ndo alteraram a biomassa total do biofilme de CaR. Em estudo
anterior, utilizando marcadores especificos para Microscopia Confocal a Laser, foi
observado que o ZER a partir da concentracdo de 64 ug/mL promoveu reducao na
biomassa total e na densidade celular de biofilmes mistos de C. albicans susceptivel
ao fluconazol (ATCC 14053) e S. aureus (ATCC 14053)°°. Além disso, o ZER a 128
pg/mL provocou degradacdo da estrutura do biofilme misto, comparado com o
controle®. Os dados relativos a biomassa insolivel demonstraram que ZER a 256
pug/mL promoveu reducdo de 13% apos 20 minutos de tratamento. Resultados
semelhantes foram observados em tratamentos com antifingicos convencionais,
como Nistatina e Anfotericina B, com reducdo da biomassa insoltuvel dos biofilmes de
C. albicans de maneira dose-dependente®?.

As células de C. albicans que estéo presentes no biofilme apresentam fenétipos
alterados e sdo mais resistentes aos antifungicos, tornando a sua inativacdo mais
dificil. A matriz extracelular do biofilme consiste em uma extensa matriz de
biomoléculas funcionais, como exopolissacarideos, (B-glucanas, a-mananas), acidos
nucléicos (eDNA), proteinas, lipidios e outras biomoléculas. Os biofilmes fungicos sao
estruturados por meio de interagcdes do complexo manano-glucano (MGCx), onde ha
a interacdo entre DNA extracelular (eDNA) e exopolissacarideos (EPS) do tipo -
glucanos (ASPs) e a-mananas (WSPs)®2,

Os ASPs sao polissacarideos insollveis em agua, como os B-1,3-glucanos,
mas soluveis em alcali, enquanto os WSPs sao polissacarideos soluveis em agua. Um
estudo de Nett et al.?3 (2010) relatou que a presenca de ASPs na parede celular do
fungo promoveu um aumento da resisténcia aos antifungicos em relacdo as células
planctonicas desprovidas de ASP. Karygianni et al.5* (2020) publicou um estudo onde
foi observado que a presenga de B-1,3-glucanos na MEC impede a penetracdo de
farmacos no interior do biofilme, fazendo com que o medicamento ndo tenha contato
com a célula-alvo. Quando os biofilmes ja estdo estabelecidos, as abordagens que

podem reduzir as macromoléculas do complexo manano-glucano podem
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desestruturar e enfraquecer a estrutura do biofilme e potencializar a morte
antimicrobiana. Considerando a organizacdo estrutural da matriz extracelular do
biofilme, os resultados do presente estudo foram muito promissores, uma vez que 0
ZER reduziu os polissacarideos (WSP e ASP) e o DNA extracelular (eDNA) da matriz
extracelular de C. albicans resistente ao fluconazol. Os resultados demonstraram que
0 ZER a 256 pg/mL reduziu a quantidade de WSPs nos biofilmes de CaR em 50% em
todos os tempos de aplicacdo avaliados. Além disso, foi observada reducédo de
aproximadamente 10% na quantidade de ASPs ap6s 20 minutos de aplicacao.

Além dos polissacarideos (ASPs e WSPs), o complexo MGCx é formado por
moléculas de DNA extracelular (eDNA), de forma que esses componentes estdo
interligados e participam da manutencgdo estrutural do biofilme®s. No biofiime de C.
albicans, os polissacarideos (B-1,3 glucano) e o eDNA tém demonstrado contribuir
para a tolerancia aos antifingicos uma vez que impedem a penetragdo das drogas’-®.
No presente estudo o 6leo essencial de ZER reduziu o eDNA presente nos biofilmes
de C. albicans resistente ao fluconazol em aproximadamente 23%. A reducdo de
eDNA promovida por ZER pode estar relacionada ao enfraquecimento da matriz dos
biofiimes de C. albicans, uma vez que o eDNA desempenha funcbes essenciais na
formacao do biofilme, atuando na manutencéo da integridade estrutural e induzindo a
transicdo morfoldgica de levedura para hifas durante o desenvolvimento do biofilme®”.

As proteinas sdo componentes presentes em grande quantidade no biofilme e
podem ser divididas em sollveis e insolUveis em agua®. No presente estudo néo foi
observada a reducao das proteinas soltveis nos biofiimes de CaR. Por outro lado,
para o grupo ZER-256, foi observado reducdo de aproximadamente 15% das
proteinas insoluveis no biofiime de CaR apds 20 minutos de exposicdo. Estudos
sugerem gue as proteinas apresentam um mecanismo de a¢ao similar a um sistema
digestivo na matriz, onde teria o papel de digerir biopolimeros extracelulares como
fonte de energia®.

De modo geral o ZER tem um potencial promissor, pois teve efeito tanto sobre
biofilmes isolados de C. albicans resistente ao fluconazol, quanto em biofilmes mistos
de C. albicans e S. aureus como observado por Shin et al.*’. O composto também
apresentou baixa citotoxicidade em células de mamiferos, fator relevante para o aceite
da substancia como alternativa terapéutica no futuro®. Como observado neste

trabalho cientifico o ZER reduziu componentes essenciais da MEC de biofilmes de
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CaR, como as de WSP, ASP e eDNA. Dessa forma, o ZER pode ser considerado uma

alternativa promissora para inativagao de biofilmes mistos.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que
o Zerumbona (ZER) foi eficaz na inativagao de biofilmes de C. albicans resistente ao
fluconazol reduzindo a viabilidade do biofilme. Além disso, atuou na matriz extracelular
do biofilme reduzindo componentes importantes da MEC como polissacarideos

soltveis em agua (WSP) e em alcali (ASP) e DNA extracelular (eDNA).
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