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Zoccolotti JO. Eficacia 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

Candidiase é uma infeccdo oportunista da mucosa causada por espécies de Candida,
sendo a Candida albicans o agente etiologico mais comum. O uso de terapias
antifingicas deve ser limitado por causa da sua toxicidade, das baixas taxas de
efetividade, da inducdo de resisténcia fungica e baixa solubilidade. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a eficacia 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
relacdo a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) em células plancténicas de C. albicans bem como a Concentracdo Fungicida
Minima dessas células em biofilme (CFMb). Tais analises foram realizadas por meio de
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Posteriormente, um biofilme
maduro (48 horas) foi formado sobre amostras de resina acrilica para bases de
proteses 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 analise qualitativa e
guantitativa do biofilme apds o tratamento proposto. Em um segundo estudo, a
citotoxicidade de extratos das espécies do género Cryptocarya, que apresentaram 0S
melhores resultados nos testes anteriores, foi avaliada por meio do teste AlamarBlue®,
utilizando-se queratinécitos orais normais (NOK). Por fim, foi determinada a eficacia do
extrato selecionado nos estudos in vitro na inativacdo de biofiime de C. albicans
presente no dorso lingual de camundongos com candidose induzida. Para isso, ap0s 0s
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 andlise histolégica do tecido da lingua do camundongo apos
os diferentes tratamentos. Para cada varidvel, os dados foram submetidos a analise
estatistica mais adequada, com nivel de significancia de 5%. Os resultados mostraram
gque os extratos obtidos das folhas e frutos de C. moschata e C. mandioccana foram
capazes de reduzir o nimero de unidades formadoras de colénias e o metabolismo
celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de resina acrilica para base
de proteses, 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 ndo houve dano celular na lingua dos camundongos, e houve
diminuicdo do biofilme de Candida semelhante ao uso de nistatina. Podemos concluir
gque o extrato foi eficaz contra o biofilme de C. albicans e foi biocompativel no estudo in
Vivo.

Palavras-chave: Cryptocarya. Candida albicans. Biofilmes.



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 INTRODUCAO

Candidiase é uma infeccdo oportunista da mucosa causada por espécies de
Candida (Belazi et al.! 2004; Dongari-Bagtzoglou et al.> 2009), sendo a Candida
albicans o agente etiolégico mais comum (Fidel et al.> 1999). Um exemplo de infeccdo
orofaringea é a estomatite protética. A estomatite protética € a condicdo inflamatoria
eritematosa encontrada com maior frequéncia nos pacientes portadores de préteses
removiveis parciais ou totais. Tal doenca caracteriza-se por eritema difuso, que pode
ter aspecto homogéneo, de pontos ou areas focais avermelhadas, além de causar
variadas alteracbes na textura e superficie da mucosa palatina. A etiologia da
estomatite protética mostra-se extremamente varidvel, sendo considerada multifatorial.
Infeccdo por Candida spp, trauma, género, tabaco, deficiéncias nutricionais, uso
continuo de protese e xerostomia constituem fatores predominantes na etiologia desta
alteracdo (Dorocka-Bobkowska et al. * 1996; Feltrin et al. °> 1993; Webb et al. ®’ 1998;
Calcaterra et al. ® 2013). Porém, é consenso na literatura que a infeccdo por Candida

spp.€ 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. ° 2001; Hoyle et al. ' 1990).
Clinicamente, esses aglomerados aderentes de células representam um sério
obstaculo para o tratamento das infec¢cdes. Uma das caracteristicas que distinguem as
comunidades de biofilme é a sua capacidade em se aderir em determinadas
superficies, bidticas ou abidticas. Muitos tipos de dispositivos sdo propicios a formacéao
do biofilme, incluindo cateteres, préteses, implantes e valvulas cardiacas artificiais
(Kojic et al. 1! 2004). Neste aspecto, as superficies de préteses removiveis parciais ou
totais proporcionam um nicho ideal para formacao de biofilme e, consequentemente,

aumentam o risco das infeccBes como a estomatite protética.

~

Os tratamentos direcionados a estomatite protética sdo variados, podendo
incluir terapia antifingica topica, medicacdo antifingica sistémica, cuidados com a
higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfeccdo das préteses, substituicdo de
proteses antigas, eliminacdo de irregularidades anatdbmicas, restabelecimento de
oclusdo e restituicdo nutricional (Budtz-Jérgensen 1?2 1974; Budtz-Jérgensen * 2000;

Neppelenbroek et al. * 2008). Além disso, estudos mostraram a influéncia do uso
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noturno de proteses na prevaléncia de espécies de Candida spp, tendo-se concluido
gue para proteger e preservar a integridade do epitélio da mucosa, o paciente deve
dormir sem as préteses (Compagnoni et al.'® 2007). A escolha de um tratamento ou a

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

Nos Ultimos anos, houve maior utilizacdo de agentes antifungicos, fato que
resultou no desenvolvimento de espécies resistentes as drogas. Diferentes tipos de
mecanismos contribuem para o desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos
(Kathiravan et al.'” 2012). Atualmente, o uso de terapias antifingicas deve ser limitado
por causa da sua toxicidade, das baixas taxas de efetividade, da inducéo de resisténcia
fingica e baixa solubilidade (Kathiravan et al.'” 2012). Diante disso, muitas pesquisas
atuais buscam terapias alternativas para o tratamento de infec¢des, sendo a fitoterapia
uma alternativa viavel para atingir este objetivo. A Organizacdo Mundial de Saude
recomenda o uso de fitoterapicos como forma de reduzir os custos dos programas de
saude publica, provendo acesso mais facil para a populagcdo mais pobre, em especial
nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos. O uso de plantas medicinais tem
menor custo e ja é utilizado a varias geracbes, sendo que um grande numero de
pesquisas nesta area é ainda observado (da Rosa et al.®® 2011). Outra vantagem do
uso das plantas medicinais € a baixa toxicidade, quando utilizadas corretamente.
Mostra-se uma terapéutica promissora no campo farmacolégico, pois apresenta como
grande vantagem a escassez de efeitos colaterais, sendo, as vezes, relatada apenas
uma pequena ardéncia na mucosa, quando comparada aos produtos sintéticos
(Drumond et al. *® 2004). Na odontologia, a fitoterapia ja é usada com sucesso ha
varios anos. De acordo com a literatura, o cravo-da-india, a camomila, a malva, a roma,
a unha-de-gato e a propolis possuem acdo consubstanciada por testes clinicos e
laboratoriais e estdo entre os fitoterapicos mais utilizados na Odontologia. Possuem

acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante, dentre outras (Aleluia et al.?° 2015).

A familia Lauraceae, distribuida em 52 géneros com cerca de 3000
espécies, é predominantemente composta por arvores e arbustos. Cerca de 439
dessas espécies sdo encontradas no Brasil (Quinet et. al. 2 2015), compondo parte da
Mata Atlantica, Cerrado e Floresta Amazonica (Moraes 22 2007). O género Cryptocarya

€ um dos maiores da familia Lauraceae composto por cerca de 350 espécies, 13
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destas presentes no Brasil, sendo que oito estdo presentes na Mata Atlantica: C.
aschersoniana, C. granulata, C. jacarepaguenses, C. micrantha, C. minima, C.

moschata, C. saligna e C. mandioccana (Moraes 2* 1997; Moraes ?? 2007).

Vérias espécies de Cryptocarya foram estudadas com foco em sua
fitoquimica e farmacologia, contudo, levantamento realizado com as espécies
presentes no Brasil indicou que existem estudos quimicos de apenas quatro delas (C.
botelhensis, C. mandioccana, C. moschata e C. saligna) e que as substancias
comumente encontradas no género sado alcaldides, flavondides e estirilpironas
(Cavalheiro e Yoshida 2* 2000; Nehme et al ® 2008; Bandeira et al >° 2009; Zonaro 2’
2016). Estudos com o extrato etandlico da polpa de frutos verdes e sementes de C.
moschata demonstraram a existéncia de estirilpironas, 0s quais apresentaram atividade
antifingica (Ricardo et al. ?® 2004). Estudos prévios observaram atividade antifingica
varias estirilpironas obtidas a partir de folhas de C. moschata e C. mandioccana
(Giocondo et al. *° 2009; Telascréa 3! 2006). Ricardo et al. % (2004), a partir do extrato
de hastes e raizes de C. moschata, isolaram trés tipos de pironas. Um desses
compostos foi identificado como 5,6-di-hidro-6-propil-2H-pirano-2-ona que, em ensaio
de atividade antifingica com fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum, demostrou atividade moderada e teve a sua CIM determinada

comparada com compostos fungicidas padrdes de nistatina e myconazol.

Apesar dos resultados promissores em relacdo a fitoquimica e farmacologia
de varias espécies de Cryptocarya, nenhum estudo foi encontrado na literatura a
respeito de seu efeito sobre biofilme de Candida albicans formados sobre amostras de
resina acrilica utilizada na confeccdo de proteses removiveis. Sendo assim, e com 0
objetivo promover uma opcao de baixo custo, acessivel e ndo sintética para o
tratamento de infeccBes fungicas orais, tais como a estomatite protética, este projeto de
pesquisa propbs avaliar (I) a eficacia de espécies de Cryptocarya sobre biofilme de
Candida albicans formados em amostras de resina acrilica para base de préteses; (II)
avaliar a citotoxicidade de espécies de Cryptocarya sobre queratindcitos orais normais
e () avaliar a efichcia de espécies de Cryptocarya na inativacdo de biofilme de
Candida albicans presente no dorso lingual de camundongos com candidose induzida.

E importante ressaltar que nenhum estudo com os mesmos propositos foi encontrado
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na literatura. Assim, tais objetivos foram considerados importantes e necessarios. Além
disso, toda pesquisa em humanos deve estar fundamentada na experimentacao prévia,
realizada em laboratorios, utilizando-se animais ou outros modelos experimentais.
Dessa forma, os resultados do presente estudo trardo informacbes relevantes que

possibilitardo a realizacdo de estudos clinicos futuros.



16

2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de extratos de espécies
do género Cryptocarya (Lauracea) sobre biofilme de Candida albicans e sua

biocompatibilidade por meio de estudos in vitro e in vivo.

2.1 Objetivos Especificos

2.1.1 Estudo I (in vitro)

Avaliar a eficacia de extratos das diferentes espécies de Cryptocarya sobre
biofilme de Candida albicans formado em amostras de resina acrilica para base de
proteses, selecionando os extratos com melhor atividade antifingica para realizacédo

dos estudos 1l e lll.

2.1.2 Estudo Il (in vitro)

Avaliar a citotoxicidade dos extratos das espécies de Cryptocarya sobre

gueratinécitos orais normais por meio da utilizacdo do teste AlamarBlue®.

2.1.3 Estudo Ill (in vivo)

Avaliar a eficacia do extrato de folha de Cryptocarya. moschatta na inativacdo de
biofilme de Candida albicans presente no dorso lingual de camundongos com

candidose induzida, bem como sua biocompatibilidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A candidiase € uma infec¢ao fungica causada pelo fungo Candida spp que
pode afetar a pele, unhas, regido genital e boca. Na odontologia, os casos de
candidiase oral sdo muitos comuns, principalmente associados a proteses mal
adaptadas ou com ma higienizacdo. Falcdo et al**> ,em 2004, relataram em uma
revisdo de literatura, que na candidiase oral associada a proteses dentarias, a espécie
Candida albicans € uma das leveduras causadoras da infeccdo, podendo estar
associada com outras espécies, como: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. stellatoidea e C.
krusei, e sendo muitas vezes a manifestagdo clinica como uma area eritematosa sob a
prétese. Em 2013, Simdes et al.*3, mostraram que a infeccéo por C. albicans é uma das

by

causas mais frequentes de candidose relacionadas a cavidade oral. Além disso, 0s
autores reportaram algumas lesGes associadas a Candida spp como: estomatite
protética, glossite romboide mediana (GRM) e queilite angular (QA). Em uma revisédo
de literatura (Scalercio et al.>*, 2007), relataram que C. albicans é um fungo dimérfico,
gue pode apresentar-se na forma de levedura (in6bcua) ou de hifa (patogénica), sendo
esta Ultima presente em pacientes que utilizam protese total, imunodeprimidos, que
estdo sob antibioticoterapia ou que apresentam xerostomia induzida por
medicamentos. Esse fungo possui a capacidade de aderir a protese (acrilico) e fatores
do hospedeiro podem influenciar nessa adesdo, como: saliva, pH e bactérias presentes
na boca.

A incidéncia de infec¢des fangicas graves estd aumentando rapidamente e,
no entanto, a taxa de novas drogas disponiveis para trata-las é lenta. O arsenal
terapéutico limitado é um desafio para os médicos, porque o0s medicamentos
disponiveis costumam ser téxicos, caros, dificeis de administrar, ineficazes ou uma
combinagdo dos quatro. Diante desse cenério, o0 surgimento de resisténcia €
especialmente preocupante (Beardsley et al. % 2018). Os farmacos usados para
infeccdes flngicas invasivas sdo categorizados como polenos, azois e equinocandinas.
O surgimento de cepas resistentes a esses medicamentos e a toxicidade, indicam a
necessidade de uma busca continua por novos antifingicos. Em um flagrante contraste
com drogas antibacterianas, os armamentos existentes de drogas antifingicas sao

extremamente diminutos. Além disso, os avancos nos programas de descoberta de
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medicamentos antifingicos sdo mais lentos que os da descoberta de medicamentos
antibacterianos. Os antifingicos atualmente disponiveis possibilitam o crescimento de
fungos, impondo um nivel mais alto de presséo seletiva, o que resulta no surgimento de
cepas resistentes. Além disso, as células hospedeiras e os fungos sao eucaribticos e,
portanto, compartilham processos fisiolégicos comuns. Essa também € uma das
principais razdes para a perceptivel toxicidade no hospedeiro de alguns dos
antifingicos existentes (Ahmad Khan et al. *¢ 2020).

A resisténcia microbiana ao tratamento convencional com antifingicos foi
relatada como um fator alarmante. Para agravar esse problema, o arsenal terapéutico
disponivel é limitado e os agentes antifingicos comerciais podem apresentar efeitos
adversos graves, como toxicidade renal e hepatica. Novos compostos antifingicos, ou
mesmo substancias capazes de interagir sinergicamente com os medicamentos ja
existentes no mercado, sdo urgentemente necessarios para complementar a terapia
convencional. A possibilidade de quimiossensibilizacdo de patégenos por meio de
compostos naturais tem se mostrado promissora no sentido de aumentar a eficacia da
terapia convencional. Sabe- se que os metabdlitos secundarios produzidos por plantas
também podem atuar como agentes antifingicos. Essas substancias podem auxiliar na
cicatrizacao de feridas e diminuir os sintomas em pacientes afetados por dermatofitose.
Nesse contexto, a pesquisa de novos compostos com potencial antifingico é
necessaria, sendo os de origem natural uma opc¢ao que tem sido aceita e solidificada
na comunidade cientifica devido as suas propriedades e eficdcia comprovadas (Maciel
et al.>’ 2019).

Em 2004, Aratjo et al®® realizaram um estudo que avaliou a acéo
antimicrobiana de Oleos essenciais sobre micro-organismos potencialmente
causadores de infecgcbes oportunistas, e o0 interessante foi a atividade antifingica
contra C. albicans de alguns compostos. De forma geral, as bactérias se mostraram
mais resistentes do que os fungos aos O6leos essenciais. O Oleo essencial de C.
bonariensis provocou sensibilidade nos fungos do género Candida spp (com excecéo
da Candida krusei). O 6leo essencial de espécies de plantas do género Lippia, que
possui como constituintes quimicos carvona, mirceno, cariofileno e limoneno, também
apresentou significativa atividade antifingica contra C. albicans, assim como o 6leo de

E. citriodora e E. iniflora que inibiram o fungo. O trabalho ressalta a importancia do
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estudo de produtos naturais com ac¢Bes antimicrobianas, principalmente Oleos
essenciais, para o controle de infeccdes.

Um estudo realizou a avaliacdo in vitro da atividade antifingica de Oleos
essenciais e extratos de plantas da regido Amazobnica sobre cepas de C. albicans
(Menezes et al. 3 2009). Em relagéo aos extratos testados, o de Syzygium aromaticum
(cravo-da-india) apresentou boa atividade antifUngica, os de Psidium guajava
(goiabeira) e de Eleut herine plicata (marupazinho) mostraram atividade antifungica
moderada e 0Ss outros extratos testados (Annona glabra, Azadiractha indica,
Bryophyllum calycinum e Mammea americana) ndo demonstraram atividade antifingica
contra C. albicans. Algo interessante a ressaltar € que o principal componente ativo do
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) € o eugenol, muito usado na odontologia, o qual
estudos in vitro demonstraram que possui baixa citotoxicidade e potente atividade
contra C. albicans.

A familia Lauraceae apresenta varios géneros e cerca de 3000 espécies
espalhadas em todos os continentes, especialmente na Asia e na América do Sul. A
familia Lauraceae € rica em alcaldéides derivados do benziltetrahidroisoquinolinico
(BTIQ) e este é o principal metabdlito biossintetizado da familia. Este metabdlito
pertence a via do acido chiquimico e se origina de o amino&cido L-tirosinal2. O &cido
chiquimico fornece uma rota alternativa para os compostos aromaticos, particularmente
para aminoacidos aromaticos, tais como L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano. Este
caminho é usado por micro-organismos e plantas. Foi observado que a origem
biossintética dos alcaldides da Lauraceae ndo pode ser acomodada em apenas uma
rota metabdlica e pode resultar da combinacdo de derivados de um ou mais
metabdlitos distintos, como anabasina, parte do acido nicotinico e parte da L-lisina,
foebegrandinas A e B, proaporfina e dimeros de alcaldides inddlicos, e diversos outros.

O género Cryptocarya pertence a familia pantropical da Lauraceae, da qual
varias espécies crescem nas florestas tropicais dos paises da orla do Pacifico.
Diferentes tipos de produtos naturais, apresentando consideravel diversidade
estrutural, ttm sido isolados de espécies desse género, incluindo flavonoides e pironas
(Dumontet et al. *° 2001). A Cryptocarya, é um dos géneros que mais produz 0s
alcaldides (Silva Telles et al.** 2018). Cryptocarya mandioccana (noz-moscada-do-

brasil) € uma espécie de arvore de até 30 m de altura que é amplamente distribuida ao



20

longo da mata atlantica costeira do sul do Brasil. Seus frutos séo distintos devido ao
seu aroma e sabor pungente, sendo curativo e com propriedades estomacais. Sua
casca, amarga e cheirosa, também é usada medicinalmente contra célicas e diarréia. O
cha feito de suas sementes é usado contra dores e suas folhas esmagadas, contra
fortes célicas. Ainda, como frutas sdo amplamente consumidas por populacfes de
primatas (Moraes? 2007). Nehme et al** (2001) identificaram como principais
constituintes de extratos das folhas de C. mandioccana o flavondide quercetina-3-
Oramnopiranosideo e as estirilpironas criptomoscatona D2 e criptofoliona. Com novas
andlises, ainda das folhas, isolaram os flavondides glicosilados quercetina-3-O-
galactopiranosideo, quercetina-3-Oglicopiranosideo, quercetina-3-O-xilopiranosideo,
guercetina-3-Oarabinopiranosideo e  quercetina-3-O-alopiranosideo, além das
estirilpironas  criptomoscatona E3, criptomoscatona D1, criptomoscatona D2,
criptomoscatona F1, desacetilcriptocarialactona, criptomoscatona E1, criptofaliona e
goniotalamina.

Espécie arbdérea que atinge até 35 metros, a C. moschata apresenta
diversos nomes populares, como canela-batalha, louro-precioso e canela-de-papagaio.
A espécie é encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, S8o Paulo. O extrato bruto de suas folhas
e caules apresentaram atividade antiproliferativa. A espécie também é indicada para
plantios mistos em recuperacdo de areas degradadas e na recuperacdo das margens
de reservatérios de hidrelétricas (Moraes??, 2007). Das folhas de C. moschata,
Bastos*® (2003) isolou seis flavondides e duas estirilpironas: quercetina-3-O-
ramnopiranosideo, quercetina-3-Ogalactopiranosideo, quercetina-3-O-glicopiranosideo,
guercetina-3-Oxilopiranosideo, quercetina-3-O-arabinofuranosideo, quercetina-3-0O-6"-
acetilalopiranosideo, goniotalamina e 4'-hidroxi-6'-fenil-1',5'-hexadienil-5,6-diidro-2-
pirona (Bastos **, 2003). Estudos fitoquimicos da casca de C. moschata mostraram que
as estirilpironas sdo os metabdlitos secundarios tipicos presentes nesta espécie
(Cavalheiro e Yoshida 2%, 2000). Glicosideos flavonodides, bem como estirilpironas,
foram detectados em folhas, e a variabilidade intraespecifica qualitativa e quantitativa
desses metabdlitos secundarios também foi determinada (Nehme at al.*?, 2001). Outro
estudo com as folhas de C. moschata levou ao isolamento de substancias que

apresentaram atividade contra os fungos fitopatégenos Clodosporium cladoporioides e
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C. sphaerospermum, além disso, nos testes de atividade antiproliferativa (in vitro) em
linhagens celulares cancerigenas, a planta apresentou atividades contra as linhagens
PC3 (prostata), MCF-7 (mama), HT-29 (c6lon), UACC-62 (melanoma) e 786-0 (renal)
(Telascréa 3%, 2006).

Em 2012, Feng et al.** realizaram uma investigacdo fitoquimica guiada por
bioensaio sobre flavonoides anti-inflamatérios de Cryptocarya chingii, 0 que levou ao
isolamento de algumas substancias. Destas, foram relatados seis novos flavonoides
(cryptogiona A-F), que antes ndo foram notificados, e nove compostos conhecidos
((2S)-5,7-dihidroxiflavanona; cryptocaryanona B; cryptocaryona,;
desmetilinfectocaryona; cryptocaryona A; bicaryanona A,C e D; e chalcocaryanona C).
Para avaliar a acdo anti-inflamatoria, foi investigada a atividade contra degradacéao de
kBa induzida por TNF-a, que é um pré-requisito para a ativacdo da via NF-kB. Os
compostos  (2S)-5,7-dihidroxiflavanona,  cryptocaryanona B e  cryptocaryona
demonstraram atividade contra a inducdo de resposta inflamatoria por TNF-a, por
bloquear a degradacao de kBa.

Em outra pesquisa que relata sobre os constituintes citotoxicos da
Cryptocarya maclurei (Feng et al. *°, 2013), cinco novas flavononas (cryptogionas G-K)
e um novo policetideo (cryptomaclurona) foram isolados de um extrato organico feito do
caule de C. maclurei. Os pesquisadores relataram um pouco sobre a estrutura quimica
desses compostos e avaliaram a citotoxicidade contra linhagens de células
cancerigenas como: KB (carcinoma nasofaringeo humano), SGC-7901 (cancer
gastrico) e SW1116 (cancer de colon). Sobre a estrutura quimica, foi descrito que as
cryptogionas G-K sdo exemplos raros de flavonoides de 17 carbonos, que possuem
unidade adicional de dois carbonos em C-5, o que sO foram encontrados no género
Cryptocarya, e o novo policetideo possuia um esqueleto com 16 carbonos. Foi
observado que essa unidade adicional de dois carbonos em C-5 (acido 5-acético/grupo
lactona) nos flavonoides da Cryptocarya, pode ser um marcador quimiotaxondmico do
género. No estudo foi relatada uma citotoxicidade moderada do composto
cryptomaclurona.

Chau et al. % (2020), testou varios 6leos essenciais das folhas das
Lauraceae quanto a atividade antimicrobiana e todos os Oleos essenciais testados

mostraram boas atividades antibacterianas contra os organismos Gram-positivos. Os
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Oleos essenciais de folhas de L. viridis e N. ellipsoidea demonstraram atividades
particularmente notaveis contra E. faecalis e B. cereus, com valores de concentracao
inibitéria minima (CIM) de 16 pg, enquanto o 6leo essencial de folha de C. impressa
mostrou excelente atividade anticandida com CIM de 16 pg/mL. Os componentes
responsaveis pela atividade anticandida do 6leo essencial de folhas de C. impressa
nao foram precisamente identificados. Nem o (E) -carofileno ou o a-humuleno
demonstraram forte atividade anticandida albicans. A atividade anticandida do préprio
biciclogermacreno aparentemente ndo foi determinada. No entanto, o Dodecanal,
mostrou atividade contra C. albicans com uma CIM de 125 pg / mL.

Em um estudo sobre a citotoxicidade de flavonoides antimicrobianos de
Cryptocarya concinna (Huang et al. ** 2014), foram isolados do caule extratos onde
foram encontrados 5 novos flavonoides (cryptocononas A-E), junto com 6 compostos
conhecidos (cryptoquiona A, cryptogiona C, cryptocaryanona A, cryptocaryona,
kurzicalcolactona A e Kkurzilcalcolactona B) que foram determinados através da
comparacao com dados fornecidos pela literatura. Os compostos foram testados tanto
com relacdo a sua atividade citotoxica, quanto antimicrobiana. Para avaliar a
citotoxicidade, estes compostos foram testados contra linhagens celulares como: HT-29
(carcinoma colo retal humano), HCT-116 (cancer de colon), SW480 (cancer de cdlon) e
MDA-MB-231 (cancer de mama). Os resultados exibiram atividade citotoxica moderada
dos compostos cryptocaryona e kurzicalcolactona A, enquanto os outros foram inativos.
J4 em relagdo a atividade antimicrobiana, os compostos testados quanto a acao
antibacteriana foram: Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola, Acidovorax avenae subsp. citrulli, e Erwinia amylovora e antifungica foram:
Phytophthora capsici, Fusarium moniliforme, Alternaria solani, e Botrytis cinérea. O
resultado observado foi que apenas 0s compostos cryptocaryanona A,
kurzicalcolactona A e kurzilcalcolactona B apresentaram uma atividade antimicrobiana
significativa.

Em 2018, Andrade et al. “® avaliaram a composicdo quimica e as
propriedades biolégicas do 6leo essencial das folhas de Cryptocarya aschersoniana
Mez. De acordo com o trabalho, a composicdo quimica predominante € de “uma
mistura de monoterpenos e sequiterpenos, CcujosS componentes majoritarios

encontrados foram: limoneno (42,3%), linalol (9,7%) e nerodidol (8,6%). Foram
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avaliados os efeitos anticariogénico, antimicobacteriano, leishmanicida e citotoxico in
vitro. Para determinacdo da atividade antibacteriana e antimicobacteriana, foram
utiizadas as seguintes bactérias: Streptococcus mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
sobrinus, S. salivarius, Mycobacterium tuberculosis, M. avium e M. kansasi, e 0
resultado foi que o Oleo possui moderada eficacia contra bactérias cariogénicas,
tuberculosas e ndo tuberculosas. No caso da citotoxicidade contra os macrofagos
peritoneais que foram utilizados para o teste, 0 0leo apresentou-se altamente citotoxico
apos 24 horas de incubacgdo. A atividade leishmanicida foi altamente ativa, assim como
ja foi descrito na literatura. Os autores ressaltam o fato de que as propriedades
biolégicas se dao pelo Oleo possuir constituintes que ndo tém alvos celulares
especificos, porém o carater apolar dos 6leos essenciais permite que eles atravessem
facilmente as paredes celulares e membranas citoplasméticas, portanto podem causar

danos celulares como morte por necrose e apoptose.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Estudo I (in vitro)

Avaliar a eficacia de diferentes espécies de Cryptocarya sobre biofiime de
Candida albicans formados em amostras de resina acrilica para base de préteses.

4.1.1 Coleta do material vegetal

Na regido sudeste do Brasil, mais especificamente na regido de Mata
Atlantica, sdo encontradas sete espécies de Cryptocarya. O estudo proposto se
concentrou na avaliacdo dos extratos e substancias presentes em espécies ja estudas
pelo Prof. Alberto J. Cavalheiro e colaboradores, principalmente Cryptocarya
mandioccana, C. moschata e C. ashersoniana. O Dr. Cavalheiro se dedica ao estudo
quimico desse género desde 2000 (Cavalheiro e Yoshida 2* 2000). A coleta de C.
mandioccana e C. Saligna foi realizada no Parque Estadual da Serra do Mar, Nucleo
Picinguaba, Ubatuba - SP. C. moschata foi coletada na mata do Viveiro Camara,
municipio de Ibaté - SP. Os locais de coleta foram selecionados pelo Dr. Cavalheiro por
meio de estudos quimicos anteriores, como ja mencionado. Nesses estudos verificou-
se variabilidade quimica intra-especifica, de forma que escolhemos alguns espécimes
cujos dados quimicos e atividade antifingica nos pareceram mais promissores para a

atividade biolégica a ser avaliada (Nehme #? 2001, Nehme et al. 2° 2008).

De cada espécie vegetal foi coletado de 0,5 a 1,0 kg de folhas, casca, tronco
e frutos. As amostras coletadas foram secas em estufa com ventilacdo e renovacéao de
ar, por 48 horas, na temperatura de 40 °C. Em seguida, foram pulverizadas em moinho
de facas (Bandeira et al. 2° 2009).

4.1.2 Preparo do extrato vegetal

Os extratos vegetais foram preparados por sonicacdo (UAE — extracao

assistida por ultrassom) do material vegetal com solvente hidroalcodlico (agua e
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etanol). Foram realizadas trés extracdes com o solvente, por sonicacdo, durante 20
minutos cada, de forma a obter-se extratos de folhas, tronco, casca e fruto de cada
espécie, utilizando proporcdo 1:10 (wt v-1) de matéria-prima: solvente. Depois, 0
extrato foi filtrado e concentrado com eliminacdo do solvente por liofilizagdo. Os
extratos brutos foram pesados e aliquotados para posteriormente serem diluidos em

agua com etanol nas proporcdes de interesse (Bandeira et al. 2 2009, modificado).

4.1.3 Microrganismos e condi¢cdes de crescimento

Para realizacdo dos experimentos foi realizada a reativacdo do micro-
organismo Candida albicans (ATCC 90028). A reativacdo dos micro-organismos foi
feita por meio da técnica de Placa com Semeadura Direta. Primeiramente, 0 meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) foi retirado da geladeira e permaneceu em
temperatura ambiente por 30 minutos. O tubo com o meio de cultura de micro-
organismos foi removido do freezer, aberto assepticamente em chama do bico Bunsen.
Em seguida, com uma alca esterilizada, foi retirada uma aliquota da cultura, a qual foi
semeada (por estrias) em uma placa com meio de cultura sélido (SDA), usando o
método de esgotamento por quadrante. Posteriormente, a placa foi incubada por 48
horas a 37°C. Apl6s o crescimento das colénias foi realizado o pré-inéculo.
Primeiramente, de maneira asséptica, em tubos tipo Falcon foram adicionados 10mL
do meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB) especfifico para crescimento da cepa.
Em seguida, com uma alga de inoculagdo, 5 coldnias, selecionadas aleatoriamente na
placa, foram coletadas. O tubo foi levado ao aparelho Vortex e incubado na estufa a
37°C por 16 horas. Um tubo Falcon com 9,5mL do meio de cultura YNB foi utilizado
para realizar a diluicdo na razdo de 1:20 do pré-inéculo (ou seja, 9,5mL de meio de
cultura liquido estéril + 0,5mL do pré-indculo). Entdo, o tubo foi novamente vortexado.
Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotometro, com filtro de 540nm, e o
indculo foi incubado por mais 8 horas na estufa a 37°C. ApoOs essas 8 horas, o tubo
Falcon foi removido da estufa e nova leitura em espectrofotbmetro foi realizada para
averiguar se houve crescimento dos micro-organismos até a fase de mid-log (Panariello

et al. *° 2014). Confirmado o crescimento dos micro-organismos, o tubo foi levado a
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centrifuga por 5 minutos para formagado do “pellet”. Em seguida, o “pellet’ foi lavado
com PBS (phosphate-buffered saline) duas vezes. Apds as duas lavagens, os micro-
organismos foram ressuspendidos em meio RPMI-1640. Posteriormente, a densidade
6ptica da suspensdo foi medida e normalizada para uma concentracdo de 1x10°

células/mL (Zamperini et al. *° 2011).

4.1.4 Determinagdo da concentragcdo inibitoria minima (CIM) e concentracao

fungicida minima (CFM) para as células plancténicas

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada em
placas de cultura de 96 pocos, de acordo com o protocolo recomendado pela Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI ®!). Os valores foram determinados pela
incubacéo estatica das suspencdes do micro-organismo, por 24 horas a 37°C, expostos
as diferentes concentracdes da planta medicinal avaliada neste estudo (espécies de
Cryptocarya a 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% 3,12%, 1,56%, 0,78%). ApGs 24 horas
de contato, o valor da CIM foi dado pela menor concentracdo do extrato em mg/mL-1,
capaz de impedir o crescimento microbiano, observado pela turvacéo visual ou ndo do
meio de cultura. A seguir, uma aliquota de cada orificio da placa foi diluida em PBS até
10, plaqueada, colocada em estufa por 48 horas e contada para a determinacéo da
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) por meio da contagem do nimero de colbnias
vidveis, sendo o valor da CFM determinado como a menor concentracdo do extrato em
estudo capaz de causar a morte do inéculo. As analises foram realizadas em triplicata

em 3 ocasides distintas.

4.15 Determinagdo da concentracdo fungicida minima dos extratos em biofilme
(CFMb):

Para a formacao do biofilme, primeiramente, 100 yL do meio de cultura,
contendo as células fingicas na concentracdo de 1x10° células/mL, complementado
com 100 pL de meio RPMI-1640 tamponado, com MOPS (Acido 3-morfolinopropano 1-
sulfénico) e pH 7,0, foram adicionados a cada poco de uma placa de 96 orificios. Em

seguida, a placa foi levada para incubagcdo a 37 °C, em agitador orbital (75 rpm)
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durante 90 minutos (adesao inicial). Posteriormente, as células nao aderidas foram
removidas da placa por meio de lavagem com tampéo PBS estéril, por duas vezes, e
200 pL de meio de cultura RPMI-1640 tamponado com MOPS (pH de 7,0) foram
colocados em cada pogo da placa para formagao do biofilme. A placa foi levada para
incubacdo durante 24 horas a 37 °C sob agitacdo orbital (75 rpm). Apds as 24 horas,
100 yL de meio foram retirados dos pogos € o0 mesmo volume novo de meio RPMI-
1640 tamponado com MOPS (pH 7,0) foi adicionado. A placa foi, entdo, incubada
novamente durante mais 24 horas, totalizando 48 horas de formacdo de um biofilme
maduro. Apdés 48 horas, o0 meio foi aspirado e as ceélulas ndo aderentes foram
removidas por lavagem dos biofilmes duas vezes com tampdo PBS estéril. Apés a
formacao do biofilme, foi adicionado a cada orificio da placa 200 pyL das solugcdes de
extratos de Cryptocarya sp em diferentes concentracdes, partindo da concentragédo do
CIM para células planctonicas e aumentando a cada orificio gradadivamente em 5x,
10x, 15x, até a concentracdo maxima possivel (100%). Essas solu¢des foram mantidas
em contato com o biofilme por um periodo de 24 horas a 37 °C. Apés o periodo de
incubacéo, a CFMb foi determinada como sendo a menor concentracdo capaz de inibir
o crescimento do biofilme, que foi observado pelo método de contagem de unidades
formadoras de colbnias. As andlises foram realizadas em triplicata em 3 ocasifes

distintas.

4.1.6 Confeccao dos corpos de prova

Com o objetivo de verificar a atividade antifungica dos extratos de
Cryptocarya sp sobre uma resina acrilica para base protética, polimerizada por energia
de micro-ondas (Vipi Wave; VIPI Industria e Comércio Exportacdo e Importacdo de
Produtos Odontolégicos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil), material usado para
confeccdo de proéteses, corpos de prova foram confeccionados e biofilme maduro (48

horas) de Candida albicans foi formado sobre os mesmos.

Primeiramente, matrizes metdlicas, contendo orificios medindo 14 mm de
diametro x 1,2 mm de espessura, foram colocadas em mufla prépria para micro-ondas,

entre duas placas de vidro. Essas placas foram previamente jateadas com Oxido de
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aluminio para padronizar a rugosidade da superficie das amostras em
aproximadamente 3,0 um (lzumida et al. ®® 2014), simulando a superficie interna das
proteses. Posteriormente, a resina acrilica para base de proteses foi manipulada de
acordo com as instru¢ges do fabricante em uma proporgédo de 14,6 g de p6 com 6,5 mL
de liquido, e a matriz foi, entdo, preenchida com a resina acrilica na fase plastica. A
prensagem da resina acrilica foi realizada aplicando-se cargas graduais de 0,5, 0,8 e
1,25 tonelada-forca (tnf). Nessa Ultima carga, a mufla foi mantida sob a prensa por
cerca de 30 minutos e fechada com auxilio de parafusos préprios (Pero et al. >3 2008).
Em seguida, os corpos de prova foram polimerizados em um forno de micro-ondas
doméstico 500W (Brastemp da Amazbdnia SA, Manaus, AM, Brasil) por 20 minutos com
poténcia de 20%, seguido por 5 minutos com poténcia de 80% (de acordo com as
recomendagdes do fabricante da resina). As muflas foram colocadas em bancada
durante a noite para o resfriamento. Apos a demuflagem, os excessos das amostras
foram removidos com uma ponta Maxi-Cut (Lesfils de August Malleifer SA, Ballaigues,
Suica). Apdés a remocao dos excessos, todos os corpos de prova foram lavados em
banho de ultrassom utilizando agua destilada durante 15 minutos para remover 0s
residuos decorrentes do processo de confeccdo das amostras e armazenados em agua

destilada em estufa por 48 horas para eliminacdo do monémero residual.

4.1.7 Medida da rugosidade superficial

ApOs a obtencdo dos corpos de prova, a rugosidade superficial foi
mensurada com o intuito de padronizar as amostras e homogeneizar oS grupos. A
precisdo de leitura do rugosimetro foi de 0,01 um (Mytutoyo Corporation, Tokyo,
Japan), comprimento de leitura de 2,4 mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s, e o
raio da ponta ativa de 5 ym. Foram realizadas quatro medidas para cada corpo de
prova (duas de cada lado) e a média entre as leituras foi determinada como o valor da
Ra (um). Selecionaram-se para os testes microbiolégicos os corpos de prova que
possuiam rugosidade superficial entre 2,7 e 3,7 ym (Panariello et al. °>* 2015; Zissis et
al. ® 2000).
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4.1.8 Coletada saliva

ApOs aprovacdo do Comité de FEtica em Pesquisa em Humanos da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (CAAE 79249417.0.0000.5416. ANEXO A),
saliva ndo estimulada foi coletada a partir de dois voluntarios saudaveis com denticao
natural completa, os quais receberam e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. A coleta foi realizada na mesma hora do dia, no periodo da manha, ao
longo de 30 minutos, apOs a higienizacdo bucal, e os voluntarios estavam em jejum. Os
critérios de exclusédo foram: pacientes com doencgas sistémicas; presenca de carie ativa
e/lou doenca periodontal; uso de antibiético nos ultimos 3 meses. A saliva coletada foi
colocada em tubos de Falcon e, em seguida, foi levada para a centrifugacéo (3800 g, 4
°C, 10 min) e o sobrenadante foi esterilizado por filtracédo (filtro com membrana de 0,22
pum, Corning, Corning, NY, EUA). Aliquotas foram armazenadas a -20 °C até sua

utilizacao.

4.1.9 Formacao do biofilme sobre as amostras

Previamente aos testes microbioldgicos, as amostras de resina acrilica
foram expostas a luz ultravioleta sob condi¢bes secas durante 20 minutos (de cada
lado) para desinfeccdo (Jorge et al. °% > %8 59 2004, 2006, 2007, 2009). Este

procedimento foi adotado por preservar as propriedades da resina acrilica.

Apoés o procedimento de desinfeccdo em luz ultravioleta, as amostras foram
colocadas, individualmente, em cada orificio de uma placa de 24 pocos. Sobre cada
amostra, 2 mL da saliva filtrada foram acrescentados em cada orificio e a placa foi
incubada em estufa, a 37°C, durante 90 minutos, para formacao da pelicula salivar. Em
seguida, foi realizada a formacdo de um biofilme de 48 horas. Para isso, 750 uL do
meio de cultura, contendo as células fingicas na concentracdo de 1x10° células/mL,
complementado com 750 pyL de meio RPMI-1640 tamponado, com MOPS pH 7,0,
foram adicionados a cada poco, e depois levados para incubacdo a 37 °C, em agitador

orbital (75 rpm) durante 90 minutos (adesao inicial). Posteriormente, as células nado
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aderidas foram removidas das amostras por meio de lavagem do corpo de prova com
tampao PBS estéril, por duas vezes, e 1500 uyL de meio de cultura RPMI-1640
tamponado com MOPS (pH de 7,0) foram colocados em cada poco da placa para
formacao do biofilme. A placa foi levada para incubagao durante 24 horas a 37 °C sob
agitacao orbital (75 rpm). Apos as 24 horas, 750 pL de meio foram retirados dos pogos
e 0 mesmo volume de RPMI-1640 tamponado com MOPS fresco (pH 7,0) foi
adicionado. A placa de 24 pocos, contendo as amostras, foi, entdo, incubada
novamente durante mais 24 horas, totalizando 48 horas de formacdo de um biofilme
maduro. Apdés 48 horas, o0 meio foi aspirado e as ceélulas ndo aderentes foram

removidas por lavagem dos biofilmes duas vezes com tampéo PBS estéril.

4.1.10 Atividade antifungica dos extratos das espécies de Cryptocarya

Apos a formacédo do biofilme maduro (48 horas) sobre as amostras de resina
acrilica, cada poco da placa de 24 orificios, contendo as amostras, foi preenchido com

1 mL das seguintes solucdes:

GC: solucdo de extratos de Cryptocarya ssp (moschata e mandioccana) na

CFMb (previamente determinada);

CP: solugédo de nistatina a 100.000 IU/mL (controle positivo): usado na

contagem de unidades formadoras de colbnias
CN: solucdo de PBS (controle negativo)

As solucbes permaneceram nos pocos por um periodo de 60 minutos
(lzumida et al.®?> 2014). Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes com PBS
para remocao dos excessos das diferentes solucdes e das células ndo aderidas. Para
avaliacdo do efeito antimicrobiano das diferentes solugdes, foram realizados os testes
de avaliacdo do metabolismo celular (AlamarBlue® assay) e contagem do nimero de
colbnias viaveis (UFC/mL). As andlises foram realizadas em triplicata em 3 ocasides

distintas.
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4.1.11 Avaliacado do metabolismo celular por meio do teste AlamarBlue®

O metabolismo celular do biofilme de Candida albicans foi avaliado usando o
teste AlamarBlue®, uma técnica que mede a viabilidade celular por meio da atividade
das enzimas mitocondriais. A mudanca de cor no teste representa a atividade
metabdlica do biofilme. Apds o periodo de contato das amostras (n=3) com as solucfes
de cada grupo experimental, as mesmas foram lavadas 2 vezes com PBS e foram
colocados 1500 pL meio de cultura novo em cada orificio da placa. Em seguida, foram
acrescentados 150 pL de solucdo de AlamarBlue®. As placas foram, entdo, colocadas
na incubadora de agitacdo orbital a 37°C e 76 rpm. ApGs 4 horas foi realizada a leitura
de fluorescéncia. A fluorescéncia das amostras foi medida usando Fluoroskan Ascent
FL com filtro de excitacdo a 560 nm (A560) e emissdo 590 nm (A590).

4.1.12 Contagem do numero de coldnias viaveis (UFC/mL)

Para a quantificacdo de micro-organismos, as amostras contendo o biofilme
de C. albicans foram transferidas para tubos Falcon contendo 4,5 mL de PBS puro e
agitados durante 1 minuto em vortex para o desprendimento das células. Em seguida,
o processo de diluicdo seriada foi realizado em tubos eppendorf contendo 900 pL de
PBS puro por meio da transferéncia de aliquotas de 100 uL da solugao original. As
diluicdes de 10! a 10 foram obtidas. Duas aliquotas de 10 pL da diluicdo de 107 e de
10 foram gotejadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud com cloranfenicol
(SDA). A seguir, todas as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. ApOs esse
periodo, as placas foram posicionadas sobre um contador de colénias manual e o
nimero de colbnias foi determinado. O nimero de unidades formadoras de colbnias
por mililitro (UFC/mL) foi calculado de acordo com a seguinte formula: UFC/mL =
nimero de colbnias x 10n / g. Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicdo
escolhida (de 3 a 4) e q equivale a quantidade, em mL, semeada de cada diluicdo nas
placas (0,010 mL = 10 pL).
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4.1.13 Microscopia de varredura confocal alaser (MVCL)

Para este teste, foi formado biofilme sobre corpos de prova (posicionados
em placas de cultura de 24 orificios) e sobre o fundo dos pocos de uma placa de 24
pocos. Apos a formacdo do biofilme foi feita a aplicacdo dos tratamentos: um grupo
recebeu o extrato de folha de C. moschatta mantendo em contato por 10 min, outro
grupo recebeu o extrato por 20 min, o grupo controle permaneceu com PBS, um grupo
recebeu nistatina por 10 min, e outro nistatina por 20 min. Posteriormente foram
adicionados 10 mL de solucdo salina contendo 2 mL de corante Live/Dead (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA), contendo SYTO-9 e Propidiumlodide (PIl) (Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR, USA) sobre as amostras. As placas com e sem o0s corpos de
prova foram, entdo, incubadas por 15 minutos no escuro. A maxima excitacdo e
emissao utilizada foi de aproximadamente 480/500 nm para SYTO-9 e 490/635 nm
para Pl. Posteriormente, imagens foram obtidas com um microscopio confocal. As

células vivas sao coradas em verde e as mortas em vermelho.

4.1.14 Desenho do estudo

A presente proposta trata-se de um estudo laboratorial (in vitro).
Primeiramente, foram determinadas as CIM, CFM, CFMb da planta medicinal testada
(Cryptocarya sp). Em seguida, o efeito antifingico dessa planta sobre o biofilme de
Candida albicans em amostras de resina foi avaliado pelos testes de contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e AlamarBlue® (contagem de células por
fluorescéncia). Para as analises em biofilme, as concentracbes de 10 e 15 vezes da
CIM foram avaliadas. Os testes foram realizados em triplicatas, em 3 ocasifes
diferentes (n=9). Além disso, foram confeccionadas 2 amostras de cada grupo

experimental para andlise do biofilme em confocal.

4.1.15 Anédlise estatistica
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Os valores de UFC/mL sédo extremamente elevados e, por isso,
considerados de dificil avaliagcdo. Assim, as contagens de micro-organismos, em
UFC/mL, foram transformadas em logaritmo (logio) para fins de andlise estatistica. Em
seguida, os dados foram analisados estatisticamente usando os testes de Kruskal-
Wallis e Dunn (post hoc). Os dados dos valores de fluorescéncia (AlamarBlue®) foram
submetidos ao teste de ANOVA e pés-teste de Tukey. O nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.

4.2 Estudo Il (in vitro)

Avaliar a citotoxicidade de extratos de espécies Cryptocarya sobre células

epiteliais por meio do teste AlamarBlue®.

4.2.1 Cultura e manutencéo das células

O efeito citotdéxico de extratos das espécies de Cryptocarya foi avaliado pelo
método de cultura de células. Células NOK (queratindcitos orais normais) foram
propagadas em meio de cultura de DMEM suplementado com 7,5% de soro fetal
bovino e 80 ug/mL de gentamicina. O cultivo das células foi realizado em frascos para
culturas de células com tampa contendo um filtro que permitiu a passagem de CO;
(Costar, Corninglncorporated, Corning — NY — USA). Esses frascos foram incubados
em estufa para cultura de células (Forma Scientific, Marietta — OH — USA) com 5% de
CO2, & temperatura de 37°C e ambiente com umidade controlada (Jorge et al. > 7 %8
%92004, 2006, 2007, 2009; Tay et al. °°2012).

Para a manutencdo da cultura, as células foram repicadas para novos
frascos apoOs periodos de trés dias de incubacdo, até se proceder ao teste de
citotoxicidade. Para isso, foi colocado 1 mL de tripsina com a finalidade de desagregar
as células da parede do fundo do frasco e obter uma suspensédo. Dessa suspensao de
células, cada 1 mL foi colocado em novo frasco, sendo acrescidos 9 mL de meio de
cultura suplementado, com o auxiio de uma pipeta graduada e um pipetador

automatico. Cada frasco foi, entdo, tampado e levado a estufa para a formacdo de nova
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confluéncia de células. E importante salientar que todos os procedimentos foram
realizados em area asséptica dentro da capela de fluxo laminar previamente
desinfetada com alcool 70% e luz UV.

4.2.2 Quantificacdo das células

Para a realizacdo dos testes de citotoxicidade, uma suspens&o de 1,0 x 10°
células/mL de meio de cultura foi preparada. Para isso, as células foram descoladas do
fundo da garrafa adicionando-se tripsina. Em seguida, essa suspenséo foi colocada em
um tubo de 15 mL e levada para uma centrifuga especial autobalanceavel (Fanem
Ltda, Sdo Paulo — SP - Brasil), por 10 minutos a 1.500 rpm, com o0 objetivo de
precipitar as células no fundo do tubo. Posteriormente, dentro da capela de fluxo
laminar, o sobrenadante foi desprezado e 1 mL de meio de cultura DMEM,
suplementado com 7,5% de soro fetal bovino e 80 ug/ml de gentamicina, foi
acrescentado e as células misturadas a ele. A partir dai, 10 uL foram retirados e
adicionados a 90 uL de corante azul de Tripan (Merck - Industrias Quimicas Rio de
janeiro — RJ — Brasil). Dessa solugao, 10 uL foram removidos e introduzidos na camara
hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Hamburg — Alemanha) onde, entdo, as células
vidveis foram contadas com a utilizacdo de um microscépio 6ptico (Nikon — modelo YS
100, Tokyo — Japdo) com aumento de 40x. Em seguida, a suspensédo foi ajustada a
uma concentracdo de 1,0 x 10° células/mL de meio de cultura para posterior utilizacio

no teste de citotoxicidade, variando-se apenas o volume da suspensao.

4.2.3 Avaliacao da proliferacao celular por meio do teste AlamarBlue®

A proliferacdo celular de queratinécitos orais normais (NOK) também foi
monitorada usando o teste AlamarBlue®, uma técnica que mede a viabilidade celular por
meio da atividade das enzimas mitocondriais. A mudanca de cor no teste representa a
atividade metabdlica das células. Para a realizacdo do teste, 100 uL da suspensdo
composta de 1,0 x 10° células/mL, ou seja, 1,0 x 10* células/mL, foram colocados em

cada compartimento de uma placa com 96 orificios, incubada em estufa com 5% de CO,,
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a 37°C por 24 horas. Apos tal periodo de incubacdo, o meio de cultura foi desprezado,
permanecendo as células aderidas no fundo da placa. Em seguida foram adicionados 100
uL de meio de cultura novo contendo a solugdo da planta medicinal nas concentracdes
selecionadas previamente. Em seguida, foram acrescentados 10 pL de solucdo de
AlamarBlue®, foi realizada a primeira leitura de fluorescéncia apés 6 horas, segunda
leitura apds 12 horas e a terceira leitura apos 24 horas. A fluorescéncia das amostras foi
medida usando Fluoroskan Ascent a 560 nm (A560) e 590 nm (A590).

4.2.4 Desenho do estudo

A presente proposta trata-se de um estudo laboratorial (in vitro). Para cada
grupo experimental foram destinados quatro orificios da placa de 96 orificios e o teste
de proliferacdo celular AlamarBlue® foi realizado em trés ocasifes distintas. Dessa
forma, cada condicdo experimental ficou com um ndmero de 12 replicatas. A leitura foi

realizada apos 6, 12 e 24 horas.

4.2.5 Anélise estatistica

Os resultados da citotoxicidade das espécies de Cryptocarya foram
analisados de duas maneiras separadamente: uma analise quantitativa e outra
gualitativa. Na analise quantitativa, os resultados do nimero de células viaveis foram
tabulados e submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade de variancia para
verificar a distribuicdo dos dados amostrais. ANOVA mista (fator independente =
grupos; fator dependente = tempo) e pdés teste de Tukey foram realizados com nivel de
significancia de 5%. Além disso, para complementar a analise estatistica, o resultado
de cada grupo experimental foi comparado com o grupo controle (considerado 100% de
viabilidade) e as solucdes dos extratos da planta foram classificados de acordo com o
efeito citotdxico em (andlise qualitativa): 0 — ndo citotdxico (inibigdo menor do que 25%
em relacdo ao grupo controle), 1 — discretamente citotoxico (inibicdo entre 25% e 50%

em relacdo ao grupo controle), 2 — moderadamente citotdéxico (inibicdo entre 50% e



36

75% em relacdo ao grupo controle) e 3 — intensamente citotdxico (inibicdo maior do que

75% em relacdo ao grupo controle).

4.3 Estudo Il (in vivo)

Avaliar a eficacia do extrato de folha de Cryptocarya moschatta na
inativacdo de biofilme de Candida albicans presente no dorso lingual de camundongos

com candidose induzida e sua biocompatibilidade.

4.3.1 Candida albicans e condi¢gbes de crescimento

Foram utilizados fungos da espécie Candida albicans ATCC 90028 que
foram semeadas em placas de Petri sobre o meio de cultura Agar Sabouraud com
cloranfenicol (SDA) e incubadas a 37°C por 48 horas. Apds este periodo de ativagao,
uma alcada da levedura recém-cultivada foi adicionada em frascos contendo 10 mL de
RPMI 1640 e incubados em agitador orbital a 37°C por 16 horas, apés isso as células
foram centrifugadas a 4.000 rotagbes por minuto, durante 10 min, o sobrenadante foi
descartado e as células sedimentadas foram lavadas duas vezes com PBS estéril
(NaCl 100 mM, NaH2PO4 100 mM, pH 7,2). As células lavadas foram ressuspensas
em 3 mL RPMI, e a densidade Optica da suspensao foi determinada e padronizada a
uma concentracdo de 10’ células/mL, utilizando-se espectrofotdmetro (Equipar Ltda,
Curitiba, PR, Brasil

4.3.2 Animais

Previamente aos experimentos, o projeto de pesquisa foi submetido ao
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (Protocolo CEUA: 36/2017. ANEXO B).

Foram utilizados 50 camundongos da linhagem Swiss mice, com
aproximadamente 6 semanas de vida. Os animais foram cedidos pelo Biotério da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP) - Araraquara. Até que se iniciasse 0s
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experimentos, os camundongos foram mantidos em gaiolas, com cinco animais em

cada, e foram alimentados com racéo e agua ad libitum.

Anteriormente ao inicio de cada experimento, a auséncia de leveduras de
género Candida spp na cavidade bucal e lingua de todos os camundongos foi avaliada.
Para isso, foi realizada a coleta de material da mucosa bucal de cada animal com um
mini swab estéril. Em seguida, o swab foi semeado em placas de Petri contendo meio
SDA. As placas foram incubadas a 37° C por 48 horas. Apds este periodo, a auséncia

de crescimento de fungos nas placas de Petri de todos os animais foi observada.

4.3.3 Inducéo de candidose em lingua de camundongos

Para inducdo de candidose na lingua dos camundongos foi utilizada a
metodologia descrita por Takakura et al. ®* (2003) e reproduzida por Mima et al. ®
(2010), Alves % (2013) e Carmello et al. ® (2016). Nestes estudos, os autores
verificaram que a utilizacdo de prednisolona, um glicocorticGide imunossupressor,
associada a tetraciclina (antibiotico) e inoculacéo tépica de Candida albicans, é capaz

de desenvolver lesdes brancas no dorso lingual dos animais.

A imunossupressdo dos animais foi realizada nos dias 1 e 5 do experimento
(Esquema 1: Estudo lll), por meio de duas injecbes subcutaneas de prednisolona na
dose de 100 mg/kg de massa corporal. Para a realizacdo de tal procedimento, foi
utiizado o medicamento imunossupressor acetato de metilpredinisolona 40 mg/mL.
Uma quantidade de 0,1mL do medicamento foi colocada em uma seringa estéril de
capacidade de 1mL e injetada na porcdo posterior da cabeca do animal, proximo a
regido de pescoco. A tetraciclina foi fornecida na agua de beber do animal na
concentragao de 0,83 mg/mL, desde o primeiro dia de experimento, para prevenir o
desenvolvimento de infecgcOes bacterianas nos animais imunossuprimidos e para
facilitar a infeccdo pela Candida albicans, uma vez que antibidticos de amplo espectro
eliminam bactérias competidoras na cavidade oral. Os animais receberam o
medicamento durante todo o periodo experimental. No dia 2 do experimento, apds o
preparo da suspensdo de Candida albicans a 10’ UFC/mL, os animais foram sedados

com 0,1 mL de cloridrato de clorpromazina 2mg/mL. Para isto, 0,05 mL do
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medicamento foi aplicado intramuscularmente em cada fémur do animal. Os animais
sedados foram inoculados com a solucdo de Candida albicans. Para isto, a lingua de
cada animal foi delicadamente posicionada para fora da cavidade oral com o auxilio de
uma pin¢ca. Em seguida, cotonetes estéreis embebidos na suspensdo do fungo foram
friccionados por todo o dorso da lingua dos animais sedados, por um periodo de 30
segundos. E importante relembrar que no dia 5 do experimento os animais receberam

a segunda dose de imunossupressor de forma semelhante a descrita no primeiro dia.

4.3.4 Tratamento (grupos experimentais)

Apoés 48 horas da segunda imunossupressao (7° dia de experimento) foram
iniciados os tratamentos de acordo com 0S grupos experimentais descritos abaixo
(n=5).

CIUGC: os animais receberam os procedimentos de indugcdo de candidose
oral e receberam uma solucdo de extrato de folha de Cryptocarya moschatta na CFMb
(0,045 g/mL)

CIUGN: os animais receberam os procedimentos de inducdo de candidose

oral e receberam uma solucéo de nistatina a 100,000 IU/mL;

CUST: os animais receberam os procedimentos de inducdo de candidose

oral e ndo receberam nenhum tipo de tratamento;

ClGC-2: os animais receberam os procedimentos de inducdo de candidose
oral e receberam uma solucdo de extrato de folha de Cryptocarya moschatta na CFMb
((0,045 g/mL) que foi reaplicada apds 24h;

CIUGN-2: os animais receberam os procedimentos de inducédo de candidose
oral e receberam uma solucdo de nistatina a 100,000 IU/mL, que foi reaplicada apds
24h;

SIST: os animais ndo receberam os procedimentos de inducdo de

candidose oral e ndo receberam nenhum tipo de tratamento;
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SIGC: os animais ndo receberam os procedimentos de inducdo de
candidose oral e receberam uma solucdo de extratos de folha de Cryptocarya

moschatta na CFMb (previamente determinada);

SIGN: os animais nao receberam os procedimentos de indugcdo de

candidose oral e receberam uma solucdo de nistatina a 100,000 IU/mL;

SIGC-2: os animais ndo receberam os procedimentos de inducdo de
candidose oral e receberam uma solucdo de extratos de folha de Cryptocarya

Moschatta na CFMb (previamente determinada), que foi reaplicada apds 24h;

SIGN-2: os animais ndo receberam os procedimentos de inducdo de
candidose oral e receberam uma solucdo de nistatina a 100,000 IU/mL, que foi

reaplicada apos 24h.

Os Ultimos 4 grupos acima descritos possibilitaram analisar,
histologicamente, se as solugbes terapéuticas causam reacédo inflamatéria no dorso da

lingua do camundongo.

Para a aplicacdo dos tratamentos, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente através da injecdo de 200 pyL de solugdo anestésica contendo
Ketamina (anestésico geral), Xilazina (relaxante muscular) e soro fisiolégico, na
proporcdo de 2:1:17, respectivamente. ApOs anestesia, 0s animais foram colocados em
posicdo supina e, com o auxiio de uma pinca clinica, a lihgua dos camundongos foi
cuidadosamente posicionada para fora da cavidade oral. Em seguida, foi realizada a
aplicagao tépica de 50 pL de cada tratamento proposto de acordo com 0S grupos
experimentais. Em seguida, a lingua dos animais foi posicionada no interior da
cavidade oral e permaneceram em repouso durante 10 minutos. Decorrido este tempo,
foi feita a recuperacdo de Candida albicans da lingua dos animais por meio da coleta
com mini-swabs estéreis que foram previamente embebidos em 1 mL de solucdo salina
estéril. Para a coleta, os mini-swabs foram esfregados sobre o dorso das linguas dos

animais durante 1 minuto.
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Fonte: Elaboracéo propria.

4.3.5 Contagem do numero de colénias viaveis (UFC/mL)

recuperagao

Sacrificio

Apos a recuperacdo de Candida albicans, foram realizadas diluicbes

seriadas a partir das amostras contidas nos tubos de ensaio contendo o mini-swab e 1

mL de solucdo salina. Inicialmente, esses tubos de ensaio foram vigorosamente

agitados durante 1 minuto para que houvesse desprendimento do fungo do swab para

a solucéo salina. Em seguida, uma aliquota de 100 pL foi removida de cada amostra e

transferida para um tubo de ensaio contendo 900 pL de solugéo salina estéril. Este tubo

foi agitado vigorosamente e uma nova aliquota de 100 uL foi removida do mesmo e

colocada em outro tubo de ensaio contendo 900 pL de solugdo salina. Esse

procedimento foi realizado trés vezes para cada amostra e, assim, diluicbes seriadas

de 10 a 107 foram obtidas. As trés diluicdes (107, 102 e 10°3) foram utilizadas para a
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realizacdo da semeadura nas placas de Petri contendo o meio de cultura SDA. Para
este procedimento, os tubos de ensaio contendo as diluicbes seriadas foram
individualmente agitados em agitador de tubos de ensaio. A seguir, aliquotas de 25 L
de cada diluicdo seriada foram pipetadas em duplicata. Cada aliquota foi transferida
para um dos quadrantes das duas placas de Petri contendo o meio de cultura.
Adicionalmente, aliquotas de 25 uL foram removidas dos tubos de ensaio que contém o
mini-swab e foram transferidas diretamente para um quadrante da placa de Petri, sem
a realizacdo de diluicdo. Uma alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a
solucdo sobre o meio de cultura em cada quadrante da placa. Apos 48 horas de
incubacdo a 37°C, as placas de Petri foram submetidas a contagem de col6nias. Para
este procedimento, cada placa de Petri foi posicionada em um contador de colonias
digital. A quantificacdo das colbnias foi realizada e os nimeros de unidades formadoras

de colbnias foram calculados.

ApoOs a incubacéo das placas de Petri a 37 °C por 48 horas, foi realizado o
calculo do nimero de micro-organismos viaveis, em valores de UFC/mL. Para o célculo
desses valores, as colbnias viaveis presentes nas placas de Petri de cada duplicata
foram contadas com o contador de colbnias digital. Ap6s a contagem, foi obtida a
média entre as duplicatas de cada amostra e o nUmero de unidades formadoras de
colbnias por mililitro (UFC/mL) foi calculado utilizando-se a férmula: UFC/mL = nimero
de colénias X 10n/g. Nessa formula, “n” equivale ao valor absoluto da diluigao (0, 1, 2
ou 3), e “q” equivale a quantidade, em mL, pipetada de cada diluicdo nas placas de
Petri.

4.3.6 Sacrificio dos animais e analise histologica

Os camundongos foram sacrificados com uma dose letal de ketamina (0,2
mL) injetada intramuscularmente no fémur, 24 horas apos os tratamentos descritos. A
lingua de cada animal foi removida cirurgicamente e colocada em cassetes, 0s quais
foram identificados de acordo com o grupo experimental a que a amostra pertence. Os
cassetes ficaram imersos em um recipiente com formol a 10% (pH 7,4) por 48 horas.

Decorrido esse periodo, os mesmos ficaram sob agua corrente por mais 24 horas. A



42

lingua foi dividida transversalmente em trés partes e apenas a porcado central foi
embebida em parafina para obtencado de secc¢des de 6 um. As amostras foram coradas
por reagente &acido periédico de Schiff. A andlise histolégica foi realizada por um
especialista em Patologia Oral, Prof. Dr. Carlos Alberto de Souza Costa. Foram
avaliados os seguintes aspectos: presenca/auséncia de fungo e infiltrado inflamatério,
integridade do tecido epitelial, resposta do tecido conjuntivo subjacente frente a estes

procedimentos e estado do tecido muscular.

4.3.7 Desenho do estudo

Este estudo € um desenho experimental em animais (in vivo). Foram utilizados
50 camundongos sendo que, para cada condi¢cdo avaliada, foram utilizados 5 animais.
Esta decisdo foi baseada em estudos prévios (Takakura et al. °* 2003; Mima et al. 2
2010; Alves %2 2013; Carmello et al. ®* 2016). De cada animal foram coletadas amostras
para plagueamento e posterior contagem de unidades formadoras de colonias como
descrito anteriormente. Além disso, andlise histopatolégica da lingua de cada animal,
nos diferentes grupos experimentais, também foi realizada, de acordo com o

detalhamento feito anteriormente.

4.3.8 Analise estatistica

Os valores de UFC/mL sdo extremamente elevados e, por isso,
considerados de dificil avaliacdo. Assim, as contagens de micro-organismos, em
UFC/mL, foram transformadas em logaritmo (logio) para fins de andlise estatistica. Os
dados apresentaram normalidade e homoscedasticidade (a=0,05) e foram analisados
com inferéncias estatisticas parameétricas. Foi utilizada analise de variancia, com nivel

de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo I (in vitro)

Avaliar a eficacia de diferentes espécies de Cryptocarya sobre biofilme de

Candida albicans formados em amostras de resina acrilica para base de proteses.

5.1.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo

fungicida minima (CFM) para as células plancténicas

Os testes para analise da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
fungicida minima (CFM) para as células planctdnicas foram realizados para cada um dos
extratos de folhas, frutos, cascas e troncos de C. moschata, C. saligna e C. mandioccana,
em trés ocasibes distintas. Para as espécies C. moschata e C. mandioccana, nos extratos
obtidos das folhas e frutos, foi encontrado como resultado o mesmo valor de CIM e CFM,
sendo este na diluicdo de 0,003 g/mL. A CIM é a concentra¢do que inibiu o crescimento
das células planctdnicas e a CFM é a concentracdo que eliminou 100% das células
plancténicas de C. albicans. Para os extratos de folhas e frutos de C. Saligna, mesmo
aumentando a concentracdo até 0,015 g/mL, néo foi encontrada eficacia contra as células
de C. albicans, assim como 0s extratos obtidos a partir da casca ou tronco das trés
espécies. Somente 0s extratos que apresentaram atividade antifangica foram utilizados

nos proximos testes.

5.1.2 Determinacdo da concentracdo fungicida minima das células em biofilme
(CFMDb)

A Concentracdo Fungicida Minima das células em biofilme (CFMb) foi igual a 15
vezes o valor do MIC, ou seja, 0,045 g/mL. Essa concentracdo, ap0s 1 hora de contato
com o biofilme formado sobre o fundo de pocos de uma placa de 24 orificios, inibiu
completamente o biofilme, para os extratos de folhas e frutos das espécies de

Cryptocarya mandioccana e Cryptocarya moschatta.
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5.1.3 Avaliagdo do metabolismo celular por meio do teste AlamarBlue®

O metabolismo celular das células de C. albicans foi avaliado,
primeiramente, na CFMb, equivalente a 15 vezes o valor da CIM. Além disso, para
complementacdo dos resultados, a concentracdo de 10 vezes da CIM também foi
avaliada. Os resultados mostraram que, para ambas as concentracdes, houve
diferenca estatistica entre os extratos testados e o grupo controle negativo, com

reducao significativa do metabolismo celular (p<0,05). (Figura 1 e 2).

Figura 1- Valores de fluorescéncia das células de C. albicans submetidas ao tratamento com
extratos de Cryptocarya na concentracao de 0,030g/mL (10 vezes o valor da CIM).
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Fonte: Elaboracéo prépria.



Figura 2 - Valores de fluorescéncia das células de C. albicans submetidas ao
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tratamento com extratos de Cryptocarya na concentracdo de 0,045 g/mL, 15 vezes o

valor da CIM.
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Fonte: Elaboracéo propria.

5.1.4 Contagem do numero de colbnias viaveis (UFC/mL)

O nimero de unidades formadoras de coldénias do fungo C. albicans foi

avaliado nas concentracdes equivalente a 10 vezes (0,030 g/mL) e 15 vezes a CIM

(0,045 g/mL). Em relacdo a concentracdo de 0,030 g/mL, os resultados mostraram que,

para 0s grupos experimentais, houve redugdo de 1 log do nimero de UFC/mL em

relacdo ao grupo controle negativo, porém sem diferenca estatisticamente significante.

Diferenca estatistica foi encontrada apenas entre o grupo controle negativo e o grupo

controle positivo (solucéo de nistatina a 100,000 IU/mL) (Figura 3).
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Figura 3 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans submetidas ao

tratamento com extratos de Cryptocarya na concentracdo 0,030 g/mL (10 vezes o valor
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Fonte: Elaboracéo propria.

A concentragdo de 0,045 g/mL inibiu completamente o crescimento celular,
sendo a CFMb (concentracdo fungicida minima para biofilme), por isso nao foi

realizada analise estatistica desses dados (Figura 4).
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Figura 4 - Valores de UFC/mL das células de C. albicans submetidas ao tratamento

com extratos de Cryptocarya na concentracdo 0,045 g/mL= CFMb
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Fonte: Elaboracéo propria.

5.1.5 Microscopia de varredura confocal a laser (MVCL)

A Figura 5 mostra as imagens dos biofilmes de C. albicans formados sobre
corpos de prova de resina acrilica apés diferentes tratamentos, conforme 0s grupos
experimentais. As imagens foram obtidas por MVCL. Podemos observar que todos os
grupos apresentaram células vivas (verde) e que o grupo controle negativo apresentou

maior espessura do biofilme quando comparado com os demais grupos.

Na andlise quantitativa da microscopia de varredura confocal a laser
obtivemos a razdo (R) entre vivo/morto, em funcdo da intensidade de fluorescéncia
emitida pela amostra. Quando a razdo R é maior que 1, significa que temos o
predominio de células vivas, se R igual a 1 temos 50% vivo e 50% morto, e se R é
menor que 1 temos o predominio de células mortas. Como resultado obtivemos que
todos os grupos com biofilme formado sobre corpos de prova apresentaram predominio
de vivos, porém com grande diferenca entre o grupo controle (R= 10,8) e os demais
grupos: extrato 10 minutos (R=4,6), extrato 20 min (R=2,2), nistatina 10 min (R=2,1) e
nistatina 20 min (R= 3,4).
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Figura 5 - Imagens de fluorescéncia confocal de biofiimes de Candida albicans

formado sobre corpos de prova de resina acrilica e apds tratamento com extrato de

folha C. moschatta
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Fonte: Elaboracéo propria.
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5.2 Estudo Il (in vitro)

Avaliar a citotoxicidade de extratos de Cryptocarya sp sobre células epiteliais por

meio do teste AlamarBlue®.

Os resultados mostraram que houve diferenca estatistica significativa entre
0S grupos, em todos os tempos (Figura 6A). Péde-se observar que todos os extratos
diminuiram a viabilidade celular em comparacdo com o grupo controle. Além disso,
observou-se que houve aumento do nimero de células de acordo com o tempo.
Quando os resultados foram convertidos em porcentagem e comparados com 0 grupo
controle (Figura 6B), verificou-se que os extratos na concentracdo para biofilme CFMb
(0,045 g/mL) foram considerados intensamente citotoxico, em todos os tempos. Nas
CIMs (0,003 g/mL), os extratos variaram de ndo citotoxicos a intensamente citotoxico.
Para todos os grupos, a porcentagem de células viaveis diminuiu com o tempo em

relacdo ao controle.

Figura 6A - Citotoxicidade dos extratos em valores de fluorescéncia.
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Figura 6B - Porcentagem de células vidveis em comparagdo com o grupo controle.
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5.3 Estudo Il (in vivo)

Avaliar a eficdcia da Cryptocarya sp na inativacdo de biofilme de Candida

albicans presente no dorso lingual de camundongos com candidose induzida.

5.3.1 Contagem do numero de colbnias viaveis (UFC/mL)

Os resultados de UFC/mL do biofiime coletado no dorso da lingua dos
animais, nos diferentes grupos experimentais foram transformados em logaritmo (logio)
para fins de analise estatistica (Figura 7). Os resultados mostraram que houve uma
diminuicdo estatisticamente significativa em todos 0s grupos com relagdo ao grupo
controle, sendo que 0s grupos que receberam duas aplicagcdes de nistatina ou duas
aplicacbes do extrato tiveram o numero de UFC/mL reduzido a zero. Ap0s uma

aplicacao, o nimero de UFC/mL foi reduzido em torno de 2 logs.

Figura 7- Resultados de UFC/mL do biofilme coletado no dorso da lingua dos animais,

nos diferentes grupos experimentais.
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5.3.2 Anédlise histopatolégica da lingua dos camundongos

A andlise histologica foi realizada pelo especialista em Patologia Oral, Prof.
Dr. Carlos Alberto de Souza Costa. Os seguintes aspectos foram avaliados:
presenca/auséncia de fungo e infiltrado inflamatorio, integridade do tecido epitelial,
resposta do tecido conjuntivo subjacente frente a estes procedimentos e estado do
tecido muscular. Os resultados da andlise para cada grupo experimental estdo
descritos a seguir

CIUST — Neste grupo, onde a infecdo foi induzida, porém nenhum tratamento foi
realizado, os cortes histolégicos revelaram presenca de leveduras, hifas e pseudo-hifas
em meio a uma espessa camada de ceratina localizada na superficie dorsal da lingua
dos animais. O epitélio se apresentava continuo, sem evidéncias de invasdo de micro-
organismos no seu interior, sendo que a camada basal estava integra (Figura 8 A/B). O
tecido conjuntivo subjacente ndo exibia alteracdes estruturais, sendo que numerosos
fibroblastos se localizavam dispersos em meio a delgada camada de matriz extracelular
rica em colageno. Nas areas mais profundas da lingua, o tecido muscular se
apresentava integro, com numerosos feixes de fibras normalmente distribuidos (Figura
8 A/B/C/D).
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Figura 8 —imagens 8A 8B 8C E 8D

A) Espessa camada de ceratina contaminada (setas verticais) recobre o epitélio (E) integro. O
delgado tecido conjuntivo subjacente se apresenta normal (setas obliquas), sendo possivel
observar os feixes de fibras musculares (FM) adequadamente distribuidos (125x). B) Detalhe
da Figura 8A, onde a contaminacgao, caracterizada pela presenca de leveduras, hifas e pseudo-
hifas (setas), € observada apenas em meio a espessa camada de ceratina (C). Note que a
camada basal do epitélio pavimentoso estratificado € continua, sendo que nao ha inflamacéao
no tecido conjuntivo (TC) subjacente (250x). C) Imediatamente abaixo do epitélio (E), pode ser
observado uma delgada camada de tecido conjuntivo e uma regido ampla e profunda de tecido
muscular normal (125x). D) A delgada camada de tecido conjuntivo exibe numerosos
fibroblastos (setas obliquas) e poucas células inflamatérias mononucleares em meio a amplas
areas de colageno (setas horizontais; 250x).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Em dois espécimes, onde maior contaminacéo foi identificada em meio a ceratina,
discreto infiltrado inflamatorio mononuclear, associado com vasodilagdo pontual, foi
observado no tecido conjuntivo imediatamente abaixo de algumas areas delgadas do
epitélio, porém que ainda se mantiveram integras (Figura 9A/B). Nestes espécimes, 0
tecido muscular superficial e profundo apresentavam caracteristicas histologicas de

normalidade.

Figura 9 —Imagens 9A e 9B

A) Uma area localizada de maior contaminac&o da hiperceratina pode ser observada (setas
obliquas). Porém, as fibras musculares (FM) presentes na regido superficial e profunda da
lingua se mantiveram organizadas em feixes homogeneamente distribuidos (125x). B) Detalhe
da &rea demarcada na Figura 9A, onde uma camada delgada, porém integra de epitélio (E)
pode ser identificada. Note que o tecido conjuntivo (TC) subjacente exibe fibroblastos em meio
a matriz extracelular rica em colageno, bem como alguns capilares sanguineos dilatados (setas
obliquas) préximos a uma area de acumulo de células inflamatérias monocucleares (estrela). O
tecido muscular superficial (setas horizontais) exibe caracteristicas histologicas de normalidade
(250x).

Fonte: Elaboracéo propria.
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CIUGN — Neste grupo, a infecdo na mucosa lingual foi induzida e o tratamento realizado
por meio da administracdo de uma solugdo de nistatina a 100,000 IU/mL. Os cortes
histolégicos analisados revelaram que o epitélio continuo e integro estava recoberto
com delgada camada de ceratina contendo C. albinas (leveduras, hifas e pseudo-hifas).
O delgado tecido conjuntivo subjacente exibia muitos fibroblastos em meio a matriz
celular colagenosa, sendo que o tecido muscular superficial e profundo apresentavam

caracteristicas histolégicas de normalidade (Figura 10A/B).

Figura 10- Imagens 10A e 10B

A) Espessa camada de ceratina contaminada com C. albicans (setas) recobre o epitélio
pavimentoso estratificado, o qual se apresenta integro. Note que um contetdo celular normal
se apresenta em toda extensdo do tecido conjuntivo localizado imediatamente abaixo do
epitélio (E). As fibras musculares (FM), organizadas em feixes, exibem distribuicdo homogénea
na regido superficial e profunda da lingua. B) Detalhe da area demarcada na Figura 10A. Note
gue subjacente ao epitélio (E), existe uma camada de tecido conjuntivo contendo muitos

fibroblastos (setas) em meio a matriz extracelular rica em colageno. Poucas células
inflamatdrias mononucleres sdo observadas (setas menores).

Fonte: Elaboracéo prépria.

CIGC — Apos inducdo da candidose lingual e tratamento com o extrato da folha de
Cryptocarya moschatta na CFMb (0,045 g/mL), os cortes histoldgicos apresentaram

resultados semelhantes aos observados para o grupo CIUGN. Porém, em um dos
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espécimes, reduzida quantidade de C. albicans foi detectada em meio a ceratina
(Figura 11A/B).

Figura 11- Imagens 11A e 11B

A) Espessa camada de ceratina (setas) pode ser observada recobrindo o epitélio pavimentoso
estratificado, o qual se apresenta integro. O tecido conjuntivo subjacente, bem como o tecido
muscular (FM) superficial e profundo exibem caracteristicas histoldégicas de normalidade. B)
Detalhe da area demarcada na Figura 11A. A espessa camada de ceratina sobre o epitélio (E)
apresenta reduzida contaminacdo com C albicans. Nenhuma resposta inflamatéria foi
observada no tecido conjuntivo (TC) subjacente ao epitélio integro.

Fonte: Elaboracao propria.
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Num outro Unico espécime deste grupo, os cortes histoldgicos evidenciaram
gue a espessa camada de ceratina apresentava intensa contaminagdo fungica
(leveduras, hifas e pseudo-hifas) pontual, a qual invadiu superficialmente o epitélio.
Neste caso isolado, discreta resposta inflamatéria com predominio de células
mononucleares aconteceu em areas menos espessas do epitélio, o qual se manteve

integro em toda sua extenséo (Figura 12A/B).

Figura 12 — Imagens 12A e 12B

A) Espessa camada de ceratina contaminada (setas obliquas) recobre uma camada integra de
epitélio (E). O tecido conjuntivo subjacente apresenta aumento de celularidade em areas
pontuais, sendo possivel observar que os feixes de fibras musculares (FM) estdo normalmente
distribuidos nas regifes superficial e profunda da lingua. B) Presenca de C albicans no interior
da ceratina, bem como na area mais superficial do epitélio (setas horizontais) pode ser
observada, sendo que células inflamatérias mononucleares sdo vistas nas camadas mais
delgadas deste tecido de revestimento (setas obliquas). Discreta proliferacdo de capilares
(setas menores) também ocorreu no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio com camada basal
integra.

Fonte: Elaboracéo prépria.
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CI/GN2 — Neste grupo, onde a infe¢ao foi induzida na lingua dos animais e a terapia
com a solucao de nistatina a 100,000 IU/mL foi repetida apds 24 horas, os cortes histologicos
da maioria dos espécimes revelaram, sobre a superficie dorsal da lingua dos animais, a
presencade delgada camada de ceratina livre de contaminagdo. Em apenas um espécime, foi
observado areas pontuais de ceratina com discreta contaminagao com C. albicans. Neste caso
Unico, discreto espessamento do epitélio (acantose) foi observado (Figura 13A/B). Abaixo do
epitélio integro e continuo, foi observado uma camada de tecido conjuntivo com muitos
fibroblastos e uma discreta quantidade de células inflamatdrias mononucleares em meio a
ampla matriz extracelular rica em colageno. O tecido muscular superficial e profundo exibiam
numerosos feixes de fibras normalmente distribuidos.

Figura 13 —Imagens 13A e 13B

A) Delgada camada de ceratina (setas verticais) recobre o tecido epitelial (E) integro. O tecido
conjuntivo subjacente pode ser claramente observado (setas obliquas), sendo que abaixo dele
se encontram muitas fibras musculares superficiais e profundas (FM) adequadamente
distribuidas (125x). B) Detalhe da Figura 13A, onde discreta contaminagao, caracterizada pela
presenca de leveduras e pseudo-hifas (setas), persiste no interior e superficie da camada de
ceratina. Note que além da continua camada de epitélio pavimentoso estratificado ligeiramente
acantético (a), foi possivel identificar um tecido conjuntivo (TC) subjacente com presenca de
discreto infiltrado de células inflamatodrias mononucleares (setas) (250x).

Fonte: Elaboracéo propria.
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CIGC2 - Neste grupo, a candidose da mucosa lingual foi induzida e o
tratamento realizado por meio da administracdo imediata e reaplicagdo apos 24 horas,
de uma solugéo de extrato de folha de Cryptocarya moschatta na CFMb (0,045 g/mL).
Os cortes histolégicos da maioria dos espécimes analisados revelaram que o epitélio
continuo e integro, porém sem praticamente emitir projecdes, se manteve recoberto
com uma delgada camada de ceratina livre de contaminacéo (Figuras 14A/B e 15A/B).
O tecido conjuntivo subjacente exibia muitos fibroblastos em meio a matriz extracelular
colagenosa, sendo que o tecido muscular superficial e profundo apresentavam

caracteristicas histolégicas de normalidade.

Figura 14 - Imagens 14A e 14B

A) Visdo geral da lingua, onde o epitélio de revestimento exibe integridade e ndo ha sinais de
inflamag&o no tecido conjuntivo e muscular subjacentes. Note que o epitélio (E) da superficie
dorsal praticamente ndo exibe projecOes, tal como de observa na regido lateral (setas
menores). Na regido central da lingua ha numerosos ductos de glandulas salivares (setas
horizontais) e vasos sanguineos de amplo calibre (seta obligua) em meio ao tecido muscular
profundo normal (64x). B) Detalhe da area demarcada na Figura 14A. A delgada camada de
ceratina (setas) ndo apresenta evidéncias de contaminacdo por C albicans. O Epitélio (E)
acantético (a) se mostra integro e praticamente sem presenca de papilas filiformes, sendo que
o tecido conjuntivo (TC) e as fibras musculares (FM) superficiais exibem caracteristicas
histolégicas de normalidade (250x).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Em apenas um espécime deste grupo, a delgada camada de ceratina
apresentava poucas leveduras e pseudo-hifas no seu interior. O continuo epitélio
pavimentoso estratificado acantético subjacente exibia discreta presenca, o qual ndo
apresentava invasdo de C albicans, exibia camada basal definida, onde numerosos
fibroblastos permaneciam entre matriz extracelular rica em coldgeno. O tecido
conjuntivo, bem como o tecido muscular superficial e profundo mostravam

caracteristicas histolégicas de normalidade.

Figura 15 — Imagens 15A e 15B

A) Delgada camada de ceratina contendo alguns focos de contaminacéo por C albicans (setas),
recobre o tecido epitelial integro. O tecido conjuntivo (TC) subjacente exibe discreto infiltrado
inflamatério mononuclear, sendo que abaixo sdo observados numerosos feixes de fibras
musculares (FM) superficiais e profundas adequadamente distribuidos (125x). B) Detalhe da
Figura 15A, onde discreta contaminagao, caracterizada pela presenca de leveduras e pseudo-
hifas (setas), persiste no interior e superficie da camada de ceratina. Note que o epitélio
pavimentoso estratificado acantotico (a) esta continuo, sendo que poucas células inflamatorias
mononucleares séo identificadas (setas menores) no tecido conjuntivo subjacente (250x).

Fonte: Elaboracéo prépria.
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SIST — Neste grupo, a infeccdo por C. albicans néo foi induzida e nenhum tratamento
foi realizado. Assim, os cortes histolégicos evidenciaram uma mucosa lingual intacta e
sadia, a qual deve ser usada para comparar as possiveis alteracdes estruturais e
danos teciduais causados pelos procedimentos realizados nos demais grupos. De
maneira geral, em todos os espécimes analisados deste grupo, foi possivel observar o
epitélio pavimentoso estratificado integro. Este tecido estava recoberto, em toda sua
extensdo, por uma espessa camada de ceratina, a qual definia, morfologicamente, as
papilas filiformes comumente presentes na superficie dorsal do epitélio lingual normal.
Delgada camada de tecido conjuntivo, caracterizado por numerosos fibroblastos
distribuidos em meio a uma camada extracelular rica em colageno, foi observada logo
abaixo do epitélio. Numerosas fibras musculares organizadas em feixes superficiais e
profundos determinaram as caracteristicas de normalidade deste amplo tecido lingual
(Figura 16A/B).

Figura 16 — Imagens 16A e 16B

A) Espessa camada de ceratina ndo contaminada recobre o tecido epitelial integro. Note que
as projecoes epiteliais, as quais estao revestidas por ceratina, dao origem as papilas filiformes
linguais (setas). O tecido muscular superficial e profundo exibe numerosos feixes compostos
por fibras musculares (FM) organizadas e bem distribuidas (125x). B) Detalhe da éarea
demarcada na Figura 16A, onde é possivel observar ceratina recobrindo algumas projecdes
epiteliais (setas). Imediatamente abaixo do epitélio (E) integro, é possivel observar a delgada
camada de tecido conjuntivo (TC) formada principalmente por fibroblastos em meio a matriz
extracelular colagenosa (250x).

Fonte: Elaboracéo propria.
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SIGN; SIVGC; SIGN2 e SIGC2 — Em todos estes grupos, a infeccdo com C
albicans ndo foi induzida nos animais. Porém, a mucosa lingual do dorso da lingua dos
camundongos recebeu uma ou duas aplicagbes da solucdo de nistatina a 100,000
lU/mL (SV/GN e SI-GN2) ou da solugédo do extrato de folha de Cryptocarya moschatta
na CFMb (0,045 g/mL) (SIGC e SIGC-2). Os cortes histologicos obtidos dos
espécimes destes grupos permitiram avaliar, de maneira comparativa com 0 grupo
SIST (tecidos saudaveis), os possiveis efeitos adversos causados pelas substancias
antifingicas e seus protocolos de aplicagdo. De maneira geral, os cortes histologicos
obtidos destes quatro grupos evidenciaram, tal como observado no grupo SI-ST,
epitélio integro cujas projecdes eram recobertas por ceratina (papilas filiformes). O
tecido conjuntivo subjacente, bem como o tecido muscular superficial e profundo
exibiam caracteristicas histolégicas de normalidade. Desta maneira, duas imagens
representativas destes grupos foram selecionadas para caracterizar a compatibilidade

das substancias antifingicas avaliadas neste estudo (Figura 17A/B).
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Figura 17 —Imagens 17A e 17B

Corte histoldgico obtido da lingua de um animal do grupo SIGC, o qual é representativo dos
eventos histologicos observados dos outros trés grupos. A) Epitélio (E) integro e com diversas
projecdes aparece recoberto por espessa camada de ceratina (setas). O tecido muscular
superficial e profundo exibe numerosos feixes compostos por fibras musculares (FM)
organizadas e bem distribuidas (125x). B) Detalhe da area demarcada na Figura 17A. Além das
papilas filiformes (setas), este corte histolégico evidencia que a delgada camada de tecido
conjuntivo (TC), bem como o tecido muscular superficial e profundo exibem caracteristicas
histologicas de normalidade (250x).

Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

bY

Os tratamentos direcionados a estomatite protética sao variados, podendo
incluir terapia antifangica tépica, medicacdo antifungica sistémica, cuidados com a
higiene bucal, procedimentos de limpeza e desinfeccdo das proteses, substituicdo de
proteses antigas, eliminacdo de irregularidades anatdbmicas, restabelecimento de
oclusdo traumatica e restituicdo nutricional (Budtz-Jérgensen 2 1974; Budtz-Jérgensen
132000; Neppelenbroek et al.}* 2008). Nos dltimos anos, houve maior utilizagcdo de
agentes antifingicos, que resultou no desenvolvimento de resisténcia as drogas.
Muitas pesquisas atuais buscam terapias alternativas para o tratamento de infeccdes,
sendo a fitoterapia uma alternativa viavel para atingir este objetivo. Além disso, o
estudo de medicamentos naturais visa promover uma op¢ao de baixo custo, acessivel
e nao sintética para o tratamento de infeccbes fungicas orais, tais como a estomatite

protética.

Este estudo primeiramente avaliou a eficacia in vitro de extratos de espécies
de Cryptocarya sobre biofilme de Candida albicans formados em amostras de resina
acrilica para base de proteses e sua citotoxicidade em células epiteliais. Os resultados
deste estudo mostraram que 0s extratos obtidos das folhas e frutos de C. moschata e
C. mandioccana foram capazes de reduzir o nimero de unidades formadoras de
colbnias e o metabolismo celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de
resina acrilica para base de proteses, comprovando seu efeito antimicrobiano. As
concentracdes testadas foram de 10 (0,03 g/mL) e 15 (0,045 g/mL) vezes o valor da
CIM, tendo sido a Ultima mais eficaz. Esses resultados sdo contrarios aos reportados
por Maciel et al. *” (2019), nos quais C. aschersoniana ndo teve agéo contra espécies
de Candida spp. A diferenca entre os estudos poderia ser explicada em funcdo das
espécies estudadas, além disso, Maciel et al. *” (2019) avaliaram os 6leos essenciais,
enquanto que, no presente estudo, os extratos hidroalcéolicos das espécies foram
avaliados. Todavia, os autores concluram que o 6leo pode atuar como um
complemento terapéutico, principalmente devido ao seu efeito anti-inflamatorio,

podendo auxiliar na reducdo dos sintomas de uma lesao.
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O mecanismo de acdo dos extratos avaliados pode estar associado a sua
composicdo. Uma vez que ndo foi realizada a andlise cromatografica dos extratos,
somente suposicdes poderdo ser realizadas. Zonaro 2’ (2016) realizou um estudo com
objetivo de identificar os compostos presentes em trés espécies brasileiras de
Cryptocarya (C. mandioccana, C. moschata e C. botelhensis) com o uso das técnicas
de HPLC-DAD-MS. Foi possivel identificar que as classes de metabdlitos presentes
nas amostras foram alcaloides, flavonoides e estirilpironas. Tais substancias
encontradas no estudo de Zonaro 2’ (2016) podem estar relacionadas com a atividade
antimicrobiana dos extratos. Huang et al. * (2014) reportaram o efeito antimicrobiano
dos flavonoides extraidos da Cryptocarya concinna. Da mesma forma, Nasrullah et al.®®
(2013) comprovaram o efeito antimicrobiano de alcaloides extraidos da Cryptocarya
nigra. Em relacdo as estirilpironas, estudo realizado por Reddy et al.’® (2010)
demonstrou que as mesmas sdo substancias biologicamente ativas que apresentam

atividade anticancer, antioxidante, antifingica e antiviral.

E importante destacar que os resultados do presente estudo s&o
promissores, uma vez que 0s extratos tiveram efeito antimicrobiano em biofilmes, os
guais sao bem mais resistentes do que as células planctbnicas, sendo considerados
um fator de viruléncia. Os biofilmes, definidos como comunidades estruturadas de
micro-organismos aderidos a uma superficie bidtica ou abidtica e envoltos por matriz
polimérica extracelular (Douglas et al.°” 2003), sdo produzidos por diferentes espécies
de Candida spp, apresentando variacdo com relagdo a producdo, composicado e
atividade metabdlica (Silva et al. ® ® 2009; 2010). Dentre essas espécies, C. albicans
€ considerada a espécie com maior capacidade de producdo de biofilme. A atividade
metabdlica de um biofilme é importante em termos de patogenicidade, pois € indicativa
de crescimento e reproducao celular dos micro-organismos, producdo de substancias
toxicas e maior tolerAncia antimicrobiana (Silva et al.®® 2010). Dessa maneira, a
capacidade de producao de biofilme apresentada por Candida spp. esta diretamente
relacionada a viruléncia destes micro-organismos e a sua capacidade de causar
infeccbes. Além disso, a presenca de um biofilme tem grande relevancia clinica nas
infecgdes, pois, nesta forma de crescimento, 0s micro-organismos exibem propriedades

fenotipicas distintas das células planctbnicas e maior resisténcia aos agentes
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antimicrobianos (Douglas et al. ®’ 2003). As espécies de Candida spp, particularmente
C. albicans, quando testadas em modelos de biofilmes desenvolvidos em superficies
acrilicas, exibiram resisténcia aos antifingicos nistatina e fluconazol (Lamfon et al.
2005), frequentemente utilizados no tratamento da candidose. Ainda, a presenca de um
biofilme na cavidade bucal favorece a disseminacdo dos micro-organismos, pois as
células podem se desprender do biofilme, se dispersar nas secrecdes salivares, sendo
aspiradas e disseminadas para outros locais do corpo, causando, assim, infeccoes
sistémicas, como a fungemia e a pneumonia aspirativa (Sumi et al. * 2002). A
presenca de biofilme sobre as préteses dentarias pode, ainda, causar a colonizagcédo
persistente, levando ao aparecimento de infeccdes recorrentes (Neppelenbroek et al. *#
2008). Todos os fatores acima mencionados reforcam a relevancia de nossos

resultados.

Em relagdo a citotoxicidade, os resultados mostraram que todos os extratos
diminuiram a viabilidade celular dos queratindcitos orais normais (NOK) em
comparagdo com o0 grupo controle. Quando os resultados foram convertidos em
porcentagem e comparados com O grupo controle, verificou-se que 0s extratos na
concentracdo do biofilme foram considerados intensamente citotoxico, em todos os
tempos. Nas CIMs, os extratos variaram de ndo citotoxicos a intensamente citotdxico.
Esses resultados estdo de acordo com os reportados por Feng et al. *® (2013), os quais
observaram que a espécie Cryptocarya maclurei possui alguns constituintes que
possuem citotoxicidade moderada para células cancerigenas. Um desses compostos €
a cryptomaclurona, que pode estar presente nos extratos utilizados no presente estudo,
influenciando na viabilidade celular. Esses resultados colaboram com o estudo de
Huang et al. 4’ (2014), que testaram a atividade antimicrobiana e citotoxicidade de
flavonoides de Cryptocarya concinna e observaram que alguns compostos exibiram
atividade citotéxica moderada. Da mesma forma, em 2018, Andrade et al. *®, relataram
gue o 6leo essencial das folhas de Cryptocarya aschersoniana apresentou alta
toxicidade contra macrofagos peritoneais de camundongos, isso porque o 6leo, o qual
possui carater apolar, penetra nas ceélulas e ndo age em receptores celulares
especificos, causando morte celular por necrose e apoptose. O mecanismo de morte

celular também pode incluir a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
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despolarizacdo mitocondrial e dano ao DNA (Chang et al. " 2016). Embora
comparacfes tenham sido feitas, somente um estudo cromatografico poderia identificar

0s componentes téxicos dos extratos utilizados no presente estudo.

As imagens obtidas a partir da microscopia de varredura confocal a laser
estdo de acordo com os resultados dos testes descritos acima. Embora a andlise
guantitativa tenha mostrado predominancia de células vivas, houve grande diferenca
entre o grupo controle (R = 10,8) e os demais grupos: extrato 10 minutos (R = 4,6),
extrato 20 min (R = 2,2), nistatina 10 min (R = 2,1) e nistatina 20 min (R = 3,4),
mostrando diminuicdo do numero de células nos grupos experimentais e no controle

positivo.

Os resultados destes dois estudos iniciais nos trazem informacdes
importantes a respeito da atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos extratos de
espécies de Cryptocarya. Porém, estudos in vivo sd0 necessarios, uma vez que 0S
estudos in vitro apresentam uma série de limitacdes, como ser realizados em biofilme
simples de C. albicans e a utilizacdo de células em monocamadas, as quais sao mais
susceptiveis a danos externos. Assim, a terceira fase do presente estudo foi realizada

em modelo in vivo, utilizando o extrato de folha de C. moschata.

O modelo experimental de candidose oral utilizado neste estudo se mostrou
reproduzivel uma vez que, onde a infecdo foi induzida, porém nenhum tratamento foi
realizado, os cortes histolégicos revelaram presenca de leveduras, hifas e pseudo-hifas
na superficie dorsal da lingua dos animais, estando de acordo com outros estudos
(Takakura et al. ® 2003; Mima et al. ®* 2010; Alves et al. ® 2018). Neste grupo, a
candidose também foi verificada pela presenca de um namero significativo de UFC/mL
de C. albicans coletadas no dorso da lingua dos animais (10°). Estes resultados estio
de acordo com Takakura et al. ®* 2003, que observaram equivalente nimero de
UFC/mL de Candida (10°-10°) recuperado de cada cavidade oral murina. J& nos grupos
onde a infec¢do por C. albicans ndo foi induzida e nenhum tratamento foi realizado, os
cortes histologicos evidenciaram uma mucosa lingual intacta e sadia, como era

esperado.
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Em relacdo a capacidade de invasdo das células fangicas, as imagens
mostraram que no grupo onde a infecdo foi induzida, porém nenhum tratamento foi
realizado, as leveduras, hifas e pseudo-hifas se encontravam em meio a uma espessa
camada de ceratina localizada na superficie dorsal da lingua dos animais. O epitélio se
apresentava continuo, sem evidéncias de invasdo de micro-organismos no seu interior,
sendo que a camada basal estava integra. O tecido conjuntivo subjacente ndo exibia
alteracdes estruturais, sendo que numerosos fibroblastos se localizavam dispersos em
meio a delgada camada de matriz extracelular rica em colageno. Nas areas mais
profundas da lingua, o tecido muscular se apresentava integro, com numerosos feixes
de fibras normalmente distribuidos, estando de acordo com estudo prévio (Mima et al.
©22010).

Em relacdo a biocompatibilidade dos extratos, histologicamente, o0s
resultados mostraram que ndo houve danos as células epiteliais apdés o uso
terapéutico, diferentemente dos resultados de citotoxicidade em monocamada. Para os
grupos onde a infeccdo com C albicans ndo foi induzida nos animais, porém a mucosa
lingual do dorso da lingua dos camundongos recebeu solucdo de nistatina ou extrato
de folha de C. moschatta, os cortes histolégicos obtidos evidenciaram, tal como
observado no grupo sem inducdo e sem tratamento, epitélio integro cujas projecdes
eram recobertas por ceratina (papilas filiformes). O tecido conjuntivo subjacente, bem
como o tecido muscular superficial e profundo exibiram caracteristicas histologicas de
normalidade. Esses achados evidenciam a biocompatibilidade dos extratos,
semelhante ao grupo tratado com nistatina, comumente utilizado no tratamento da
estomatite protética. Em alguns cortes discreto infiltrado inflamatério mononuclear foi
observado, associado com vasodilacdo pontual, no tecido conjuntivo imediatamente
abaixo de algumas areas delgadas do epitélio. Essa pequena inflamacao
provavelmente esta relacionada a infeccdo por C. albicans e ndo ao tratamento, uma
vez que essa condicdo foi verificada no grupo onde a infecdo foi induzida, porém
nenhum tratamento foi realizado. Esses resultados também estdo de acordo com os

reportados por Mima et al. ®? (2010).

Os resultados de UFC/mL do biofiime coletado no dorso da lingua dos

animais mostraram que houve uma diminuicdo estatisticamente significativa em todos
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0S grupos experimentais com relagcdo ao grupo controle, sendo que 0s grupos que
receberam duas aplicacbes de nistatina ou duas aplicacbes do extrato tiveram o
nimero de UFC/mL reduzido a zero. Também se observou que o extrato foi eficaz na
reducdo do biofilme de C. albicans, com resultados semelhantes ao grupo tratado com
nistatina, onde ap6s uma aplicacdo, o numero de UFC/mL foi reduzido em torno de 2
logs. Nos grupos onde a candidose da mucosa lingual foi induzida e o tratamento foi
realizado por meio da administracdo imediata e reaplicacdo apds 24 horas de solucao
de nistatina ou solugcédo de extrato de folha de C. moschatta na CFMb (0,045 g/mL), os
cortes histolégicos revelaram o epitélio continuo e integro, recoberto com uma delgada
camada de ceratina livre de contaminacdo. Assim, os resultados obtidos a partir do
modelo in vivo confirmam os achados encontrados no modelo in vitro e comprovam a
efichcia dos extratos de espécies de Cryptocarya no controle do biofiime de C.
albicans. Esses resultados podem ser considerados promissores em alcancar terapias
naturais, ndo sintéticas e de baixo custo para o tratamento de infec¢des fungicas, como

a estomatite protética.
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7 CONCLUSAO

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos e as limitagbes do presente
estudo, péde-se concluir que os extratos obtidos das folhas e frutos de C. moschata e
C. mandioccana foram capazes de reduzir o nimero de unidades formadoras de
colbnias e o metabolismo celular do biofilme de C. albicans formado sobre amostras de
resina acrilica para base de préteses, 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 ndo houve dano celular na lingua dos camundongos
e houve diminuicdo do biofilme de C. albicans, semelhante ao grupo tratado com

nistatina, usado como controle positivo.
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