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Meccatti VM. Analise do potencial antifungico resultante da combinacdo de extratos
de plantas sobre Candida spp. [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O género Candida € responséavel por cerca de 80% das infec¢des fungicas
nosocomiais e o estudo da fitoterapia e sinergismo de substancias sdo considerados
potenciais alternativas para controle dessas infec¢gbes. Com isso, 0 presente estudo
prop6s avaliar in vitro: a atividade antifungica dos extratos de Curcuma longa L.
(carcuma) e Rosa centifolia L. (rosas brancas), bem como Rosmarinus officinalis L.
(alecrim) e Punica granatum L. (romd) isolados e combinados sobre Candida
albicans, Candida dubliniensis e Candida tropicalis; acdo antibiofiime das
combinacOes aditivas sobre biofilmes monomicrobianos de Candida spp. com
diferentes tempos de contato: 5 min, 30 min e 24 h. Inicialmente foram feitas
analises da acdo antifungica dos extratos isolados por meio do teste de
microdiluicdo em caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute). Baseado nas
Concentracfes Inibitérias Minimas (CIMs) obtidas, foi analisado o potencial
antifiingico das combinac¢des por meio da técnica “checkerboard” e adotado o indice
de concentracdo inibitoria fracionaria (ICIF). As CIMs e as concentragfes aditivas
foram analisadas sobre biofilmes formados por 48 h em pocos de microplacas para
posterior determinagdo da viabilidade celular por meio do teste MTT. Para andlise
estatistica, os dados foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey ou Kruskal-
Wallis e Dunn com nivel de significancia de 5%. Todos o0s extratos vegetais
apresentaram acao fungistatica e fungicida; os extratos de curcuma e rosas brancas
juntos apresentaram uma combinacdo aditiva para cada espécie de Candida e a
mistura dos extratos de alecrim e roma resultaram em trés combinacdes aditivas
para C. albicans e quatro para as espécies ndo-albicans (ICIF > 0,5 e < 1,0). Sobre
biofilmes, as combinacdes e os extratos isolados apresentaram reducdes com
diferenca estatistica em relagdo ao controle (p < 0,05). Conclui-se que os extratos
vegetais de curcuma e rosas brancas bem como alecrim e roma apresentam acao
antifngica e antibiofilme, tanto isolados quanto combinados, contra Candida spp.
em diferentes concentracdes e tempos de acgéao.

Palavras-chave: Candida. Biofilme. Sinergismo. Fitoterapia.



Meccatti VM. Analysis of the antifungal potential resulting from the combination of
plant extracts on Candida spp. [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Séo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The Candida genus is responsible for about 80% of nosocomial fungal infections and
the study of herbal medicine and substance synergism are considered potential
alternatives to control these infections. Thus, the present study proposed to evaluate
in vitro: the antifungal activity of extracts of Curcuma longa L. (turmeric) and Rosa
centifolia L. (white roses), as well as Rosmarinus officinalis L. (rosemary) and Punica
granatum L. (pomegranate) isolated and combined on Candida albicans, Candida
dubliniensis _and Candida tropicalis; antibiofilm action of additive combinations on
monomicrobial biofilms of Candida spp. with different contact times: 5 min, 30 min
and 24 h. Initially, analyzes of the antifungal action of the isolated extracts were
performed using the broth microdilution test (Clinical and Laboratory Standards
Institute). Based on the Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) obtained, the
antifungal potential of the combinations was analyzed using the checkerboard
technique and the fractional inhibitory concentration (FIC) index was adopted. MICs
and additive concentrations were analyzed on biofilms formed for 48 h in microplate
wells for further determination of cell viability using the MTT test. For statistical
analysis, data were analyzed by ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn tests
with a significance level of 5%. All plant extracts showed fungistatic and fungicidal
action; turmeric and white rose extracts together presented an additive combination
for each Candida species and the mixture of rosemary and pomegranate extracts
resulted in three additive combinations for C. albicans and four for non-albicans
species (FIC > 0.5 e < 1.0). Regarding biofilms, the combinations and the isolated
extracts showed reductions with statistical difference in relation to the control (p <
0.05). It is concluded that the plant extracts of turmeric and white roses as well as
rosemary and pomegranate have antifungal and antibiofilm action, both isolated and
combined, against Candida spp. at different concentrations and times of action.

Keywords: Candida. Biofilm. Synergism. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

Candida spp. sao micro-organismos oportunistas que, sob certas
circunstancias, sdo capazes de causar infeccdes nas mucosas do hospedeiro
resultando em um comprometimento limitado nesses tecidos, infec¢cdes locais na
mucosa e pele ou infec¢des disseminadas extremamente graves com altos indices
de mortalidade (Perlroth et al., 2007; Polke et al., 2015; Aikawa et al., 2016). Cerca
de 80% das infeccBes fungicas nosocomiais sdo provocadas por espécies do género
Candida (Ramage et al., 2005). Com o surgimento do novo coronavirus (Sars-Cov-2)
em 2019 e rapida disseminacdo em escala global, no dia 11 de marco de 2020, foi
decretado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) pandemia da COVID-19
(doenca causada pelo novo coronavirus). Tal acontecimento foi e esta sendo de
grande impacto na esfera da salde, sobrecarregando hospitais, médicos,
enfermeiros, profissionais afins e todo sistema de saude. Sabe-se que o0 novo
coronavirus € provido de “estratégias” para desregular os mecanismos imunolégicos
e com isso ha aumento no risco de coinfeccdo por patdgenos oportunistas
principalmente em pacientes hospitalizados. A candidose oral tem sido
constantemente diagnosticada em pacientes com COVID-19 em estado critico,
principalmente aqueles que j& tinham uma condicdo predisponente e que estavam
sendo medicados com antibioticos (Riad et al., 2021a). Contudo, além da condi¢cdo
em pacientes debilitados, pacientes em estado ndo grave acometidos pela COVID-
19 estdo apresentando candidose orofaringea com curso mais longo de infeccéo
devido ao uso indiscriminado de antibiéticos (Riad et al., 2021b).

Essas leveduras possuem a capacidade de formar biofilme e tubos
germinativos, apresentam proteinas de adesdo e enzimas nas extremidades das
hifas que contribuem para sua difusdo pelo tecido invadido (Ganguly et al., 2011).
Esses micro-organismos se organizam em comunidades conhecidas como biofilmes,
ocorrendo um aumento da resisténcia das células dessa estrutura tridimensional
contra a terapia antifingica e as defesas do hospedeiro (Thein et al., 2006; Kernien
et al.,, 2017). Biofilmes orais sdo polimicrobianos, podendo ser constituidos por
varias espécies de Candida como C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata

dentre outras diferentes espécies de micro-organismos (Vidotto et al., 2003).
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C. albicans ainda é o principal agente causador da candidose oral, sendo
responsavel por até 95% dos casos. Esta espécie possui um repertério notavel de
fatores de viruléncia que facilitam sua transicdo de um estado comensal para
patogénico. Sua principal caracteristica com implicac6es clinicas significativas
consiste na capacidade de formacédo de biofilme. Seus atributos para evasao da
defesa do hospedeiro como degradacdo de anticorpos também séo relevantes (Vila
et al., 2020). A caracteristica do dimorfismo é a esséncia da patogénese desta
espécie (Shapiro et al.,, 2009; Silva et al.,, 2011). Ainda, possui a capacidade de
crescer em anaerobiose, podendo contribuir para infecgcbes periodontais e
endodénticas (Razina et al., 2017; Bernal-Trevifio et al., 2018).

Apesar de C. albicans ser a principal espécie, verificou-se que a colonizacao
da cavidade bucal por espécies nao-albicans tem um aumento consideravel apds os
80 anos de idade. Dentre as espécies encontradas na cavidade bucal dos idosos
estdo C. glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis por apresentaram uma
suscetibilidade reduzida ao fluconazol (Benito-Cruz et al., 2016). E importante
ressaltar que esses pacientes possuem diversas comorbidades, tornando o quadro
clinico ainda mais complexo. C. dubliniensis € um patdbgeno emergente que
compartilha muitas caracteristicas fenotipicas com C. albicans. Segundo Makinen et
al. (2018) C. dubliniensis é a espécie nao-albicans mais detectada nos isolados de
pacientes com cancer bucal e de acordo com Loreto e colaboradores (2010) é a
espécie ndo-albicans mais prevalente em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). C. tropicalis € uma espécie que apresenta alta
capacidade de adesao e formacao de biofilme (Negri et al., 2010). A colonizacdo por
Candida spp. na cavidade bucal de pacientes xerostdémicos poés-radioterapia €
significativamente aumentada quando comparada a pacientes saudaveis e a espécie
ndo-albicans mais prevalente é C. tropicalis (Tarapan et al., 2019). Tal radiacdo
utilizada no tratamento de tumores de cabeca e pescoco pode provocar aumento da
viruléncia de C. tropicalis por alteracdes morfolégicas e fisiologicas e, por isso,
pacientes tratados por radioterapia podem ser mais susceptiveis a colonizacéo por
esta espécie (Silva et al., 2017). Estudos longitudinais tém demonstrado que uma
proporcdo consideravel de pacientes estdo desenvolvendo infec¢des fungicas por
espécies de Candida ndo-albicans (Pfaller et al., 2010, 2011; Castanheira et al.,

2017; Chowdhary et al., 2018). Além disso, casos de resisténcia a terapia antifungica


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Razina%20IN%5BAuthor%5D&amp%3Bcauthor=true&amp%3Bcauthor_uid=28858271
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comumente utilizada, como as equinocandinas e os azolicos, tém sido relatados
(Sanguinetti et al., 2015; Prigent et al., 2017). Algumas espécies de Candida tém
apresentado uma plasticidade no genoma que configura um mecanismo de
resisténcia adicional. Ainda, devido ao ambiente favoravel para formagé&o de biofilme
e aos niveis sub-terapéuticos do farmaco que chegam na cavidade bucal, esta
apresenta-se como um ambiente propicio para o desenvolvimento de resisténcias
(Morio et al., 2017). Diversos estudos recentes tém apontado para resisténcia de
Candida spp. aos antifungicos convencionais como os azdis, equinocandinas e
poliénicos e dentre as espécies mais citadas estdo: C. albicans, C. auris, C. glabrata
e C. tropicalis (Perlin et al., 2017; Chowdhary et al., 2018; Khan et al., 2018; Prasad
et al., 2019).

A necessidade de se investigar novas alternativas terapéuticas é emergente.
As plantas medicinais sdo uma fonte renovavel de estruturas quimicas novas e
complexas que poderiam ser investigadas (Fabricant et al., 2001). Alguns vegetais
sdo constituidos de uma variedade de moléculas efetoras capazes de desempenhar
diversos papéis farmacologicos. Resultados promissores do potencial antifingico
das plantas sobre Candida spp. sdo encontrados na literatura. Extratos de diferentes
espécies de Salvia apresentaram efeitos inibitérios contra isolados clinicos de C.
tropicalis, C. krusei, C. albicans e C. glabrata (Salari et al., 2016; de Oliveira et al.,
2019). O extrato de tomilho (Thymus vulgaris L.) também diminui a viabilidade de
biofiilmes de C. albicans (Oliveira et al., 2017). Extrato de Guapira graciliflora, um
arbusto encontrado no bioma da caatinga semiarida do Nordeste do Brasil, mostrou
atividade antifungica moderada contra C. albicans, C. krusei, C. glabrata, e forte
atividade contra C. dubliniensis (Almeida et al., 2018).

Curcuma longa L., conhecido também como curcuma ou agafrdo-da-terra é
utilizado como ingrediente na culinaria asiatica ha séculos. O extrato de curcuma
contém varios componentes como a curcumina (3-5%), arabinose livre (1%), 6leo
essencial (2-7%) e acidos glicanos por exemplo (Kim et al., 2012). A cidrcuma tem
sido amplamente estudada quanto ao seu potencial no tratamento da osteoartrite
(Perkins et al., 2017), acdo antimicrobiana (Irshad et al., 2018), anti-inflamatoria
(Governa et al., 2018), antidepressiva (Zhang et al., 2018), antitumoral (Li et al.,
2018), nefroprotetor (Akinyemi et al., 2018) e antioxidante (Akter et al., 2019). Com

relacdo ao potencial antifungico do extrato avaliado isoladamente, Samadi et al.
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(2019) avaliaram quinze extratos de plantas quanto a atividade antifingica sobre
cepas clinicas de C. albicans e o extrato de C. longa L. esteve entre 0s cinco
fitoterapicos que apresentaram o melhor efeito inibitorio e potencial para controlar o
crescimento desta levedura.

Rosa centifolia L., popularmente conhecida como rosas brancas, é uma
espécie de flor da familia Rosaceae, proveniente de hibridismo de Rosa gallica L.,
Rosa Moschata Herrm., Rosa Canina L. e Rosa Damasceno Mill (Kumar et al.,
2015). Tal planta apresenta vasta aplicagcdo terapéutica popular na medicina
tradicional indiana e apesar disso, ainda sdo poucos o0s estudos experimentais e
clinicos sobre suas atividades biol6gicas dentro da literatura cientifica. Entre as
atividades biologicas da R. centifolia descritas estdo: capacidade de promover
relaxamento fisiolégico e psicolégico, efeitos analgésicos e anti-ansiedade
(Mohebitabar et al., 2017), potencial agente anti-inflamatoério e anti-artritico (Kumar et
al., 2015; 2017), atividade anti-HIV (Palshetkar et al., 2020) e acao antifungica sobre
C. albicans e C. tropicalis (Gauniyal, Teotia, 2015). Neste ultimo estudo, O extrato de
R. centiofolia foi preparado a partir das pétalas e analisado quanto a sua composi¢cao
sendo identificados alcal6ides, flavondides, glicosideos, taninos, terpendides,
saponinas que estéo relacionados a atividade antimicrobiana.

Rosmarinus officinalis L. popularmente chamado de alecrim é encontrado
amplamente distribuido nas regides da Europa, Asia e Africa, e tem sido cultivada
por um longo tempo no Brasil (Machado et al., 2009). Esta planta é utilizada na
indUstria de cosméticos e ha muito tempo vem sendo utilizada na culinéria,
principalmente por sua esséncia aromatica. Os fitocompostos mais descritos com
atividades terapéuticas incluem acido caféico, rosmarinico, ursélico, carndsico e o
carnosol. Estes dois ultimos sdo comumente estudados sobre a atividade anti
cancerigena (Pérez-Sanchez et al., 2019), neuroprotetiva (Kayashima, Matsubara,
2012) e recentemente demonstraram potencial para inibir o quérum sensing da
viruléncia de Staphylococcus aureus (Nakagawa et al., 2020). Ainda, o extrato de
alecrim apresenta propriedades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoéria
(Bozin et al., 2007; Silva et al., 2015). Sobre Candida spp. pode-se encontrar
diversos relatos sobre sua acdo antifungica em C. albicans, C. glabrata, C. krusei e
C. tropicalis (Chifiriuc et al., 2012; Gauch et al., 2014; Akroum, 2020).

Punica granatum L. conhecido no Brasil como roma € um fruto circular com


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohebitabar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28748167
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sementes e cheio de um liquido adocicado. Originaria da Asia, a romanzeira tem
sido cultivada em maior escala em regides tropicais e subtropicais (Lorenzi, Matos,
2008). O extrato de roma tem apresentado forte potencial antimicrobiano e
antibiofilme (Xu et al., 2017; Almeida N. et al., 2018), anticancer e anti-inflamatorio
(Turrini et al., 2015; Baradaran et al.,, 2020), antioxidante e neuroprotetivo
(Forouzanfar et al., 2013). Sobre Candida spp. alguns estudos comprovam a acao
antifingica da roma e seus compostos bioativos (Li et al, 2017; Lavaee et al., 2018;
Kumar et al., 2020) cujo mecanismo de acédo envolve danos a parede celular, ruptura
da levedura, alteracbes na morfologia entre outros. Esta planta apresenta
propriedades antimicrobianas devido a presenca de taninos, flavonéides, numerosos
alcaldides e compostos polifendlicos (Anibal et al., 2013; Lavaee et al., 2018).

O estudo de combinacdes entre compostos tem sido descrito como
alternativa terapéutica promissora. Com uso sinérgico de substancias, sejam elas
sintéticas ou naturais, é possivel diminuir as doses e os efeitos toxicos, além de
aumentar a eficacia do tratamento e diminuir a possibilidade de resisténcia
antimicrobiana (Azevedo et al., 2015; Liu et al., 2014). A curcumina apresentou
sinergismo junto a anfotericina B potencializando a acdo antifingica (Tsao, Yin
2000). A combinacédo dupla de acido caprilico com carvacrol ou timol (componentes
ativos extraidos de varios 6leos essenciais) gerou um sinergismo capaz de produzir
rompimentos da membrana celular e inibir a bomba de efluxo de C. albicans (Bae et
al., 2019). O sinergismo alcancado na aplicacdo dos extratos de roma e alecrim em
conjunto com antibiético alcancaram a maior erradicacdo do biofiime de
Pseudomonas aeruginosa sendo considerada a terapia mais eficaz quando
comparada as outras monoterapias avaliadas no estudo (Abu El-Wafa et al., 2020).
Sdo robustas as evidéncias sobre a acao bioldgica de tais plantas quando
analisadas isoladamente. Recentemente, a comunidade cientifica tem voltado a
atencdo para os resultados surpreendentes que a combinagdo de derivados de
plantas e a associacdo destes produtos naturais com farmacos convencionais
podem produzir. Diante do exposto, ha grande relevancia na busca por alternativas
terapéuticas frente as infecgbes resistentes, principalmente alternativas que atuam
sobre biofilmes. S&o poucos os estudos encontrados na literatura que analisam a
sinergia de extratos vegetais sobre Candida spp. e a escassez € mais evidente com

relacdo a estudos sobre as espécies nao-albicans.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavaee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30815613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavaee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30815613
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica da combinacdo dupla dos extratos de
Curcuma longa L. (curcuma) e Rosa centifolia L. (rosas brancas) ou Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) e Punica granatum L. (rom&) sobre biofilmes de C. albicans, C.

dubliniensis e C. tropicalis.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a acdo antifungica isolada de cada extrato vegetal,

b) Investigar, por meio da técnica checkerboard, o sinergismo que as
combinagbes duplas produziram sobre culturas planctdnicas de
Candida spp.

c) Analisar a acdo antibiofiime das combina¢des que foram sinérgicas ou
aditivas sobre biofilmes monomicrobianos das espécies de Candida

com diferentes tempos de exposi¢cdo: 5 minutos, 30 minutos e 24 horas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Produtos vegetais

Todos os extratos sdo glicolicos e foram adquiridos na concentracdo de 200
mg/mL. O extrato de C. longa L. (curcuma) foi obtido utilizando-se os rizomas (Seiva
Brazilis, SP) com devidos laudos e especificacbes do produtor (Anexo A). O extrato
de R. centifolia L. (rosas brancas) foi obtido utilizando-se as flores, o extrato de R.
officinalis (alecrim) as folhas e o extrato de P. granatum (romd) a casca, todos
possuem os devidos laudos e especificacfes do produtor (Mapric, SP) (Anexos B, C
e D).

3.2 Leveduras

Foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture
Collection) de C. albicans (ATCC 18804), C. dubliniensis (ATCC MYA 646) e C.
tropicalis (ATCC 13803) provenientes do Laboratério de Microbiologia e Imunologia
do Curso de Odontologia do ICT — UNESP.

3.3 Atividade antimicrobiana dos extratos

3.3.1 Preparo do in6culo

Candida spp. foram cultivadas (37°C/24 h) em &4gar Sabouraud-dextrose (SD
- Kasvi, Brasil) em seguida, foram realizadas as preparagfes das suspensodes
microbianas onde colénias das respectivas espécies de Candida foram diluidas em
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) e homogeneizado em Vortex por 10 s para

posterior padronizagédo conforme a necessidade de cada protocolo.
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3.3.2 Atividade antifungica dos extratos isolados

Foi aplicado o método de microdiluicdo em caldo, baseado na norma M27-
S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute, para determinacdo das
concentracdes inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) dos extratos sobre
as cepas fangicas. Apés preparo do inoculo, conforme item 3.3.1, foi realizada a
padronizacdo em espectrofotdbmetro (Micronal B-582, Sao Paulo, Brasil) utilizando-se
o comprimento de onda de 530 nm e densidade Optica de 0,284, resultando em uma
suspensdo padrdo de 1 x 10° células de leveduras por mililitro. Em diferentes
microplacas (Kasvi K12-096), foram realizadas 10 diluicdes seriadas (1:2) dos
extratos em caldo RPMI 1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador
vermelho de fenol) (INLAB). Apds, foi acrescentado o indculo ajustado e as
microplacas foram levadas para incubacéao (37°C/48 h). Com isso, a CIM de cada
extrato foi determinada, a olho nu, no primeiro po¢co sem turvagéo, seguinte ao pogo
com aparente crescimento microbiano. Ainda, foram realizadas andlises do veiculo
(propilenoglicol) a fim de verificar se este produz interferéncias na acao
antimicrobiana dos extratos vegetais. Para determinacdo da CMM, foi semeado em
agar SD (Kasvi) o contetdo do poco de onde foi determinada a CIM e do poco
anterior a este. Apos incubagéo (37°C/48 h), a CMM foi determinada em placas sem

crescimento de colbnias.

3.3.3 Avaliacédo do efeito sinérgico dos extratos vegetais

Foi utilizada a técnica “tabuleiro de xadrez” (checkerboard) segundo Moreno
et al. (2020) com modificacdes, este método é baseado no teste de microdiluicgdo em
caldo. O meio utilizado foi o RPMI 1640 e a suspensdo fungica padronizada em
solugdo salina (1x108 células/mL). O experimento iniciou com as concentracdes de
cada extrato que foram capazes de inibir o crescimento fungico na etapa anterior
(CIM de cada extrato). Em microplacas de 96 pocgos, as colunas das extremidades
foram utilizadas como controle (C- solucdo salina e controle de esterilidade). Da

fileira A até a fileira G (colunas de 2 a 9), os pocos receberam 50 puL de meio e,
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apenas na fileira A, foi acrescentado 50 pL do extrato n°® 1 (rosas brancas ou
alecrim). A partir de entdo, foram feitas diluicbes seriadas, sendo que a fileira B
recebeu 50 pL do contetudo dos pocos da fileira A e assim sucessivamente até a
fileira G. Em seguida, todos os pogos receberam 50 pL do extrato n°® 2 (curcuma ou
roma) diluido seriadamente em microtubos (cada coluna recebeu uma concentracao
correspondente a um microtubo). Por fim, foram adicionados 100 pL do in6culo
preparado, conforme item 3.3.1, e padronizado em espectrofotémetro em 1 x 1068,
totalizando 200 pL/poco. A placa foi levada para incubacdo a 37C°%48 h para

posterior leitura visual. Na figura 1 pode-se visualizar uma ilustragédo da técnica.

Figura 1 - Esquema ilustrativo da técnica “tabuleiro de xadrez”
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Diluicao seriada (2)

Fonte: Pereira, 2018.

Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi adotado o indice de
concentracdo inibitéria fracionaria (ICIF), que classifica as combinacdes em
sinérgicas, aditivas, indiferentes ou antagoénicas. O ICIF é calculado através da soma
da concentragao inibitéria fracionada (CIF) ou “CIM combinada” do 1° extrato mais a

CIF do 2° extrato dividido pela CIM dos extratos isolados como mostra a figura 2.
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Figura 2 — llustrac&o do calculo do ICIF

CIM combinada + CIM combinada
CIM extrato 1 isolado CIM extrato 2 isolado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma combinacdo serd considerada sinérgica quando ICIF < 0,5, aditiva
guando ICIF é > 0,5 e < 1,0, indiferente quando ICIF > 1 e < 4 e antagonista em ICIF
> 4,0. A mesma férmula sera utilizada para calcular o indice de concentracao
fungicida fracionéaria (ICFF), usando valores CFM em vez de CIM (Moreno et al.,
2020).

3.3.4 Analise da acdo antifungica das combinacdes sobre biofilmes

Apoés preparo das suspensfes de Candida spp., conforme item 3.3.1, foi
realizada a padronizacdo em espectrofotometro, para obtencéo de 107 células/mL.
Posteriormente, foram adicionados em microplacas 200 pL/poco da suspensao
ajustada de Candida, que foi levada para incubacdo (37°C/90 min), para a adeséao
inicial das células fungicas ao po¢o. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado caldo BHI (Brain Heart Infusion - Kasvi). A incubag&o procedeu por 48h
para formacdo do biofilme, com substituicdo do caldo apdés 24h de incubacéo.
Depois da formacéo do biofilme, os mesmos foram expostos por 5 min, 30 min ou
24h as concentracdes que se mostraram aditivas ou sinérgicas na analise anterior
da combinacdo de extratos vegetais (curcuma e rosas brancas), (alecrim e roma)
pré-determinadas pela técnica do checkerboard. Meio de cultura e nistatina
(suspensdo oral 100.000 Ul/mL — GERMED) foram utilizados como controles
negativo e positivo respectivamente. Cada grupo experimental foi composto por
n=10. Apds exposicdo as combinagdes dos extratos, foi adicionada solucédo salina e
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a mesma foi descartada, no intuito de lavar os pogos e eliminar células nao
aderentes que sofreram com os tratamentos. Foi realizado o teste de viabilidade
celular das células fungicas no qual foram adicionados 100 pL da solu¢cdo de MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-  Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich,
Brasil) em cada poc¢o e a placa foi incubada ao abrigo da luz a 37 °C durante 1h.
Passado o periodo de incubacédo a solucdo de MTT foi retirada seguido pela adicéo
de 100 pL de Dimetilsufoxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a
37°C por 10 minutos e colocada no Shaker sob agitacdo constante por 10 minutos.
Em seguida foi obtida as densidades Opticas (DO) por meio de uma leitora de
microplaca em 570 nm (Figura 3) e as DO obtidas foram convertidas, através da

férmula abaixo, em percentual de atividade metabdlica das células fungicas.

% Reducdo de Viabilidade = 100 - (DO Poco Tratado x 100 / Média de DO
Controle Negativo)

Figura 3 - Metodologia seguida para andlise dos biofilmes por meio do teste de MTT

1° FORMAGAO DO BIOFILME 3° ADICAO DE MTT, INCUBAGAO E APLICAGAO DE DMSO
= I ]

Fonte: Elaborado pelo autor.



3.4 Anédlise estatistica

Todos os dados foram inicialmente, avaliados quanto a normalidade por

meio dos testes: Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino & Pearson

omnibus e quanto a homogeneidade por meio do software Bioestat 5.0. Se os dados

apresentaram normalidade e homogeneidade foram analisados por ANOVA e Teste

de Tukey, caso contrario, pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn como

ilustrado no fluxograma das etapas (Figura 4). Foi utilizado o programa GraphPad

Prism 5.0, considerando-se nivel de significancia de 5%.

Figura 4 — Fluxograma das etapas da analise estatistica

Dados coletados

1° Etapa de analises

Testes de Teste de

normalidade homogeneidade
(Shapiro-Wilk, KS e .
D'Agostino) (Bioestat)

2° Etapa de andlises

NAO SIM SIM NAO

ANOVA

Kruskal-Wallis Kruskal-Wallis
post hoc Dunn post hoc Tukey post hoc Dunn

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 RESULTADO

4.1 Determinacdo da CIM e CFM dos extratos isolados sobre Candida spp.

No teste de microdiluicdo em caldo, todos os extratos vegetais analisados
apresentaram CIM e CFM para todos os micro-organismos. Também verificou-se
qgue o veiculo ndo produziu interferéncias na atividade antifingica sobre todas as
espécies. Como pode ser observado na tabela 1, o extrato de C. longa promoveu
inibicdo de crescimento para C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis com 50
mg/mL. Da mesma forma, foi constatada a inibicdo do crescimento em meio sélido

(CFM) com a mesma concentragdo para as trés espécies de Candida.

Tabela 1 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo fungicida minima

(CFM) do extrato de C. longa para Candida spp.

Extrato Glicolico de CurcumalongaL.

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Candida albicans 50 50

Candida dubliniensis 50 50
Candida tropicalis 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato de R. centifolia também apresentou uma concentracao inibitéria e
fungicida minima de 50 mg/mL para C. albicans e C. dubliniensis, ja para C.

tropicalis o valor foi de 25 mg/mL como pode ser observado na tabela 2.
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Tabela 2 - Concentracédo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo fungicida minima

(CFM) do extrato de R. centifolia para Candida spp.

Extrato Glicolico de Rosa centifolia L.

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Candida albicans 50 50

Candida dubliniensis 50 50
Candida tropicalis 25 25

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sobre C. albicans, a concentracdo de 25 mg/mL do extrato de R. officinalis
foi capaz de promover acéo fungistatica e fungicida e para as outras duas espécies 0

extrato atuou na concentracao de 50 mg/mL (tabela 3).

Tabela 3 - Concentracédo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo fungicida minima

(CFM) do extrato de R. officinalis para Candida spp.

Extrato Glicolico de Rosmarinus officinalis L.

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Candida albicans 25 25

Candida dubliniensis 50 50
Candida tropicalis 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para C. albicans, o extrato de P. granatum apresentou valores de CIM e
CFM menores que para as demais espécies. Os valores foram de 12,5 mg/mL para
C. albicans e 25 mg/mL para C. dubliniensis e C. tropicalis como pode ser observado

na tabela 4.
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Tabela 4 - Concentracédo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo fungicida minima

(CFM) do extrato de P. granatum para Candida spp.

Extrato Glicolico de Punica granatum L.

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Candida albicans 12,5 12,5

Candida dubliniensis 25 25
Candida tropicalis 25 25

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 5 estdo ilustrados os testes de microdiluicho em caldo para

avaliacdo da CIM e a semeadura para avaliagdo da CFM.

Figura 5 — Concentragdo inibitéria minima e Concentragdo fungicida minima dos

extratos de clrcuma e rosas brancas avaliados isoladamente sobre C. dubliniensis

Legenda: a) microplaca empregada para analise da CIM dos extratos de cdrcuma (filieras A, Be C) e
rosas brancas (F, G e H) sobre C. dubliniensis. Nas fileiras D e E foram feitas analises do veiculo
(propilenoglicol) e na coluna 12, o controle de esterelidade; b) andlise da CFM dos extratos apds
plagueamento dos poc¢os que ndo apresentaram turvacdo e poc¢os adjacentes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da triagem promovida pelo teste de microdiluicdo em caldo, foram
iniciados os testes para avaliagcdo do sinergismo. As concentracfes analisadas no
teste do checkerboard foram baseadas nas concentracdes inibitérias minimas
isoladas de cada extrato.
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4.2 Efeito das combinagdes dos extratos vegetais sobre Candida spp.

A combinacdo dos extratos apresentaram valores aditivos para todas as
espécies de Candida, de acordo com o célculo de ICIF, como pode ser observado na
tabelas 5 e 6. Com relacdo a combinacédo n° 1, circuma e rosas brancas, pode-se

verificar uma reducdo da metade dos valores da CIM de cada extrato (tabela 5).

Tabela 5 - Resultados da combinacdo n° 1 (cdrcuma e rosas brancas) com valores

do ICIF e quantas vezes foram reduzidas a CIM isolada de cada extrato

Combinacéo n° 1: C. longa (carcuma) e R. centifolia (rosas brancas)

Uso isolado CIM Combinacéo
Espécie ~
pect (mg/mL) (mg/mL) Valores Reducgéo da CIM
Rosas Rosas Rosas
) Curcuma brancas |Curcuma| brancas ICIF Curcuma | brancas
C. albicans
C.dubliniensis 50 50 25 25 1,00 2x 2x
C. tropicalis 50 25 25 12,5 1,00 2X 2X

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja os extratos de alecrim e roma juntos apresentaram trés combinacdes
aditivas sobre C. albicans e quatro combinac¢des aditivas sobre C. dubliniensis e C.
tropicalis. As combinacdes promoveram reducdes significativas da CIM isolada dos
extratos, sendo que a minima reducdo foi de 2 vezes, algumas 4 vezes e até

reducdes em 8 vezes o valor da CIM foram encontradas (tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados da combinacéao n°® 2 (alecrim e rom&) com valores do ICIF e

guantas vezes foram reduzidas a CIM isolada de cada extrato

Combinacao n° 2: R. Officinalis (alecrim) e P. granatum (roma)

Uso isolado CIM Combinacéo
Espécie (mg/mL) (mg/mL) Reducdao da CIM
Valores
Alecrim | Romé& |Alecrim| Roma CIF Alecrim Roma
12,5 6,2 0,9 2X 2X
C. albicans o5 125 6,2 6,2 0,6 4x 2X
12,5 3,1 0,7 2X 4x
25 12,5 1,0 2Xx 2X
12,5 12,5 0,7 4x 2X
C. dubliniensis 50 o5 25 6,2 0,7 2% Ax
25 3,1 0,6 2X 8x
25 12,5 1,0 2X 2X
12,5 12,5 0,7 4x 2X
C. tropicalis 50 25 25 6,2 0,7 2X 4x
25 3.1 0,6 2Xx 8x

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 6, pode-se visualizar as microplacas sendo empregadas para
avaliacdo do sinergismo dos extratos de alecrim e roma (a direita) sobre C. albicans
e curcuma e rosas brancas (a esquerda) sobre C. dubliniensis. Aliquotas foram
semeadas para realizacdo do célculo ICFF (indice de concentragdo fungicida

fracionaria).



Figura 6 - Avaliacdo do sinergismo por meio da técnica checkerboard
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Legenda: a) analise da combinagédo do extrato de rosas brancas e cdrcuma sobre C. dubliniesis;
b) analise da combinacao do extrato de alecrim e roma sobre C. albicans.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Encontradas as combinac¢des classificadas como aditivas que inibiram o
crescimento e desenvolvimento das espécies de Candida, seguiu-se com as
analises sobre biofilmes. Com relacdo a combinacdo n°® 1 (curcuma e rosas
brancas): foram analisadas a CIM isolada de cada extrato, bem como a
concentracéo aditiva de 25 + 25 mg/mL para C. albicans e C. dubliniensis e 25 +
12,5 mg/mL dos extratos de curcuma e rosas respectivamente sobre C. tropicalis.

Com relagdo a combinag&o n° 2 (alecrim e roma): foram analisadas a CIM
de cada extrato e as combinacfes 12,5 + 6,2 mg/mL; 6,2 + 6,2 mg/mL e 12,5 + 3,1
mg/mL de alecrim e roma respectivamente sobre biofilme de C. albicans. Sobre os
biofilmes monomicrobianos de C. dubliniensis e C. tropicalis as concentracdes
aditivas testadas foram: 25 + 12,5 mg/mL; 12,5 + 12,5 mg/mL; 25 + 6,2 mg/mL e 25
+ 3,1 mg/mL de alecrim e roma respectivamente, além das CIM que também foram
avaliadas para fins de comparacao dos efeitos.
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4.3 Efeito das combinagdes dos extratos vegetais sobre biofilme

4.3.1 Combinagado n°1 (rosas brancas e curcuma)

4.3.1.1 C. albicans

No tempo de exposi¢cédo por 5 min sobre biofiime de C. albicans, apenas o
extrato de rosas brancas isolado produziu reducdo semelhante a nistatina (sendo
estatisticamente diferente do grupo controle negativo, p < 0,05) e a combinacdo dos
extratos manteve-se semelhante ao grupo controle (p > 0,05) conforme ilustrado na
figura 7.

Figura 7 - Avaliagdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracdo aditiva por 5 minutos

C. albicans - 5 min

= 0.201

E B3 Controle (-)

o E=d Rosas 50mg/mL
w 0151 A A Curcuma 50mg/mL
E -T- B [ Rosas 25mg/mL + Curc 25mg/mL
E‘ 0.10 i Nistatina

)

T

S 0.05-

7]

=

T

Q 0.00 T

32% 20,8% 241% 36,9%

Porcentagem de redugéao

em comparagdo com grupo Controle (-)

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios *+ desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. albicans apds exposicao aos
extratos vegetais (rosas brancas e clircuma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. Kruskal-
Wallis, teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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No tempo de exposicdo por 30 min, todos os tratamentos produziram
reducdes estatisticamente significante na viabilidade das células fangicas em
comparagao com o grupo controle (p < 0,05), sendo que a aplicacdo do extrato de
cucuma isolado atuou de maneira superior a nistatina com porcentagens de reducao

de 29% e 27,1% respectivamente (Figura 8).

Figura 8 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentra¢des

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracdo aditiva por 30 minutos

C. albicans - 30 min
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade Optica (570 nm) do biofiime de C. albicans apds exposicdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 30 min (n = 10. ANOVA,
teste de Tukey, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 9, verifica-se que a combinagcdo dos extratos vegetais promoveu
22,6% de reducéao do biofilme de C. albicans quando analisado o tempo de 24h, e a
aplicacao isolada do extrato de rosas promoveu 0 maior percentual de reducéo
(30%) sendo que tais grupos diferiram estatisticamente do controle negativo e do

grupo tratado com nistatina (p < 0,05).
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Figura 9 - Avaliagdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentragao aditiva por 24 horas
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Porcentagem de redugao
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios = desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. albicans apds exposicdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis,
teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.1.2 C.dubliniensis

No tempo de contato de 5 min sobre biofilme de C. dubliniensis, a aplicacéo
dos extratos de rosas brancas e curcuma isoladamente produziram reducfes com
diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05).
Ja a aplicacdo combinada dos produtos vegetais ndo diferiram do grupo controle
(Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracéo aditiva por 5 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios *+ desvio
padrdo da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis apds exposicao aos
extratos vegetais (rosas brancas e circuma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. ANOVA, teste
de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relacdo ao tempo de exposicdo por 30 min, todos 0s grupos
experimentais analisados com os extratos vegetais, seja rosas brancas e curcuma
isolados ou combinados na concentracdo aditiva, produziram reducdes significativas
de 12,6%, 12,3% e 15,2% respectivamente (Figura 11). Tais grupos diferiram

estatisticamente (p < 0,05) do grupo controle negativo.



Figura 11 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracéo aditiva por 30 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios * desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. albicans apds exposicdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis,
teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 12 observa-se que a combinagéo dos extratos vegetais nao diferiu
estatisticamente (p > 0,05) do grupo controle quando exposto por 24h sobre
biofilme de C. dubliniensis. Apenas a aplicacdo do extrato de curcuma isolado foi
capaz de produzir reducéo da viabilidade das células fungicas de 17,4% (p < 0,05).
Ainda, pode-se observar que C. dubliniensis apresentou resisténcia a acédo da
nistatina em todos os tempos de contato. Os grupos tratados com o antifingico néo
diferiram estatisticamente do grupo controle negativo em nenhum dos tempos de

aplicacédo (p > 0,05).
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Figura 12 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentragao aditiva por 24 horas

C. dubliniensis - 24h
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis apds exposi¢édo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. ANOVA, teste
de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.1.3 C.tropicalis

Sobre biofilme de C. tropicalis, no tempo de exposi¢cao por 5 min, 0s grupos
experimentais tratados com os produtos vegetais tiveram um desempenho
semelhante entre si e o grupo tratado com o extrato de rosas brancas isoladamente
foi semelhante ao grupo tratado com nistatina (p > 0,05) e ambos tratamentos
diferiram estatisticamente do grupo controle (p < 0,05), como pode ser observado na
figura 13.

34



Figura 13 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracdo aditiva por 5 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios * desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis apds exposigdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e circuma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. ANOVA, teste
de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de contato de 30 min, houve semelhanca estatistica entre os
grupos tratado com a combinacao aditiva e o grupo tratado com nistatina (p > 0,05),
contudo, apenas o tratamento com nistatina foi capaz de diferir estatisticamente do
grupo controle (p < 0,05), produzindo reducdo de 51,4% da viabilidade celular
(Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentracéo aditiva por 30 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios * desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis apds exposigdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 30 min (n = 10. Kruskal-
Wallis, teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A aplicacao isolada do extrato de curcuma produziu reducédo de 58,7% do
biofilme de C. tropicalis quando em contato por 24h. Tal reducédo foi semelhante
estatisticamente (p > 0,05) ao grupo tratado com a suspensao da nistatina (66,4%) e
ambos grupos diferiram estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05)
(Figura 15).
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Figura 15 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com os extratos glicélicos de R. centifolia e C. longa nas concentracdes

inibitérias minimas isoladas e combinados na concentragao aditiva por 24 horas
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padréo da leitura da densidade o6ptica (570 nm) do biofiilme de C. tropicalis ap6s exposi¢cdo aos
extratos vegetais (rosas brancas e curcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis,
teste de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Combinacao n° 2 (alecrim e roma)

4.3.2.1 C. albicans

No tempo de contato de 5 min sobre biofilme de C. albicans, nenhuma das
combinagbes aditivas de alecrim e roma diferiram estatisticamente do grupo
controle. Ainda, o grupo tratado com nistatina também nao diferiu (p > 0,05) quando

comparado ao controle negativo (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 5 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade Optica (570 nm) do biofilme de C. albicans apds exposi¢do aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. ANOVA, teste de
Tukey, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de exposi¢cao de 30 min, quatro tratamentos produziram redugdes
significativas diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05), séo eles: o
extrato de alecrim aplicado isoladamente (percentual de reducdo de 26%), duas
combinagdes aditivas (ale 12,5 mg/mL + roma 6,2 mg/mL e ale 12,5 mg/mL + roma
3,1 mg/mL com reducéo de 27,6% e 23,8% respectivamente) e o grupo tratado com
nistatina (reducdo de 31,3%). A aplicagcdo isolada do extrato de romd e a
combinacdo de ambos os extratos na concentracdo de 6,2 mg/mL nado diferiram

estatisticamente do grupo controle (p > 0,05) (Figura 17).
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Figura 17 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 30 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade Optica (570 nm) do biofilme de C. albicans apds exposicdo aos
extratos vegetais (alecrim e romd) isolados e combinados por 30 min (n = 10. ANOVA, teste de
Tukey, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 18, pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica
significativa (p > 0,05) entre grupos tratados com as combinagdes dos extratos, a
aplicacdo do extrato de alecrim isoladamente e a aplicagdo da nistatina quando
comparados ao grupo controle no tempo de exposicado por 24h. O extrato de roma
isolado produziu um aumento do percentual de viabilidade celular de 41,6%

diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05).
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Figura 18 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. albicans em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 24 horas
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. albicans ap0s exposi¢do aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. ANOVA, teste de Tukey,
p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2.2 C. dubliniensis

Com relacdo ao biofilme de C. dubliniensis, nenhuma das quatro
combinagdes aditivas de alecrim e romé no tempo de exposi¢ao por 5 min diferiram
estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). O grupo tratado com o extrato de
roma isoladamente sofreu o maior percentual de reducdo da viabilidade celular
(11,3%) diferindo dos outros tratamentos (p < 0,05) mas n&do do grupo controle.
Ainda, a aplicacdo isolada do extrato de alecrim e o grupo tratado com nistatina
também néo diferiram quando comparado ao controle negativo (p > 0,05) (Figura
19).
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Figura 19 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 5 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios = desvio
padrdo da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis apds exposicao aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. ANOVA, teste de Tukey,
p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de contato por 30 min, ndo houve diferenca estatistica
significativa na comparacdo de qualquer um dos grupos experimentais ao grupo

controle (p > 0,05), como pode-se observar na figura 20.

41



Figura 20 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 30 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo da leitura da densidade Optica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis ap6s exposi¢do aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 30 min (n = 10. Kruskal-Wallis, teste
de Dunn, p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relagéo ao tempo de exposicao de 24h, pode-se verificar na figura 21
gue o extrato de alecrim isolado apresentou o maior percentual de reducdo da
viabilidade (40,6%), seguido pelo grupo tratado com nistatina (35,5%) e as
combinagdes ale 25 mg/mL + romé& 3,1 mg/mL e ale 25 mg/mL + rom& 6,2 mg/mL
com reducbes de 255% e 23,3% respectivamente. Tais grupos diferiram

estatisticamente do controle (p < 0,05).

42



Figura 21 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme apo6s o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 24 horas
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios *+ desvio
padrdo da leitura da densidade dptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis apds exposicado aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de
Dunn, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2.3 C.tropicalis

Quatro combinagdes aditivas de alecrim e roma foram testadas sobre
bioflme de C. tropicalis e no tempo de contato por 5 min, nenhuma das
combinacgdes diferiram do grupo controle (p > 0,05). Houve semelhanca estatistica
entre 0s grupos: extrato de roma 25 mg/mL, ale 25 mg/mL + roma 12,5 mg/mL e ale
12,5 mg/mL + roméd 12,5 mg/mL pois todos aumentaram a viabilidade celular de
modo similar. O grupo tratado com nistatina (reducéo 37,1%) diferiu estatisticamente
de todos os outros tratamentos (p < 0,05) mas nao do grupo controle (Figura 22).
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Figura 22 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 5 minutos
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios = desvio
padrdo da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis apds exposicdo aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 5 min (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de
Dunn, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de exposicdo por 30 min, apenas 0 grupo que recebeu a
suspensdo de nistatina diferiu estatisticamente do grupo controle (p < 0,05)
apresentando um percentual de reducdo da viabilidade de 58,7%. Quando
comparado o grupo tratado com extrato de alecrim isolado e nistatina, houve
semelhanca entre eles, contudo o grupo extrato de alecrim foi semelhante ao

controle negativo (Figura 23).

44



Figura 23 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 30 minutos

C. tropicalis - 30 min
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g A AB f\_ E= Alecrim 50mg/mL

s o i ?/7/, E3 Roma 25mg/mL
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-E % Ale 12,5mg/mL + Roma 12,5mg/mL
-§ % Ale 25mg/mL + Roma 6,2mg/mL

T 0.5- % B Ale 25mg/mL + Roma 3,1mg/mL

= / e Nistatina
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5,4% +6,6% +14,2%+20,2% +26,1% +15% 58,7%

Porcentagem de reducgéo

em comparag&do com grupo Controle ()

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios *+ desvio
padrdo da leitura da densidade optica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis apés exposi¢do aos
extratos vegetais (alecrim e romd) isolados e combinados por 30 min (n = 10. Kruskal-Wallis, teste
de Dunn, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de exposicdo por 24h, pode-se observar significativas reducdes
no percentual de viabilidade das células fungicas em todos os tratamentos quando
comparados ao controle. O grupo tratado com a suspensao da nistatina sofreu o
maior percentual de reducdo de 78,4% seguido pelo grupo tratado com extrato de
alecrim isolado que sofreu reducdo de 75%. O extrato de roma isolado e as
combinacdes de ale 12,5 mg/mL + roma 12,5 mg/mL e ale 25 mg/mL + roma 3,1
mg/mL nao diferiram estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). As combinacdes
de ale 25 mg/mL + roma 12,5 mg/mL e ale 25 mg/mL + roma 6,2 mg/mL
apresentaram percentuais de reducao de 63,4% e 53,9% respectivamente, diferindo

estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05) (Figura 24).



Figura 24 - Avaliacdo da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme apds o
tratamento com o0s extratos glicdlicos de R. officinalis e P. granatum nas
concentragdes inibitérias minimas isoladas e combinados nas concentragdes

aditivas por 24 horas
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Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios *+ desvio
padrdo da leitura da densidade 6ptica (570 nm) do biofiime de C. tropicalis apds exposicdo aos
extratos vegetais (alecrim e roma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de
Dunn, p <0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

A busca por terapias alternativas € emergente. O estudo do sinergismo de
substancias pode ser uma alternativa de sucesso para combater tais infec¢des por
micro-organismos resistentes (Azevedo et al., 2015) e a combinagdo de compostos
naturais, como o0s extratos de plantas, sdo de grande interesse para o
desenvolvimento de uma fitomedicina antifingica eficiente. Dessa forma, o presente
trabalho buscou elucidar a acéo isolada e combinada de quatro extratos vegetais
sobre Candida spp. na forma planctdnica e biofilme. Os extratos de curcuma (C.
longa) e rosas brancas (R. centifolia) apresentaram CIM e CFM de 50 mg/mL para
todas as espécies de Candida exceto o extrato de rosas brancas sobre C. tropicalis
gue apresentou a CIM e CFM de 25 mg/mL. No estudo de Murugesh et al. (2019)
foram analisadas a CIM e CFM do extrato alcoodlico de C. longa contra C. albicans
com a seguinte metodologia para producdo do extrato: o pé seco medido em
gramas de acafrao foi diluido em éalcool absoluto e centrifugado. A solucéo limpida
acima dos detritos do p6 de curcuma foi utilizada para acdo antimicrobiana. Assim
os valores da CIM e CFM foram de 800 (0,1384 g de C. longa) e 1600 ul (0,2768 g
de C. longa) respectivamente. Deve-se destacar que 0 uso do alcool como solvente
pode ter possivel interferéncia na atividade antimicrobiana enquanto o presente
estudo fez a utilizacdo de extratos formulados em propilenoglicol o qual foi testado e
nao apresentou qualquer interferéncia na atividade antifangica.

Em estudo sobre a acéo antifingica do extrato de R. centifolia foi utilizando
o método de difusdo em agar apresentando halo de inibicdo de 16 mm para C.
albicans e 12 mm para C. tropicalis (Gauniyal, Teotia, 2015). Ndo foram encontrados
na literatura consultada outros estudos sobre a acdo antifungica de R. centifolia
contra Candida spp. No presente trabalho, quando as CIMs isoladas desses extratos
(C. longa e R. centifolia) foram combinadas, verificou-se que as concentragdes de
cada extrato necessarias para produzir a inibicdo e morte das células fangicas
diminuiram pela metade. Uma concentracdo aditiva foi encontrada para cada
espécie de Candida (ICIF > 0,5 e < 1,0) e tal achado é relevante para as analises
futuras sobre a toxicidade dos compostos vegetais. Nao foram encontrados estudos
de qualquer natureza sobre a combinacdo de C. longa e R. centifolia na literatura
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consultada. Dessa forma, os dados obtidos s&o pioneiros até o presente momento.

Outras combinacbes de extratos de plantas foram exploradas quanto ao
potencial biolégico produzido a partir da sinergia, como a combinacdo de
Zuccagnia punctata Cav. e Larrea nitida Cav. que sdo plantas comumente utilizadas
na medicina tradicional no combate a infec¢Ges e foram avaliadas quanto a acéo
sinérgica sobre C. albicans e C. glabrata. Foram encontradas trés combinacdes
sinérgicas contra C. albicans e uma contra C. glabrata (Butassiet al., 2015).
Diferentes plantas medicinais utilizadas por comunidades locais nas regides aridas
da Argentina foram avaliadas quanto a acao sinérgica contra cepas de leveduras
isoladas de infec¢cbes vaginais como: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilopsis e C. krusei. Um efeito sinérgico foi observado com a combinacao
de Zuccagnia punctata Cav. e Larrea cunefolia Cav. contra C. albicans, C. glabrata
e entre os extratos de Z. punctata e Larrea nitida Cav. ou Z. punctata e Larrea
divaricata Cav. contra C. glabrata (ICIF = 0,5). Um efeito aditivo foi observado com
a combinacdo de Z. punctata e L. cuneifolia contra C. tropicalis e Z. punctata e
L. nitida contra C. albicans e C. tropicalis com ICIF > 0,5 em ambos o0s casos
(Moreno et al., 2020). Neste ponto, pode-se destacar a importancia das analises de
combinacgdes, uma vez que estudos recentes tém descoberto sinergia entre extratos
vegetais contra micro-organismos patogénicos, corroborando os resultados do
presente estudo.

Quanto as andlises dessa combinacdo n° 1 (cUrcuma e rosas brancas)
sobre biofilmes, pode-se destacar 0os seguintes pontos: nas analises com o0 menor
tempo de contato (5 min) apenas a acao isolada do extrato de rosas brancas foi
significante contra todas as espécies testadas e o extrato de curcuma foi capaz de
atuar isoladamente apenas sobre C. dubliniensis (p < 0,05). Ja no tempo de 30 min,
as combinacdes foram bem-sucedidas promovendo reducdes da viabilidade celular
semelhante a suspensdo de nistatina. Os extratos isolados também promoveram
reducdes significativas exceto no biofilme de C. tropicalis. J& no maior tempo de
contato (24 h), sobre C. albicans, a combinac&o dos extratos e a aplicacdo de rosas
brancas isoladamente produziram maiores reducdes no biofilme do que a nistatina,
diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05). Sobre C. dubliniensis e C.
tropicalis a aplicacdo isolada de curcuma foi capaz de promover reducdes

semelhantes e até superior a nistatina resultando em até 58,7% de reducédo do
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biofilme. Salientando que, as concentragdes isoladas testadas sobre biofilmes s&o
as CIMs. Diante de tais pontos destacados, verificou-se que: em um curto tempo de
contato (5 min) dos extratos vegetais ao biofime de Candida spp. apenas os
extratos isolados atuaram. Em um intervalo de tempo mediano (30 min), as
combinagdes produziram redugbes significativas. JA no periodo de contato
prolongado (24h) a acéo isolada de C. longa destacou-se sobre as espécies nao-
albicans, sendo esta uma descoberta interessante para posterior estudo desse
extrato.

Novamente, ndo foram encontrados na literatura consultada qualquer relato
sobre a combinacéo desses extratos vegetais atuando em biofilmes. Sobre o estudo
da acao isolada de C. longa em biofilmes, o 6leo essencial de C. longa foi capaz de
inibir a formacdo de biofiimes de S. mutans em concentracdes superiores a 0,5
mg/mL (Lee et al., 2011). Em outro estudo, constatou-se a inibicdo de biofilmes de
S. aureus e S. pneumoniae usando nanoparticulas de prata biossintetizadas
associadas a C. longa. Tal combinacdo demonstrou uma potente atividade anti-
biofilme (Kamble et al., 2018).

Sobre a acdo de diferentes espécies vegetais combinadas atuando sobre
biofilmes, trés espécies de plantas da familia Brassicaceae foram analisadas quanto
ao efeito combinatério com a proteinase K. Os extratos de Raphanus sativus L.
(rabanete), R. sativus var. longipinnatus (outra espécie de rabanete) e Brassica
oleracea var. acephala (couve-de-folha) foram combinados com a proteinase K e
avaliados em biofilme de E. coli O157: H7. Verificou-se que o efeito sinérgico do
extrato de R. sativus var. longipinnatus e a proteinase K foi capaz de provocar a
interrupcdo da divisdo celular bacteriana e promover rupturas na estrutura do
biofiime (Hu et al., 2020). Ndo ha descrito no estudo o tempo de contato das
combinagdes ao biofilme de E. coli.

Quanto as analises dos extratos de alecrim (R. officinalis) e roma (P.
granatum), verificou-se que as CIMs e CFMs de ambos os extratos foram mais altas
para as espécies nao-albicans do que para C. albicans. A CIMs de alecrim para C.
albicans foi de 25 mg/mL e para as outras espécies de 50 mg/mL. J4 o extrato de
roma apresentou potencial de inibicdo e eliminacdo das células fangicas de C.
albicans com 12,5 mg/mL e para as espécies nado-albicans, 25 mg/mL. Diversos

estudos na literatura elucidam o potencial antimicrobiano de tais plantas. Em estudo
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anterior do nosso grupo de pesquisa, observou-se o potencial antifingico do extrato
de R. officinalis sobre diversas espécies de Candida em sua forma plancténica e
biofilme. A CIM encontrada foi de 50 mg/mL para C. albicans, C. dubliniensis, C.
glabrata, C. krusei, e C. tropicalis. Sobre biofilmes, o extrato da planta apresentou
acdo semelhante a nistatina quando aplicado nas concentracfes de 100 e 200
mg/mL (Meccatti et al., 2020). E importante ressaltar as altas concentracdes do
extrato de R. officinalis que foram necessarias para atuacdo em biofilmes neste
estudo anterior e, por isso, 0 presente trabalho explorou a possivel sinergia de R.
officinalis e P. granatum buscando a diminuicdo das concentra¢cbes. No estudo de
Kumar et al. (2020) a acdo antifungica de P. granatum foi verificada sobre cepas
clinicas de C. albicans através do método de difusdo em &gar. Diferentes
concentragcbes do extrato vegetal foram comparadas ao efeito do clotrimazol. A
largura das zonas de inibicdo de P. granatum foram muito semelhantes a do
antifangico.

Com relacdo a combinacédo n°® 2 (alecrim e roma) verificou-se grande éxito
no objetivo de reducéo das concentragdes, pois algumas combinacdes produziram a
reducdo de até oito vezes o uso da CIM isolada dos extratos. Trés combina¢cdes
aditivas foram encontradas sobre C. albicans e quatro combinac¢des aditivas sobre
as espécies nado-albicans (ICIF >0,5 e <1,0). Estes achados bem-sucedidos sédo de
grande importancia para o avanco dos estudos in vivo. No estudo de Abu El-Wafa et
al. (2020) foram testados alguns extratos vegetais isolados e em combinagdo com
antibiéticos sendo eles: alecrim (R. officinalis), raizes de gengibre (Zingiber
officinale), cascas de canela (Cinnamomum verum), folhas de tomilho (Thymus
vulgaris), cascas de roma (P. granatum), flores de cravo (Syzygium aromaticum) e
folhas de hortela-pimenta (Mentha piperita). Os autores observaram que 0s extratos
de alecrim e roma juntos apresentaram sinergismo (ICIF < 0,5) com os antibiéticos
(piperacilina, ceftazidima, imipenem, gentamicina ou levofloxacino) o que reduziu
significativamente a CIM dos antimicrobianos contra uma cepa clinica de P.
aeruginosa (reducédo de 1024, 1024, 1024, 512 e 512 ug/mL para 2, 4, 32, 2 e 2
Mg/mL, respectivamente) e tal achado contribui para novas perspectivas sobre o
combate da resisténcia microbiana, uma vez que doses menores desses compostos
sintéticos serdo necessarias quando associadas aos compostos naturais.

A punicalagina € um tanino hidrolisavel isolado da P. granatum e um dos principais
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componentes desta planta com propriedades antimicrobianas. No estudo de Da
Silva et al. (2020) avaliou-se a possivel acdo sinérgica desse composto a nistatina.
A combinacdo aumentou a eficacia antifUngica, em comparacdo aos compostos
testados isoladamente e eliminaram a citotoxicidade do composto sobre os
gueratindécitos in vitro.

Quanto as analises dessa combinacdo n°® 2 (alecrim e roma) sobre
biofilmes, pode-se destacar os seguintes pontos: em um curto tempo de contato (5
min) dos extratos vegetais ao biofiime de Candida spp. ndo houve diferenca
estatistica significativa (p > 0,05) entre a aplicagdo destes com o grupo controle
negativo. Em um tempo intermediario de contato (30 min), apenas o biofilme de C.
albicans sofreu reducdes significativas com a aplicacdo do extrato de alecrim isolado
(25 mg/mL, CIM) e com as combinagdes: alecrim 12,5 mg/mL + roma 6,2 mg/mL e
alecrim 12,5 mg/mL + romé& 3,1 mg/mL com percentuais de reducao de 27,6% e
23,8% respectivamente além da nistatina (31,3%). Este tempo intermediario de
contato foi o protocolo que apresentou melhores resultados sobre biofilme de C.
albicans. As espécies nao-albicans ndo apresentaram sensibilidade aos extratos
vegetais combinados ou isolados em 30 min e apenas a suspensao da nistatina
promoveu reduc¢des significativas do biofilme de C. tropicalis (percentual de reducéo
de 58,7%). Ja no periodo de contato prolongado (24h), sobre C. albicans verificou-
se um aumento da viabilidade celular de 41,6% no grupo tratado com extrato de
roma (12,5 mg/mL, CIM) e ndo houve reducéo significativa nos outros grupos (p >
0,05). Ainda, verificou-se que a ocorréncia do aumento da viabilidade celular repetiu-
se em alguns grupos experimentais.

N&o foram encontrados estudos na literatura que pudessem esclarecer tais
achados de modo especifico. Todavia, durante a realizacdo dos experimentos,
observou-se que quando o extrato de roma era diluido em caldo BHI, ocorria uma
“precipitacdo” de maneira que o liquido resultante apresentava sedimentos em
algumas horas. No estudo de Pramadita e Widyarman (2019) foi avaliada a acao do
suco de roma, em diferentes concentracdes diluido em caldo BHI, sobre biofilme de
Streptococcus sanguinis e Fusobacterium nucleatum. Os autores observaram que,
guando o suco de roma diluido era aplicado sobre biofilme de S. sanguis, ocorria um
aumento da viabilidade celular de maneira gradativa com 3, 6 e 24 h de contato em

comparacado com o controle negativo. Os autores identificaram que a glicose é o
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principal agucar presente no roma e S. sanguis € capaz de metabolizar carboidratos
para sobreviver. Em paralelo com o presente estudo, Candida spp. também sé&o
capazes de fermentar glicose e, de alguma maneira, a mistura do extrato de roma
com caldo BHI pode ter disponibilizado uma quantidade superior de substratos a
essas leveduras. Ainda, o0s extratos combinados resultaram em baixas
concentracbes necessarias para atuacdo em planctbnicos e algumas dessas
concentracbes ndo atuaram de modo semelhante em biofilmes. Tal hipotese
explicaria o aumento da viabilidade celular.

Sobre biofilme de C. dubliniensis no tempo de contato por 24 h, o extrato de
alecrim isolado (50 mg/mL, CIM), as combinacdes alecrim 25 mg/mL + roma 3,1
mg/mL e alecrim 25 mg/mL + roma 6,2 mg/mL promoveram reduc¢des significativas
do biofilme (40,6%, 25,5% e 23,3% respectivamente) e o grupo tratado com nistatina
também apresentou percentual de reducéo significativo de 35,3%, todos diferindo
estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05). Sobre tal espécie, o tempo
de contato prolongado foi o melhor protocolo com maiores percentuais de reducéao.

Com relacdo ao tempo de contato de 24h sobre biofilme de C. tropicalis,
nota-se percentuais de reducdo muito expressivos: grupo nistatina com 78,4%,
seguido pelo grupo tratado com extrato de alecrim isolado (50 mg/mL, CIM) com
75% de reducdo e as combinagcBes de alecrim 25 mg/mL + romd 12,5 mg/mL e
alecrim 25 mg/mL + roma 6,2 mg/mL que apresentaram percentuais de reducéo de
63,4% e 53,9% respectivamente, todos diferindo estatisticamente do grupo controle
(p < 0,05). Ainda, o extrato de roma isolado (25 mg/mL, CIM) e as combinac¢des
alecrim 12,5 mg/mL + romé& 12,5 mg/mL e alecrim 25 mg/mL + roma 3,1 mg/mL
também produziram percentuais de reducdo relevantes (49,4%, 48,8% e 49,6%
respectivamente) mas sem diferenca estatistica significativa (p > 0,05). Uma vez
que C. tropicalis € uma espécie que apresenta alta capacidade de adesdo e
formacédo de biofilme (Negri et al., 2010), encontrar expressivos percentuais de
reducdo é de grande relevancia e demonstra que, a combinacdo dos extratos de
alecrim e roma séo dotados de potencial antifingico potencialmente exploravel.

Ainda sobre o estudo de Abu El-Wafa et al. (2020) a combinacdo de
alecrim, roma e antibiotico alcancaram até 99,6% de erradicacdo do biofilme de
P.aeruginosa apresentado o melhor resultado quando comparado a qualquer outra

monoterapia avaliada no estudo. Uma combinacdo de compostos alcaldides
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derivados da Sida Cordifolia L., popularmente conhecida como malva branca, com
nistatina ou clotrimazol apresentaram efeito combinatério antifangico contra diversas
espécies de Candida. Os autores acreditam que esse efeito antimicrobiano
combinatoério pode estar relacionado a alteracdo da permeabilidade da membrana
(Ouédraogo et al., 2012).

Diante dos resultados encontrados na literatura que foram discorridos e
debatidos com os resultados do presente trabalho, verifica-se que este elucidou
importantes descobertas sobre a acdo antifungica dos extratos de plantas em
questao, revelando diferentes combinacdes aditivas com potencial exploravel para
formulacdo de novos compostos antifungicos. Tais extratos isolados ou combinados
apresentaram importante atividade antibiofime em diferentes concentracdes e
tempos de agcédo, como por exemplo, C. albicans sofreu maiores redugdes no tempo
de 30 min e C. tropicalis no tempo de 24 h. Com isso, 0 presente estudo constata
gue o tempo de acdo é uma questdo significativa. Sabe-se que hd um aumento
expressivo das espécies nado-albicans nas candidoses bucais e conhecer a cepa
secundaria predominante para melhor escolha do protocolo terapéutico é muito
importante pois, para acdo antibiofilme contra C. tropicalis, seria necessario o
emprego de farmacos com liberagcdo prolongada do principio ativo, e tal fator
poderia ser decisivo no sucesso do tratamento.

Considerando os resultados encontrados, acreditamos na possibilidade do
desenvolvimento de diversos compostos para tratamento e auxilio no combate a
candidose bucal, como por exemplo, o desenvolvimento de uma pomada a base de
vegetais que apresente substantividade para aplicacdo nas mucosas afetadas, ou
até mesmo, o desenvolvimento de uma solucdo desinfetante para proteses que
ficariam mergulhadas durante 30 min por dia como método adjuvante de
higienizacdo. Para pacientes HIV+ e que frequentemente apresentam o predominio
de C. dubliniensis como cepa secundaria nas lesbes de candidose orofaringea, o
desenvolvimento de pomadas a base de alecrim ou cdrcuma parece promissor uma
vez que C. dubliniensis apresentou grande resisténcia a acdo da nistatina. Sabe-se
gue a capacidade de formacao e desenvolvimento de biofilmes constitui um fator de
resisténcia dos micro-organismos e no presente momento, estamos diante de
promissoras combinagfes vegetais que sao atuantes contra essas comunidades

microbianas patogénicas.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

a)

b)

os extratos de C. longa, R. centifolia, R. officinalis e P. granatum
apresentaram acdo antifungica frente as espécies de C. albicans, C.
dubliniensis e C. tropicalis promovendo Concentracdes Inibitoria
Minima e Fungicida Minima;

os extratos de C. longa e R. centifolia juntos resultaram em uma
combinacdo aditiva contra todas as espécies testadas e a mistura de R.
officinalis e P. granatum resultou em trés combinacdes aditivas sobre
C. albicans e quatro combinacbes aditivas frente as espécies néo-
albicans;

para acao antibiofilme contra C. albicans, o tempo de 30 min foi o
melhor protocolo com ambas as combinacdes vegetais atuantes, sendo
a mistura de C. longa e R. centifolia tambem efetiva em 24 h; contra
biofilme de C. dubliniensis, a aplicacéo isolada dos extratos de plantas
mostrou-se melhor alternativa sendo R. officinalis o mais ativo em 24 h;
para acdo antibiofilme contra C. tropicalis, a agdo prolongada (24 h)
parece ser fator decisivo, sendo a combinacdo de R. officinalis e P.

granatum bem-sucedida e a atuacéo de C. longa isolada promissora.
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ANEXO A - Informativo técnico do extrato glicélico de Curcuma longa L.

STD COMERCIO E EXPORTACAD LTDA

EXTRATO GLICOLICO DE ACAFRAQ-CURCUMA

NMome Botaniceo: Curcuma longa L
Familia: Zingiberaceas;

Sinonimia Botanica: Curcuma domestica;
Parte utilizada: Rizomas;

Nomes populares: Acafrao da terra,
CUMCLIM;

Tradugao: Turmeric (inglés); curcuma
(espanhol).

Informagoes Gerais:

Pertencente 3 ordem das Zingiberales e 3 familia das Zingiberaceas, Curcuma longa se
apresenta como uma herbacea perene e bulbosa, de pequeno porte, atingindo 1 metro de
altura. O caule do fipo rizoma, subterraneo, grosso e imegular, possui suber pardo-armoxeado,
apresentando internamente, coloragde laranja-amarelada. As folhas basais, possuem peciolos
longos e suculentos, atingindo quase 1 metro de comprimento. A lamina foliar, ovalada-
lanceolada, apresenta coloracao verde-escura e se apresentam levmente coriaceas.

As flores hermafroditas possuem corola tubular, de coloragdo que varia de branco ao rosa,
passando pelo amarele e o laranja. Estac reunidas em inflorescéncias  centrais,
pedunculadas, basais, escamiformes e de formato ovalado. De cada “escama” obsenramos a
genese de uma flor. Os dados sobre frutos e sementes nao foram encontrados na bibliografia
consultada, mas pudemos wverficar gue possul O nzoma como prncipal mecanismo de
di5per55|:-.
., Onginana do continente asiaico apresenta a regide sul e sudeste, mais isamente,
In-:lla_ngmm foco de ongem e dispersao da Emrig Conhecida desde tE-I'T'K}EprEFI'EIﬂlIﬂE p-elaﬁ

locais, foram encontrados registros de cultivo India e China, datades de mais de 2
mil ands. De seu rizoma seco e pulvenzado, & extraido o gafmu-da-tena condimento e
corante. Seu & em media vezamnnrqueua;aﬁmmm::deﬂfmmm
Atualmente & culivada em praticamente, todas as regides tropicais do globo, sendo bastante
difundida no velho continente (Ewropa & Asia).

Ti de climas is, altas ras (entre 20 e 35°C), sol pleno, & medias
mpm pluvnsldmmmu}. mﬂlﬁ d{e pluvicsidade El{dEfandﬂnl'FH}El" 5E1
rizoma, acametando redugac foliar, desenvolvimento reduzide e baixa produtividade. Os solos
de textua média (areno-argiloses ou argilo-arenesos), bem drenados e levemente acidos,
deverm ntar altas concentragdes de materia anica. O odo de cultivo e rapido e
naam EEpag-Jml:lE Ba 1ﬂmESE|EIE:T!}I:ﬁ'5EfEﬂI1H1FF'EIE Eﬂmm—ﬁe ﬁfﬂlaﬁ!}le 5e
desenterma o nzoma. Apresenta-se bastante rentavel, 3 medida que os gastos de produgdo
s3o baiwos e as aplicagies s3o variadas.

O principal produtor mundial & a India, com cerca de 80% da produgso mundial. _No Brasi,
temos os estados de: Minas Gerais e Goiania; como principais pmdut-:rﬁ O da-terra
{Curcuma  jonga) & amplamente como alimentar (termipera), texti (corante). perfumaria,
medicinal & cosmético.
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F: (11} 2854-3432 Fax [11) 2854-3438  E-mall: Infoi@seivabrazils com.br




64

e,
-Fr.-l'
” 1
b :r'
Theh, -"'-I:'T-" ATLIS STEIQE'I!LIEBIZ'-IIIIEEIPEEIPE;:'EII_TDA
Ao o

Composigao Quimica

A  Cucuma longa apresenta dois pl11-::||:-||:r5 ativos prncipais: 3 cuncuming,
demetoxicurcumina e a bisdemetoxicurcumina; & um oleo essencial, a oleoresina. Alem disso,
enconira-se rica em: ar-tumenona, a-Tocoferol, B-Sitosterol, curcuming, flavonoides, terpinena,
turmerona & zngbereno. o que acaba conferindc uma grande gama de propredades
medicnais e cosmeticas. Alem disso, apresenta boas taxas de vitaminas e sais minerais;

Principais Constituintes Terpineno;

1.8-Cineol; Twrrnering (1000 ppm)
Acido Cafeico (5 ppm); Twmercna {1800-23200 ppm);
Acido Euman::u- 5 ppmi; Ukonano {33-6800 ppm);
Acido Sinngico; Fingibereno (750-1B000 ppmi;
Acido Vanilico:

Ar-Tumerona (740-5800 ppmj; Sais Minerais:
a-Felandreno (1845 ppm); Calcio ﬂEFI}EBQE ppm};
a-Tocoferol (11-18 ppm); Femo (121-267T ppm);
g-Caroteno; Fésforo | | B40-8307T ppm);
B-Sitosterod (510 ppm); Magﬁlu (3033-2300 pprnj;
Bisaboleno; Manganés (33-78 ppm];
Bisacurona (2 ppm); Potassio (4870-41271 pom):
Campesterol (20 ppm); Selenio (0.5-1.8 ppmi);
Curcumenal {58 ) Sodio (30-4200 ppm);
Curcumina [Ei-ﬁﬂggaippm:r | ) peam);
Curcumingides (30000-30000 ppm;

Ciclocurcumina (13.3-8000 ppm); Vitaminas:

D-Sabineno (20-4532 ppm); Vitamina C (0-293 ppm];
Flavonoides (20-85 ppm); Vitamina E {11-18 ppm);
Limeneno (B0 ppm); Vitamina B, (0-8 ppm);
Cuercetina (B0-25 ppm); Vitamina Bs (5-62 ppm);

Stigmasierol;

Atividade Biologica e Farmacologica:

Herbacea pequenoimedio porte. a Curcuma longa pertence a familia das Zingiberaceas,
mesma do gendglhle O caule do tipo nzoma grosso e | . possui suber pardo-escuro &
ceme macio de coloracdo amarslo-alaranjado. Tipica climas tropicais. prefere altas

raturas e pluviosidades médias. A curcuema se apresenta simiar a0 acafrao verdadeiro.
Porem com custo pelo menos & vezes menor.

Rico em: ar-umerona, o-Tocoferol, B-Sitosterol, curcumina, flavondides, temineno,
turmerona e zngiberenc; possui gmn-:le apmalg-.al:- na medicina tradicional e na industria
cosmetica. Posswi altas taxas de =ais minerais (calcio, magnesio & potassio); e de vitammnas

{C. E & complexo B).
Ma medicina tradicicnal. possui propriedades: adstringente, aperiente, anti-AGE, anti-

bacteriana, anti-diarreica, ant-espasmadica, antinflamatoria, ant-septica, anti-oxidante, anti-
viral, cicatrizante, c:dagl:-ga colerstica, digestiva, emenagoga, E-stnmaquma hepatuplntetnr
hipoglicemica, hipotensor laxativa, resolutiva e vaso-dilatador. Sendo assim, € indicada na
prevencao & no tratamento de diversos males, como: estomacais, distirbios
ntestinais, diabetes, alto colesterol. amenomeia, dismenoméia, distencies, contusdes, cores,
feridas, qruemal:lum ulceras, tumores, cancer, ma nrmla-:'.au afecgoes hE-FIEI'th".'.EIE disturbics
renars, calculos, pe de atleta, micoses, herpes, AIDS, afecg:ne.r. cut3neas, psoriase, sarampo
& reurnatismo.
Av. Brig Fara Lima, 558 3°andar—c32 Pinheiros — 530 Pauo — SP CEPR: 15426- 3100
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Indicagoes de uso e Dosagens Recomendadas

Agao

As altas concentragdes de compostos de agdo anti-oxidante, como: o-Tocoferol (vitamina
E), p-Caroteno, B-Sitosterol, flavoncides zingiberenc: edenciam Seu usD em cremes de
a¢do anti-AGE e anti-sinais. As altas taxas de compostos de ag3o adstringents & anti-séptica;
pfomovem regulacac na 5&@5;,3-1 das glandulas sebaceas. controlando 3 olecsidade da pele
& consequentemente, reduzinde o aparecimento da acne. Sendo assim entra na formulagdo
de cremes de fratamente anti-acne; em logbes adstringentes para Bmpeza profunda; e ‘em
xampus condicionadores para cabelos oleosos.

Dosagem/Modo de Usar

Cremes anti-acne: ate 5% de extrato glicolico;

Cremes anti-AGE: até 5% de extrato glicolico:

Cremes anti-sinais: ate 5% de extrato glicolico;

Logdes adstringentes de limpeza profunda: até 5% de extrato glicolico;
X¥ampus para cabelos oleosos: ate 5% de extrato ghicalico;

Precaugoes de Armazenamenteo

Armmazenar preferencialmente em recipiente 3mbar, em ambiente seco e arejado, a0 abrigo da
bz solar.

Av. Brig Fara Lima, 558 3° andar—c32 Phhelros — 530 Paulo — SP CER: 15426-200
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ANEXO B - Informativo técnico do extrato glicélico de Rosa centifolia L.

@ Lew’

\~ mapric
mapric’ R

EXTRATO GLICOLICO DE ROSA BRANCA HG

Nome Clentilico: Rosa centifolia L [ Rosaceae
INCI: Ensa Centifolia Flower Extract

N CAS: Bd604-12-

Parte Utllizada: Flores

Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS
A Rosa € rica em dleo essencial, dleo fixo, aminodcidos, flavondides, dcidos orginicos (malico,
tartirico). taninos, glicidios, pro-vitamina A, vitamina C, sais minerais.

PROPRIEDADES E INDICA COES

Adstringente, cicatrizante, antiinflamatério, anti-séptico, calmante, refrescanie (6leo essencial, taninos).
Emoliente, hidratante, amaciante, restaurador (aminodcidos, &leo fixo, sais minerais), anti-radicais
livres (vitaminas, flavondides). Indicado para peles secas, sensiveis e acnficas. Recomendado em
logies tonicas, em formulagbes para massagem do corpo, e higiene pessoal.

Em cremes, géis e logbes para o corpo - 3,0 a 80%. Em shampoos, condicionadores, sabonetes e
tonicos - 1,0 a 5.0%. Em sabonetes em barma - (1,5 a 3,0%

Atenciio: O Extrato Glicolico de Rosa Branca deve ser adicionado no final da preparacio cosmética,
com o produto em temperatura abaixo de 45 C. Uso externo.

ESTOCAGEM
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacfio.
Obs.:
* Poderd ocorrer formacfio de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
* Alteractes da cor s#o esperadas por modificacdes dos compostos coloridos das plantas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Alonso, J.R.; Tratado de Fitomedicina-Bases Clinicas e Farmacoldgicas. ISIS Ediciones SRL, 1998,
Coimbra, R.; Manual de Fitoterapia. Ed. CEJUP, 1994.

Av. Gentil de Moura, 194 CEP 04278 080 Ipiranga Séio Paulo SP Tel/Fax 55 (11) 5061.5282

mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br

66



ANEXO C - Informativo técnico do extrato glicolico de Rosmarinus officinalis L.

5 2

mapric’ S

EXTRATO GLICOLICO DE ALECRIM (HG

Mome Cientifico: Rosmarinus officinalis ./ Labiatae
INCI: Rosmarnnus Officinalis Leaf Extract

N™ CAS: 84604-14-8

Parte Utilizada: Folha

Formula Maolecular: N.A

Peso Molecular: N A

PRINCIPIOS ATIVOS

Meo essencial constituide de derivados terpénicos (pinene, canfeno, bomeol livee ¢ como
acetato, cineol, canforal; sesquiterpenos: acido oleanolico; pouco tanino; substancias amargas;
saponina acida; e compostos glucosidicos.

PROPRIEDA DES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicdlico de Alecrim tem agio dermopurificante, tonificante, estimulante celular,
antioxidante, proietor de tecidos e ativador da circulagio perifénca. Pode ser usado em
preparagies para o couro cabeludo, estimulando a circulag®o € o crescimento capilar. Tem acio
anticaspa, previne a queda e confere brilho aos cabelos.

Usado também em preparaciies para pele acnéica, comedogénica e atinica

Podera ser incorporado em cremes, logbes cremosas, hidroalcodlicas ou ténicas. em shampoos,
g€ls, cremes para banho, logio de limpeza e outros produtos cosméticos.

Atencho: (O Extrato Glicdlico de Alecrim deve ser adicionado no final da preparagio cosmética,
com o produto em tempe ratura abaixo de 45° C.

Indicado somente para uso externo em concentracio - 0.5 a 10%.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacio.
Db
*  Podera ocomer formacio de precipitado efou turbider durante a estocagem, sem alterar as

propricdades.
= Alleragies da cor s8o esperadas por modificagies dos compostos coloridos das plantas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alonso, 1LE.; Tratado de Fitomedicina—Bases Clinicas e Farmacologicas. 1SIS Ediciones SRL,
1998,

Balmé, F.; Plantas Medicinais. Ed. Helmus, 1994,

Coimbra, R.; Manual de Fitoterapia. Ed. CEJUP, 1994,

Avw, Dr Gentil de Moura, 194 CEF 04278 080 Ipiranga 580 Paolo SF TelFax 55 (11) S061.5282
meapric @ mapric.com br www  mapric. com.br
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ANEXO D - Informativo técnico do extrato glicolico de Punica granatum L.

7o\

mapric R:TJ’

EXTRATO GLICOLICO DE ROMA (HG)

Mome Cientifico: Punics granatum L. FPusdacage
INCE: Punica Granatum Bark Extract

ND CAS: B4SE1-57-9

Parte Utilizada: Ceacs

PRINCIPIOS ATIVOS
Contirn alcaldides (ooma & pelidtering & sopelisbering) & of taninas galioos.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPLUTICOS

Postul efeito adstringente & anti-séptics proportionado peles taninod galioos, Senda muito
utilizads em produtos para o brataments de aone @ de Sebormida, slém de regular & oleasidade
da pele & dos cabelos.

DOSAGEM
Em cremes, géis & lopies — 2 a 10%.
Em shearmpocs, condidonadores & sab, - 1 & 5%

ESTOCAGEM™ E VALIDADE
D sor estocado hermetcamente fechado, a0 abrigo da luz solar direta & do calor.
Prazo de validade: 36 meses 3 partic da data de fabricagBo.

Obs. -
*  Poderd ocomer forrnagSo de precipitado &fou turbidez duranbe & estocagem, Serm altérar
& propriedades.
= Alberacles da cor sBo esperades por modificesdes dos compostos alordos das plantes,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Balmé, F.; Mantas Medidnais. Bd. Haelmus, 1554,

Coimbra, F.; Manusl de Ftoberapla. Ed. CEILUR, 1904,

Crawa, A.6.; Frutas & Erves que Curam - Panacéia Vegetal. Ed. Helmus, 1995,
Encydopédie des Flambes Médicinales, Bd. Larousse-Bordas, 1997,

Moreira, F.; A Fentas que Curam. Ed. Helmus, 1985.

Segredod & Virtudes das Plantas Medicnais. Resders Digest, 1998,

#yw_ Gentil de Moura, 154 CEP 04278 080 Ipimnga SSo Pauio 5P TelFax 58 (11)
S061. 5282 mapncimaonc, com. br  wew, maprc, com.br
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