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Domingues N. Avaliacdo de extratos de plantas medicinais em biofilmes
multiespécie de Candida albicans com Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2018.

RESUMO

Os micro-organismos estdo cada vez mais resistentes aos medicamentos
disponiveis tanto na medicina quanto na odontologia, e esta resisténcia € ainda
maior quando estdo organizados em biofilmes mono ou multiespécies, de modo que
o estudo de antimicrobianos alternativos, como fitoterapicos, estdo em crescente
ascensao. A interacdo entre leveduras e bactérias esta intimamente presente na
cavidade bucal, em que nichos como dentes, lingua, mucosa e bolsa periodontal,
nutrientes e temperatura adequados promovem condi¢cdes favoraveis para formacao
do biofilme. Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos de Pfaffia paniculata K (pfaffia), Hamamelis virginiana L. (hamamelis),
Stryphnodendron barbatiman (barbatimdo) e Gymnema sylvestre (gimena) em
biofiimes heterotipicos de Candida albicans (ATCC 18804) com Streptococcus
mutans (ATCC 35688), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Enterococcus faecalis
(ATCC 4083) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). Para isso, suspensdes
padronizadas em 107 cels/mL dos micro-organismos testes, foram distribuidos em
placas de microtitulacdo de 96 pocos, juntamente 100 uL de caldo BHI. As placas
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C/48h (5% de CO:zpara S. mutans) e,
apos, os biofilmes foram submetidos ao tratamento com os extratos por 5 min e 24
h, nas respectivas concentracbes de 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL. Foi
utilizado solugédo salina 0,9% (5 min) ou caldo BHI (24 h) nos grupos controles.
Apods, os biofilmes foram lavados e desagregados do fundo da placa e diluicbes
seriadas foram semeadas em &gar seletivo para cada micro-organismo. Foram
realizadas contagens de UFC/mL (logio) apés 24 h de incubagdo e analisadas
estatisticamente pelo método Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s
(p<0.05). Os resultados obtidos indicaram reduc¢des significativas promovidas pelos
extratos nos dois tempos de tratamento analisados. Foi observado que o extrato de
H. virginiana apresentou reducdo de todos os grupos analisados no tempo de
tratamento de 24 h. Conclui-se que os extratos de P. paniculata, H. virginiana, S.
barbatiman e G. sylvestre apresentaram acdo antimicrobiana sobre biofilmes
muliespécie de C. albicans com as bactérias de interesse médico-odontoldgico, nos
tempos de tratamento de 5 min e 24 h.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Biofilme. Candida albicans. Streptococcus
mutans. Staphylococcus aureus. Enterococcus faecalis. Pseudomonas aeruginosa.



Domingues N. Evaluation of extracts of medicinal plants in biofilm multispecies of
Candida albicans with Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Pseudomonas aeruginosa [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP):
Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Microorganisms are increasingly resistant to drugs available in both medicine and
dentistry, and this resistance is even greater when they are organized into mono or
multispecies biofilms, so that the study of alternative antimicrobials, such as herbal
medicines, are on the rise. The interaction between yeasts and bacteria is intimately
present in the oral cavity, in which niches such as teeth, tongue, mucosa and
periodontal pocket, food and adequate temperature promote adequate conditions for
biofilm formation. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
extracts of Pfaffia paniculata K., Hamamelis virginiana L., Gymnema sylvestre and
Stryphnodendron barbatiman M. in heterotopic biofilms of Candida albicans (ATCC
18804) with Streptococcus mutans (ATCC 35688). Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Enterococcus faecalis (ATCC 4083), and Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442). Standardized suspensions at 107 cells/mL of the test microorganisms were
distributed in 96 well microtiter plates together with 100 uL of BHI broth, the plates
were incubated in a bacteriological oven at 37°C/48h (5% CO- for S. mutans). After
the incubation time, treatments were performed at 5 min and 24 h times, applying the
respective extracts at the concentrations of 100 mg, 50 mg and 25 mg/mL and
applying 0.9% saline solution or BHI broth in the control groups. After the biofilms
were washed and disaggregated from the bottom of the plate, performing serial
dilutions for later seeding in selective agar. UFC/ml (logi0) counts were performed
after 24 h of incubation and statistically analyzed Kruskal-Wallis method
supplemented by the Dun's test (p<0.05%). The obtained results indicated significant
reductions promoted by extracts in the two treatment times analyzed. It was
observed that the extract of H. virginiana showed reduction of all the analyzed groups
without treatment time of 24 h. It is concluded that the extracts of P. paniculata, H.
virginiana, S. barbatiman and G. sylvestre presented antimicrobial action after
analysis of the heterotypic biofilms of C. albicans with the bacteria of medical and
dental interest, in the treatment times of 5 min and 24 h.

Keywords: Medicinal plants. Biofilm. Candida albicans. Streptococcus mutans.
Staphylococcus aureus. Enterococcus faecalis. Pseudomonas aeruginosa.




1 INTRODUCAO

As leveduras e bactérias estdo presentes de forma comensal na superficie
da pele e mucosa do ser humano, e muitas vezes estédo dispostas em nichos, como
na cavidade bucal em que a lingua, dentes, sulco gengival e mucosa podem
favorecer seu crescimento, co-agregacao e formacdo de biofilme. As bactérias se
tornam mais resistentes quando dispostas em biofilme, uma estrutura tridimensional
favorecida pela formacdo da matriz extracelular que confere protecdo a esta
estrutura; e pelo quorum-sensing, comunicacdo célula a célula, que atribui aos
micro-organismos a capacidade de manutencdo do biofilme, transferéncia de
resisténcia a antibioticos, entre outras caracteristicas (How et al., 2016; Hagen, Son,
2017; Hotterbeekx et al., 2017; Tomé et al., 2017). O estado de saude € decorrente
do equilibrio da microbiota residente com as defesas do hospedeiro, mas o
desequilibrio desse sistema pode levar a um estado de doenca, por infec¢des locais
ou sistémicas, causadas por micro-organismos (How et al., 2016).

Entre esses micro-organismos, Streptococcus mutans apresentam fatores de
viruléncia, como: ser acidogénico, habilidade do S. mutans em fermentar
carboidratos da dieta, principalmente a sacarose, e a partir dessa fermentacéo
produzir 4cidos que levam a desmineralizacdo do esmalte dentario e promove um
ambiente propicio para o crescimento de espécies virulentas;, ser acidarico
atribuindo a capacidade de sobreviver em meio &cido (Feldman et al., 2017),
producao de polissacarideos soluvel e insoltvel que promovem a adesao e substrato
ao biofilme (Gulube, Patel, 2016; Hagen, Son, 2017). Além da carie dentéaria, esse
micro-organismo pode causar infecgcdo no sistema de canais radiculares, abcesso
odontogénico e endocardite bacteriana (Gulube, Patel, 2016) e estudos relatam sua
resisténcia a antibidticos (Mikami et al., 2011; Loyola-Rodriguez et al., 2014). O
habitat formado pelo S. mutans estimula o crescimento e a viruléncia de outros
micro-organismos, como C. albicans (Gulube, Patel, 2016), um fungo comensal (de
Oliveira et al., 2013; O’'Meara et al., 2017), porém oportunista, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, causando candidose bucal, onde coloniza a
mucosa, lingua e palato; candidose vaginal ou sistémica. C. albicans € um fungo

dimorfico, ou seja, pode se apresentar na forma de levedura ou hifa de acordo com
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as condi¢Ges nutricionais e ambientais em que se encontra (Kong et al., 2017) O
biofiime é um importante fator de viruléncia para essa espécie, aumentando sua
resisténcia a terapia antifingica (de Oliveira et al., 2013).

Staphylococcus aureus € outro micro-organismo de interesse, pois
desempenha um papel importante na microbiota e causa infec¢cbes nosocomiais
como: infeccdes de pele, em tecidos moles, pneumonia, septicemia, peritonite,
bacteremia e endocardite (Kipre et al.,, 2017; Parker, 2017). Pseudomonas
aeruginosa causa doencas gastrointestinais, urogenital e contaminacao de feridas,
como S. aureus, e ambos sao resistentes a uma gama de agentes antimicrobianos
(Elisha et al., 2017). S. aureus € encontrado principalmente na superficie de feridas,
enquanto P. aeruginosa esta presente nas camadas mais profundas (Hotterbeekx et
al., 2017), e pacientes em unidade de cuidados intensivos, doencas crénicas e
pacientes queimados estdo mais susceptiveis a infec¢des por esta espécie (Gholami
et al., 2017).

Com grande adaptacdo a condicdes ambientais adversas e potencial em
desenvolver resisténcia a antibioticoterapia, Enterococcus faecalis, uma bactéria
aerotolerante, presente no trato gastrointestinal de humanos, animais e insetos, €
responsavel por infeccdes no trato urinario, infeccbes de préteses oculares,
bacteriemia, infec¢cbes abdominais pélvicas, endocardite (Ali et al., 2017; Biaggini et
al., 2017; Cheng et al., 2017). E. faecalis tem como caracteristica a adaptacao a
condicbes ambientais adversas (Ali et al., 2017) e mostra-se resistente a uma gama
de antibioticos (Ali et al., 2017; Biaggini et al., 2017; Cheng et al., 2017). Esta
presente em infec¢cdes endoddnticas primarias e esta intimamente relacionado a
falha no tratamento endoddntico (Yadav et al., 2017).

Esses e outros micro-organismos tem desenvolvido mecanismos de
adaptacdo a antimicrobianos utilizados atualmente, sendo essa resisténcia um
problema crescente (Liakos et al., 2017). O maior desafio da saude mundial é a
necessidade do desenvolvimento de novos antimicrobianos eficazes para combater
0S micro-organismos cada vez mais resistentes. Desta forma, as plantas medicinais
tém sido muito estudadas, por produzir uma variedade de metabdlitos secundarios,
como alcaloides, glicosideos, terpendides, saponinas, esteroides, flavonoides,

taninos, quinonas e cumarinas (Elisha et al., 2017).
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Dentre as diversas plantas, destaca-se Pfaffia paniculata, pertencente a
familia Amaranthaceae (da Silva et al., 2010; de Paula-Ramos et al.,, 2016),
conhecido popularmente como “ginseng brasileiro” ou “paratudo”, nativa do Brasil, e
que tem sido popularmente usada como tonico, afrodisiaco e para o tratamento de
diabetes, Ulceras, cancer e como analgésico. Além disso, tem sido atribuida
propriedades antineoplésicas, além de efeitos anti-inflamatério e analgésico (Li et al.,
2010; Nagamine et al., 2009; Pinello et al., 2006). Costa CA et al. (2015) avaliaram a
atividade anti-inflamatéria intestinal do extrato bruto de P. paniculata em ratos, antes
e depois da inducdo de colite ulcerativa usando &cido trinitrobenzenesulfonico e
concluiram que o extrato bruto de P. paniculata ndo foi capaz de prevenir a
inflamacéo intestinal induzida pelo acido trinitrobenzenesulfonico, mas foi capaz de
reduzir a inflamacé&o crénica, sugerindo um potencial curativo deste extrato. A acao
de P. paniculata K, juntamente com outros extratos contra biofiime de Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352) foi analisada por de Paula-Ramos et al. (2016), que
verificaram que os extratos de P. paniculata K. e Rosmarinus officinalis L. foram
efetivos contra o biofilme de K. pneumoniae.

Hamamelis virginiana L. da familia Hamamelidaceae, originaria do leste da
América do Norte, apresenta uma longa histdria na terapia farmacéutica. Taninos e
flavondides sdo os principais componentes ativos encontrados em H. virginiana
(Mouchrek Junior et al., 2015), e apresenta propriedades antiviral, anti-inflamatéria e
adstringente, muito usada para cuidados com a pele, dermatite atdpica, tratamento
de feridas, inflamacdes locais e diarréia (Duckstein et al., 2012; Theisen et al., 2014),
além de propriedades antimutagénica e antioxidante (Theisen et al., 2014).

Gymnema sylvestre R., pertencente a familia Aslepiadaceae, planta
trepadeira distribuida em grande parte do sudoeste da China e na india, usada na
medicina Ayuvédica. Conhecida também como “Gurmar” que significa “destruidor de
agucar” (Capolupo et al., 2017; Ota and Ulrih, 2017; Zuiiga et al., 2017), suas folhas
apresentam propriedades de inibir o sabor doce, e é usada comumente no
tratamento de diabete melitus, obesidade, asma, mordida de cobra e também tem
demostrado efeitos antiviral e antialérgico. Apresenta componentes ativos,
denominados acidos gimnénicos e componentes bioativos, as saponinas

triterpénicas (Capolupo et al., 2017; Chen, Guo, 2017).
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Espécie originaria do cerrado, na regido central do Brasil, a espécie
Stryphnodendron barbatiman (Mart.), conhecida como “barbatiméo” (Reicher et al.,
1991), possui caracteristicas semelhantes a outras espécies de Stryphnodendron,
como Stryphnodentron adstringens, € popularmente usada como antisséptico,
antimicrobiano, no tratamento de leucorréria, gonorreia, gastrite, diarreia,
cicatrizacéo de ferida (Costa MA et al., 2013; Ishida et al., 2009; Lopes et al., 2005).
A casca do caule de barbatimdo € rica em tanino (10-37%), flavan-3-ais,
proantocianidinas, prodelfinidinas e prorobinetinidinas, sendo taninos responsaveis
por promover a cicatrizagdo de feridas por varios mecanismos celulares (Ishida et
al.,, 2009; Lopes et al., 2005). Trolezi et al. (2017) investigaram a atividade
antifangica e toxicidade do extrato bruto da casca de S. adstringens e taninos
disponivel comercialmente em Pythium insidiosum, in vitro e in vivo, e ndo foi
observada toxicidade em ratos e coelhos inoculados com os produtos, enquanto in
vitro, apresentaram efeito antifangico direto.

No entanto, ha ainda a necessidade de mais estudos para avaliar a a¢do dos
extratos de plantas em micro-organismos de interesse médico-odontoldgico, uma
vez que ainda é escasso 0 uso de fitoterapicos na Odontologia, considerando
principalmente a crescente resisténcia de bactérias e fungos aos antimicrobianos

convencionais.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo de 4 extratos de plantas

medicinais sobre biofilmes multiespécie de micro-organismos de interesse médico-

odontoldgico, em 2 diferentes periodos de tempo.

2.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos foram:

a)

b)

avaliar a atividade antimicrobiana de trés diferentes concentracdes dos
extratos naturais de Pfaffia paniculata (pfaffia), Hamamelis virginiana
(hamamélis), Gymnema sylvestre (gimena) e Stryphnodendron
barbatiman (barbatimdo) sobre biofiime multiespécie de Candida
albicans com Streptococcus mutans, C. albicans com Staphylococcus
aureus, C. albicans com Enterococcus faecalis e C. albicans com
Pseudomonas aeruginosa, no tempo de contato de 5 min;

avaliar a atividade antimicrobiana de trés diferentes concentracées dos
extratos naturais de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamélis), G.
sylvestre (gimena) e S. barbatiman (barbatim&o) sobre biofilmes

multiespécie citados acima, no tempo de contato de 24 h.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extratos

Foram adquiridos os extratos de Pfaffia paniculata Kuntze, Hamamelis
virginiana Leaf e Stryphnodendron barbatiman Mart. extraido das plantas (Mapric,
Séao Paulo, Brasil) e de Gymnema sylvestre (All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil) com
os devidos laudos e especificagbes (ANEXO A a D).

Os extratos foram formulados a partir a partir da raiz da planta P. paniculata
(pfaffia), o extrato de H. virginiana (hamamelis) a partir das folhas, o extrato de S.
barbatiman (barbatimdo) da casca da arvore e o extrato de G sylvestre (gimena) foi
extraido do caule e das folhas da planta. Os 4 extratos sdo de origem nacional e

foram adquiridos comercialmente na concentracdo de 200 mg/mL em propilenoglicol.

3.2 Cepas

As cepas utilizadas neste estudo séo cepas de referéncia (ATCC - American
Type Culture Collection) de C. albicans (ATCC 18804), S. mutans (ATCC 35688), S.
aureus (ATCC 6538), E. faecalis (ATCC 4083), e P. aeruginosa (ATCC 15442),
provenientes do Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal do Curso de
Odontologia do ICT — UNESP. Armazenadas em freezer a -80°C, as cepas foram
reativas em caldo Infusdo cérebro coracdo (BHI - Brain hearth infusion, Kasvi) e
incubado em estufa a 37°C, por 24 h. As suspensfes foram semeada em agar
seletivo para o micro-organismo para verificagdo das mesmas, sendo Agar
Sabouraud Dextrose (Kasvi, Italia) acrescido com 50 mg/L de clorafenicol (Unido
Quimica, S&o Paulo, Brasil) para C. albicans, Agar Mitis Salivarius Bacitracina
Sacarose, acrescido de 2 unidades internacionais - Ul/mL de Bacitracina e 150g/L
sacarose (Difco, Detroit, USA) para S. mutans; e Agar BHI acrescido NaCl (Agar BHI

(Kasvi, Italia) acrescido 0,75% de NaCl) para S. aureus, Enterococcus Agar (Difco,
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Detroit, USA) para E. faecalis e para P. aeruginosa foi utilizado Agar MacConkey

(Acumedia - Neogen, Michigan, USA).

3.3 Formacao do biofilme

ApOs o processo de reativacado dos micro-organismos foi iniciado o processo
de formacdao do biofilme, para isto, colénias dos micro-organismos foram diluidas em
solucdo salina estéril 0,9%, formando suspensdes microbianas. As suspensdes
foram padronizadas em espectrofotobmetro (AJX-1900, Micronal, Sdo Paulo, Brasil)
em 107 UFC/mL, os parametros de densidade 6ptica e comprimento de ondas

utilizado foram descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Comprimentos de onda (A) e densidades Opticas (DO) utilizados no

espectrofotometro para padroniza¢cdo dos micro-organismos

Micro-organismos A (nm) DO
C. albicans 530 0,381
S. mutans 398 0,560
S. aureus 490 0,447
E. faecalis 760 0,385
P. aeruginosa 630 0,08*

Legenda: *108 UFC/mL, houve diluicdo de 1/10 para resultar em 107 UFC/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As suspensdes padronizadas foram distribuidas em placas de microtitulagéo
de 96 pocos (TPP, Zollstrasse, Suica) conforme figura 1, respeitando 0s grupos
experimentais expressos no quadro 1. Para cada grupo de interacdo dos micro-
organismos (Quadro 2) foi realizado um grupo controle de crescimento dos micro-
organismos isolados em que foi acrescido 100 pL da suspensao do micro-organismo

e 100 pL de caldo BHI e para o grupo controle da interacdo e para o grupo tratado



de crescimento das interacdes foi acrescido 50 pL da suspenséao de C. albicans e 50
ML da suspensédo do micro-organismos de acordo com o grupo experimental mais
100 pL de caldo BHI.

Em seguida, as placas de 96 pocos foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C (a 5% de COz para S. mutans) por 48 h, com troca de meio em
24 h.

Figura 1 - Preparo e distribuicdo da suspensao de micro-organismo na microplaca

de 96 pocos
l 4
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Legenda: a) Preparo das suspensdes de micro-organismos; b) Padronizacdo em espectrofotdmetro;
c) Distribuicdo das suspensdes padronizadas em placa de 96 pocos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 2 - Distribuicdo dos grupos experimentais

. . Volume da Volume do
Grupos experimentais . N
suspenséao caldo
C. albicans + S. mutans 50 pL + 50 pL 100 pL n=10
C. albicans + S. aureus 50 pL + 50 pL 100 pL n=10
C. albicans + E. faecalis 50 pL + 50 pL 100 pL n=10
C. albicans + P. aeruginosa 50 pL + 50 pL 100 pL n=10

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1 Tratamentos aplicados nos biofilmes

Apos o processo de formacdo do biofilme por 48 h foram realizados os
tratamentos nos respectivos grupos.

Para o tratamento dos biofilmes no tempo de 5 min foram acrescidos 200 pL
de solucdo salina estéril 0,9% nos pocos do biofilme dos grupos controles,
considerando os grupos da levedura e das bactérias isoladas, além do grupo
controle com as interacdes microbianas. Os tratamentos com 0s extratos naturais
foram realizados apenas nos biofilmes das interagdes com a aplicacdo de 200 pL
dos respectivos extratos, P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamélis), G.
sylvestre (gimena) e S. barbatiman (barbatim&o), de acordo com a concentragéo de
100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL. Os extratos foram diluidos em solugéo salina
estéril a 0,9% para obtencdo das concentracbes desejadas, respectivamente em
50%, 25% e 12,5%.

O tratamento do biofilme no tempo de 24 h foi realizado acrescentando 200
pL de caldo BHI nos grupos controles (bactéria isolada, levedura isolada e interagéo
de ambas). Ja para os grupos experimentais foram acrescidos 200 pL dos extratos
de acordo com os grupos, 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL. Os extratos foram
diluidos em caldo BHI para obtencdo das concentragfes desejadas, 50%, 25% e
12,5% respectivamente.



Figura 2- Aplicacao dos extratos naturais nas diferentes concentragdes
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Legenda: Placa de 96 poc¢os contendo grupos tratados com extratos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.2 Determinacgéo de unidades formadoras de colonia (UFC/mL)

Ap6s o periodo de exposicdo aos extratos (no tempo de 5 min e 24 h), os
pocos contendo biofilme foram lavados trés vezes com solucéo salina estéril 0,9%,
para remocdo total do extrato e das células dos micro-organismos que foram
afetadas pelos tratamentos.

Em seguida, o biofime de cada pogo foi desagregado om auxilio do
homogeneizador ultrassénico (VCX 130 - Sonics Vibra Cell, Connecticut, EUA)
utilizando ponteira multicanal. A partir da solucao obtida foram realizadas diluicbes
seriadas das suspensfes dos biofilmes, as quais foram semeadas em placas
contendo meios de cultura seletivos (Figura 3), especificos para cada micro-
organismo: Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Italia) acrescido com 50 mg/L de
clorafenicol (Unido Quimica, S&o Paulo, Brasil) para C. albicans, Agar Mitis
Salivarius Bacitracina Sacarose, acrescido de 2 Ul/mL de Bacitracina e 150 g/L
sacarose (Difco, Detroit, USA) para S. mutans; e Agar BHI acrescido NaCl (Agar BHI
(Kasvi, Italia) acrescido 0,75% de NaCl) para S. aureus, Enterococcus Agar (Difco,
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Detroit, USA) para E. faecalis e Agar MacConkey (Acumedia - Neogen, Michigan,
USA) para P. aeruginosa. As placas foram incubadas a 37°C (5% de CO: para S.
mutans) por 24 h. Apdés incubacgédo, as colbnias foram contadas para o célculo de

unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL).

Figura 3 - Crescimento de colbnias ap0s semeadura em agar seletivo para cada

micro-organismo

Legenda: Crescimento dos micro-organismos em agar especifico. A) S. mutans (MSBS - Mitis
Salivarius Bacitracina Sacarose); B) S. aureus (adgar BHI acrescido 7,5% de NacCl)); C) C. albicans
(dgar Sabouraud com Clorafenicol); D) E. faecalis (Enterococos &agar); E) P. aeruginosa (agar
MacConkey).

Fonte: Elaborado pelo autor.



3.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, onde nenhum
dos grupos obteve distribuicdo normal, portanto foram analisados estatisticamente
pelo método Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s com nivel de
significancia de 5% (p<0,05), por meio do software Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Biofilme multiespécie de C. albicans com S. mutans

Avaliando a formagéo de biofilme do grupo controle de C. albicans (Ca) e C.
albicans em associagdo com S. mutans (Ca+Sm), na figura 4A, observa-se que
foram estatisticamente iguais. Em relacdo aos efeitos dos tratamentos com o0s
extratos, verificou-se, no tempo de contato de 5 min, que P. paniculata (pfaffia), H.
virginiana (hamamelis) nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL e de G. sylvestre
(gimena) a 100 e 50 mg/mL, apresentaram resultados semelhantes ao controle
(Ca+Sm). Ja o extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas concentracdes de 100, 50
e 25 mg/mL, e G. sylvestre (gimena) em 25 mg/mL promoveram aumento
significativo na formacao do biofilme C. albicans quando comparados ao controle
(Ca+Sm).

Analisando S. mutans, o grupo controle da interacdo de C. albicans com S.
mutans (Ca+Sm), promoveu aumento no crescimento de S. mutans comparado com
o controle de S. mutans (Sm) isolado (Figura 4B).

No tempo de tratamento de 5 min (Figura 4B), verificou-se que o extrato de S.
barbatiman (barbatimdo) promoveu reduc¢des significativas do biofilme de S. mutans
em comparacao aos demais grupos (p<0,05). Os extratos de G. sylvestre (gimena)
50 e 25 mg/mL e P. paniculata (pfaffia) 200 mg/mL promoveram redug¢é&o significativa
(p<0,05) do biofilme de S. mutans em comparacédo ao grupo controle da interacao
(Ca+Sm). Os demais extratos ndo promoveram redu¢cdes na contagem de UFC/mL.



Figura 4 - Aplicacéo dos tratamentos por 5 min sobre biofilmes multiespécie de C.
albicans e S. mutans

A C. albicans + S. mutans B C. albicans + S. mutans
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Legenda: A) Gréfico indicando os resultados obtidos apés aplicagdo dos extratos por 5 min na
interacao de C. albicans e S. mutans em agar Sabouraud com Clorafenicol; B) Gréfico indicando os
resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 5 min na interagdo de C. albicans e S. mutans em
agar MSBS; Ca - Grupo controle de C. albicans; Sm — Grupo controle de S. mutans; Ca+Sm — Grupo
interacdo de C.albicans com S. mutans; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracfes
de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentra¢cfes de 100, 50 e
25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatiméo) nas concentra¢des de 100, 50 e 25 mg/mL;
GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as
diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s,
p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No tempo de avaliacdo de 24 h, os grupos controles (Ca e Ca+Sm e Sm e
Ca+Sm) nao apresentaram diferenca estatistica (Figura 5A e 5B). Na figura A, pode-
se verificar que para C. albicans, os extratos de P. paniculata (pfaffia) em 100
mg/mL e H. virginiana (hamamelis) em todas as concentracdes aplicadas (100, 50 e
25 mg/mL) promoveram reducdo de 100%. Os extratos de P. paniculata (pfaffia) em
50 e 25 mg/mL, G. sylvestre (gimena) e S. barbatiman (barbatimédo) na concentracéo
de 100 mg/mL também promoveram reducdes significativas de C. albicans (p<0,05).
As demais concentragbes dos extratos apresentram resultados semelhantes ao

grupo controle. Estes resultados podem ser observados na figura 5A.
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Para S. mutans, com excecao do extrato de G. sylvestre (gimena) 50 e 25
mg/mL, todos os extratos apresentaram reducdes significativas de UFC/mL (p<0,05),
sendo os extratos de H. virginiana (hamamelis) e S. barbatiman (barbatimdo) em

100 e 50 mg/mL, os que apresentaram as maiores reducdes (p<0,05) (Figura 5B).

Figura 5 - Aplicagdo dos tratamentos por 24h sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e S. mutans

A C. albicans + S. mutans B C.albicans + S. mutans

(Agar Sabouraud) (agar MSBS)

UFCImL (log 10)
UFCImL (log 10)

Concentragao do extrato (mg/mi) Conconvaqso do extrato (mglml)
oy (%) Percentual 08 redugdo
(%) Percentual de reducdo

Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 24 h na
interacdo de C. albicans e S. mutans em &gar Sabouraud com Clorafenicol; B) Gréafico indicando os
resultados obtidos ap0s aplicacdo dos extratos por 24 h na interagdo de C. albicans e S. mutans em
agar MSBS; Ca - Grupo controle de C. albicans; Sm — Grupo controle de S. mutans; Ca+Sm — Grupo
interacdo de C.albicans com S. mutans; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracfes
de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentra¢cfes de 100, 50 e
25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatiméo) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL;
GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as
diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s,
p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao comparar o biofilme de C. albicans nos tempos de 5 min e 24 h, observa-

se gue no tempo de 5 min de tratamento (Figura 6A) os quatro extratos analisados
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apresentaram resultados semelhantes ao grupo controle. O extrato de S. barbatiman
(barbatiméo) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL e de G. sylvestre (gimena)
em 25 mg/mL favoreceram o crescimento do biofilme de C. albicans. No entanto,
gquando observamos o tratamento do biofiilme no tempo de 24 h (Figura 6B),
observa-se que as trés concentracbes (100, 50 e 25 mg/mL) do extrato de H.
virginiana (hamamelis) e P. paniculata (pfaffia) em 100 mg/mL obtiveram uma
reducdo de 100% do biofilme. O extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentragbes
de 50 e 25 mg/mL e os extratos de S. barbatiman (barbatimdo) e G. sylvestre
(gimena) nas concentragcdes de 100 mg/mL apresentaram redugéo do crescimento

de C. albicans estatisticamente significante (p<0,05).

Figura 6 - Aplicacéo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de C. albicans

A C. albicans + 8. mutans B
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Legenda: A) Gréafico indicando os resultados obtidos apés aplicagcdo dos extratos por 5 min na
interacao de C. albicans e S. mutans analisando o biofilme de C. albicans; B) Grafico indicando os
resultados obtidos apds aplicacao dos extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e S. mutans
analisando o biofilme de C. albicans; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ca+Sm — Grupo interacdo
de C.albicans com S. mutans; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentra¢des de 100, 50
e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL;
BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatim&o) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM —
Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as
diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s,
p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.



No biofilme de S. mutans no tempo de 5 min (Figura 7A), o extrato de S.
barbatiman (barbatimdo) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL, G. sylvestre
(gimena) a 50 e 25 mg/mL e P. paniculata (pfaffia) a 100 mg/mL, apresentaram
reducdo estatisticamente significante (p<0,05) quando comparamos com O grupo
controle C. albicans com S. mutans (Ca+Sm). No tempo de 24 h (Figura 7B), o
extrato de G. sylvestre (gimena) a 100 mg/mL e os outros extratos nas trés
concentracbes analisadas, obtiveram diferenca estatistica significante (p<0,05),
sendo que H. virginiana (hamamélis) nas concentracbes de 100 e 50 mg/mL,

apresentaram as maiores reducdes no crescimento de S. mutans.

Figura 7 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de S. mutans
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Legenda: A) Gréafico indicando os resultados obtidos apés aplicagdo dos extratos por 5 min na
interacdo de C. albicans e S. mutans analisando o biofilme de S. mutans; B) Gréafico indicando os
resultados obtidos apés aplicacdo dos extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e S. mutans
analisando o biofilme de S. mutans; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ca+Sm — Grupo interacao de
C.albicans com S. mutans; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracdes de 100, 50 e
25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL;
BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatim&o) nas concentragfes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM —
Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as
diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s,
p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Biofilme multiespécie de C. albicans com S. aureus

Para agéo dos extratos no biofilme de C. albicans pode se observar, na figura
8A, que os extratos de H. virginiana (hamameélis) e S. barbatiman (barbatiméo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL foram estatisticas iguais quando comparados
ao grupo controle (Cat+Sa). Os grupos tratados com G. sylvestre (gimena) e P.
paniculata (pfaffia) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL, apresentaram
reducdes estatisticamente significantes (p<0,05) apds tratamento no tempo de 5 min.

Analisando os grupos controles (Figura 8B) do biofilme S. aureus no tempo de
5 min, pode se observar que a associacao de C. albicans com S.aureus (Ca+Sa)
favoreceu o crescimento de S. aureus quando comparado com controle de S. aureus
(Sa) isolado.

Para o grupo tratado no tempo de 5 min, observa-se que o tratamento com
extrato de S. barbatiman nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL apresentou
maior reducdo em UFC/mL dos biofilmes de S. aureus seguindo do tratamento com
P. paniculata (pfaffia), G. sylvestre (gimena) e H. virginiana (hamamélis), quando

comparado com o grupo controle (Ca+Sa) (p<0,05).

27



Figura 8 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e S. aureus

A C. albicans + S. aureus B C. albicans + S. aureus
(agar sabouraud) (Agar salgado)
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 5 min na
interacao de C. albicans e S. aureus em agar Sabouraud com Clorafenicol; B) Grafico indicando os
resultados obtidos apds aplicagdo dos extratos por 5 min na interacao de C. albicans e S. aureus em
agar BHI acrescido de NaCl; Ca - Grupo controle de C. albicans; Sa — Grupo controle de S. aureus;
Ca+Sa — Grupo interacdo de C.albicans com S. aureus; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM - Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de
100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos com a aplicacdo dos extratos por 24 h (Figura 9A)
guando observado o biofiime de C. albicans, mostrou que o grupo tratado com
extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentragcbes de 100 e 50 mg/mL e H.
virginiana (hamamélis) em 100 mg/mL apresentaram redug¢do do biofiime de C.
albicans, as outras concentracbes de P. paniculata (pfaffia) e H. virginiana
(hamamelis) e as concentracées de 100, 50 e 25 mg/mL de S. barbatiman
(barbatiméo) e G. sylvestre (gimena) presentaram resultados estatisticamente iguais

ao grupo controle (Ca+Sa).
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No biofilme se S. aureus (Figura 9B), observa se que os extratos de P.
paniculata (pfaffia) S. barbatiman (barbatimdo) nas concentracdes de 100 e 50
mg/mL, H. virginiana (hamamelis) e G. sylvestre (gimena) em 100 mg/mL
promoveram reducdes com significancia estatistica (p<0,05). As outras
concentracfes dos extratos foram estatisticamente iguais ao grupo controle de S.

aureus associado a com C. albicans (Ca+Sa).

Figura 9 - Aplicacdo dos tratamentos por 24 h sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e S. aureus

C. albicans + S. aureus C. albicans + S. aureus
A (agar sabouraud) B (Agar salgado)
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicagcdo dos extratos por 24 h na
interacdo de C. albicans e S. aureus em agar Sabouraud com Clorafenicol; B) Gréfico indicando os
resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 24 h na interacao de C. albicans e S. aureus agar
BHi acrescido de NaCl; Ca - Grupo controle de C. albicans; Sa — grupo controle de S. aureus; Ca+Sa
— Grupo interacdo de C.albicans com S. aureus; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato H. virginiana (hamamelis) nas concentracfes
de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatiméo) nas concentracdes de 100, 50
e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL;
Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo
teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 10A, observa-se que o biofilme de C. albicans, no tempo de 5 min,

apresentou reducdo estatisticamente significante (p<0,05) no tratamento dos



extratos de P. paniculata (pfaffia) e G. sylvestre (gimena) nas trés concentracdes
analisadas neste estudo (100, 50 e 25 mg/mL). Avaliando o tempo de tratamento de
24 h (Figura 10B), observa-se uma reducdo do biofime de C. albicans
estatisticamente significante (p<0,05) para o tratamento com o extrato de P.
paniculata (pfaffia) nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL e para H. virginiana
(hamamélis) a 100 mg/mL. Os extratos de barbatiman (barbatimdo), G. sylvestre
(gimena), P. paniculata (pfaffia) a 25 mg/mL e H. virginiana (hamamelis) 50 e 25
mg/mL, apresentaram resultados estatisticamente semelhantes ao grupo controle
(Ca+Sa). O grupo controle de C. albicans com S. aureus (Ca+Sa) ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado com o grupo controle de C. albicans (Ca)

isolada nos dois tempos de tratamento.

Figura 10 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofiimes de C.

albicans.
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 5 min na
interacao de C. albicans e S. aureus; B) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacao dos
extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e S. aureus; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ca+Sa
— Grupo interacdo de C.albicans com S. aureus; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM - Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de
100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
Walllis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Analisando o biofilme de S. aureus, € possivel verificar que o grupo controle
de S. aureus quando em associacdo com C. albicans (Cat+Sa) no tempo de
tratamento de 5 min, promoveu um aumento no crescimento do biofime de S.
aureus (Figura 11A) quando comparado com o grupo controle de S. aureus (Sa)
isolado, mostrando que a associacdo de C. albicans favorece o crescimento de
S.aureus.

A reducado no crescimento do biofilme de S. aureus, no tempo de 5 min de
tratamento, foi estatisticamente significante (p<0,05) no tratamento com os extratos
de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamelis), S. barbatiman (barbatiméo) e G.
sylvestre (gimena) nas trés concentracfes analisadas (100, 50 e 25 mg/mL). No
tempo de tratamento de 24 h (Figura 11B), as reduc¢bes do biofilme de S. aureus
foram observadas nos tratamentos com extratos de P. paniculata (pfaffia) e S.
barbatiman (barbatimdo) nas concentracbes de 100 e 50 mg/mL, H. virginiana
(hamamelis) e G. sylvestre (gimena) em 100 mg/mL apresentaram reducdes
estatisticamente significantes (p<0,05) quando comparados com grupo controle
(Ca+Sa).
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Figura 11 - Aplicac&o dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de S. aureus

A C. albicans + 8. aureus B C. albicans + S. aureus
(Agar salgado) (Agar salgado)
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Legenda: A) Gréfico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 5 min na
interacao de C. albicans e S. aureus; B) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicagdo dos
extratos por 24 h na interacédo de C. albicans e S. aureus; Sa - Grupo controle de S. aureus; Ca+Sa —
Grupo interacdo de C.albicans com S. aureus; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM - Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de
25, 50 e 100 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Biofilme multiespécie de C. albicans com E. faecalis

Na Figura 12A, observa-se que o biofilme de C. albicans ndo apresentou
diferenca estatistica significante (p<0,05) dos grupos tratados no tempo de 5 min. Os
extratos de S. barbatiman (barbatim&o) e P. paniculata (pfaffia) na concentracdo de
100 mg/mL apresentaram aumento de UFC/mL quando comparados com grupo
controle (Ca+Ef), mostrando que o tratamento favoreceu o crescimento do biofilme
da levedura C. albicans.

Analisando o biofilme de E. faecalis no tempo de 5 min (Figura 12B), observa-
se que os extratos de P. paniculata (pfaffia), S. barbatiman (barbatiméo) e G.
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sylvestre (gimena) apresentaram um percentual de reducdo em UFC/mL nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL, enquanto H. virginiana (hamamélis)

apresentou reducao nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL.

Figura 12 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e E. faecalis

A C. albicans + E. faecalis B C. albicans + E. faecalis
(Sabouraud) (Enterococcus agar)
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Legenda: A) Gréfico indicando os resultados obtidos apds aplicagdo dos extratos por 5 min na
interacdo de C. albicans e E. faecalis em &gar Sabouraud com Clorafenicol; B) Gréfico indicando os
resultados obtidos apés aplicacdo dos extratos por 5 min na interacdo de C. albicans e S. aureus em
Enterococos agar; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ef — grupo controle de E. faecalis; Ca+Ef —
Grupo interacdo de C.albicans com E. faecalis; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de
100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 13A, analisando o biofilme de C. albicans, no tempo de tratamento
de 24 h, os extratos de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamelis), S.
barbatiman (barbatiméo) e G. sylvestre (gimena), nas concentracdes de 100 mg/mL,
apresentaram reducdo do biofilme estatisticamente significantes (p>0,05), quando

comparadas com grupo controle (Ca+Ef), sendo que os extratos de P. paniculata



(pfaffia) e H. virginiana (hamamélis) na concentracdo de 100 mg/mL apresentaram
reducdes de 100% do biofilme.

Quando observamos a formacdo de biofilme de E. faecalis, na figura 13B,
verifica-se no tempo de tratamento de 24h, os extratos de H. virginiana (hamamelis)
nas concentracdes de 100 e 25 mg/mL, S. barbatiman (barbatiméo) e G. sylvestre
(gimena) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL apresentaram redugdo no
crescimento do biofilme estatisticamente significante (p<0.05). O extrato de H.
virginiana (hamamelis) na concentragcdo de 25 mg/mL, exibiu a maior redugdo do
biofilme (100%), quando comparada com o grupo controle (CatEf) e com o

tfratamento com 0s outros extratos.

Figura 13: Aplicacdo dos tratamentos por 24 h sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e E. faecalis.

C. albicans + E. faecalis C. albicans + E. faecalis
A (Sabouraud) B (Enterococcus agar)
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Legenda: A- Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 24 h na
interacdo de C. albicans e E. faecalis em &gar Sabouraud com Clorafenicol; B- Gréfico indicando os
resultados obtidos apés aplicacdo dos extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e S. aureus em
Enterococos agar; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ef — grupo controle de E. faecalis; Ca+Ef —
Grupo interacdo de C.albicans com E. faecalis; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM - Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de
100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Quando analisado o biofilme de C.albicans (Ca), € possivel observar que no
tempo de 5 min (Figura 14A), os grupos tratados com extratos nas concentragoes de
100, 50 e 25 mg/mL obtiveram resultados estatisticamente iguais entre si e quando
comparados com o0s grupos controles (Ca e Ca+Ef), com excessado do tratamento
com os extratos de P. paniculata (pfaffia) e S. barbatiman, em que na concentracao
de 100 mg/mL apresentaram aumento no crescimento do biofilme de C. albicans.

No tempo de 24 h (Figura 14B), os extratos de P. paniculata (pfaffia), H.
virginiana (hamameélis), S. barbatiman (barbatimdo) e G. sylvestre (gimena) na
concentragédo de 100 mg/mL apresentaram redugdes no crescimento do biofilme de
C. albicans (p<0,05). Estes mesmos extratos nas concentracdes de 25 e 50 mg/mL,
nao apresentaram diferenca estatistica significante (p<0,05) quando comparados

com o grupo controle de C. albicans com E. faecalis (Ca+Ef).
Figura 14 -Aplicacéo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de C. albicans

A C. albicans + E. faecalis B C. albicans + E. faecalis
(Sabouraud) (Sabouraud)
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Legenda: A- Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicagdo dos extratos por 5 min na interacdo de
C. albicans e E. faecalis; B- Gréfico indicando os resultados obtidos ap6s aplicagdo dos extratos por 24 h
na interacdo de C. albicans e E. faecalis; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ca+Ef — Grupo interacdo de
C.albicans com E. faecalis; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracbes de 100, 50 e 25
mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentra¢des de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR —
Extrato de S. barbatiman (barbatimao) nas concentragbes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G.
sylvestre (gimena) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas
estatisticamente significante (teste de Kruskal-wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na figura 15A, podemos observar que o tratamento no tempo de 5 min com
os extratos de P. paniculata (pfaffia), S. barbatiman (barbatimdo) e G. sylvestre
(gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL e H. virginiana (hamamelis) a
100 e 50 mg/mL, apresentaram um percentual de reducdo no biofilme de E. faecalis
estatisticamente significativo (p<0,05). Verificando o biofilme do grupo controle,
observa-se que um favorecimento no crescimento do biofilme de E. faecalis quando
em associagao com C. albicans quando comparado com E. faecalis (Ef) isolado.

No tempo de 24 h (Figura 15B), o extrato de H. virginiana (hamamelis) na
concentracdo de 25 mg/mL apresentou uma maior reducdo (100%) no biofilme de E.
faecalis, quando comparado com as outras concentracdes (50 e 100 mg/mL) do
mesmo extrato. Os extratos de S. barbatiman (barbatim&o) e G. sylvestre (gimena)

mostraram maior reducdo do biofilme na concentracdo de 100 mg/mL.

Figura 15 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de E. faecalis

A C. albicans + E. faecalis B C. albicans + E. faecalis
(Enterococcus agar) (Enterococcus agar)
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicagdo dos extratos por 5 min na
interacdo de C. albicans e E. faecalis; B) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos
extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e E. faecalis; Ef - Grupo controle de E. faecalis; Ca+Ef —
Grupo interacdo de C.albicans com E. faecalis; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM - Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas
concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentra¢cfes de
100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-
wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Biofilme multiespécie de C. albicans com P. aeruginosa

No tempo de tratamento de 5 min (Figura 16A), o tratamento do biofilme de C.
albicans com os quatro extratos analisados neste estudo, mostraram reducdes na
contagem de UFC/mL estatisticamente significantes (p<0,05). Uma reducdo de
100% do biofilme de C. albicans foi observada no tratamento com extrato de S.
barbatiman (barbatim&o) nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL e G. sylvestre
(gimena) na concentracdo de 100 mg/mL.

Analisando o biofiime de P. aeruginosa (Figura 16B), observa-se que os
extratos de P. paniculata (pfaffia) e S. barbatiman (barbatimdo) apresentaram
reducdo do biofilme de P. aeruginosa na concentracdo de 100 mg/mL, enquanto G.
sylvestre (gimena) apresentou reducdo nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL.

Figura 16 - Aplicagdo dos tratamentos por 5 min sobre biofilmes multiespécie de C.
albicans e P. aeruginosa

A C. albicans + P. aeruginosa C. albicans + P. aeruginosa .
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Legenda: A) Resultados obtidos apds aplicagcao dos extratos por 5 min na interacdo de C. albicans e
P. aeruginosa em &gar Sabouraud com Clorafenicol; B) Resultados obtidos apods aplicacdo dos
extratos por 5 min na interagdo de C. albicans e P. aeruginosa em agar MacConkey; Ca - Grupo
controle de C. albicans; Pa — grupo controle de P. aeruginosa; Ca+Pa — Grupo interacdo de
C.albicans com P. aeruginosa; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracdes de 100, 50
e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL;
BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatim&o) nas concentracées de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM —
Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as
diferencas estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s,
p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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No tempo de 24 h, a reducao do biofilme de C. albicans foi de 100% para o
extrato de P. paniculata (pfaffia), nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL, para H.
virginiana (hamamelis) e S. barbatiman (barbatim&o) a 50 e 100 mg/mL e para G.
sylvestre (gimena) a 100 mg/mL. As demais concentracdes dos extratos também
apresentaram significativa reducao no biofilme de C. albicans (p<0,05) (Figura 17A).

Quando avaliamos o crescimento de P. aeruginosa no tempo de 24 h (Figura
17B), os tratamentos com extratos mostraram percentual de reducdo do biofilme
estatisticamente significante (p<0,05) nas concentracdes de 50 e 100 mg/mL para os
extratos de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamélis), S. barbatiman

(barbatiméo) e de 100 mg/mL para o extrato de G. sylvestre (gimena) (p<0,05).

Figura 17- Aplicagdo dos tratamentos por 24 h sobre biofilmes multiespécie de C.

albicans e P. aeruginosa
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 24 h na
interacdo de C. albicans e P. aeruginosa em &gar Sabouraud com Clorafenicol; B) Gréfico indicando
os resultados obtidos ap6s aplicacdo dos extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e P.
aeruginosa em agar MacConkey; Ca - Grupo controle de C. albicans; Pa — grupo controle de P.
aeruginosa; Cat+Pa — Grupo interacdo de C.albicans com P. aeruginosa;, PFA — Extrato de P.
paniculata (pfaffia) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana
(hamamelis) nas concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman
(barbatiméo) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante
(teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quando analisado o biofilme de C. albicans nos tempos de 5 min e 24 h
(Figura 18), observou-se que o tratamento com os extratos de P. paniculata (pfaffia),
H. virginiana (hamamélis), G. sylvestre (gimena) e S. barbatiman (barbatim&o)
apresentaram significativa reducdo de UFC/mL em ambos os tempos analisados
neste estudo. O extrato de S. barbatiman (barbatimdo) a 100 e 50 mg/mL e G.
sylvestre (gimena) a 100 mg/mL apresentaram reducao de 100% do biofilme de C.
albicans nos dois tempos analisados. No tempo de 24 h (Figura 18B), o extrato de P.
paniculata (pfaffia) nas concentracbes de 25, 50 e 100 mg/mL e H. virginiana
(hamamelis) em 50 e 100 mg/mL apresentaram reducao de 100%, mostrando que
no tempo de tratamento de 24 h estes dois extratos apresentaram maior reducéo do
biofilme de C. albicans quando comparados com o tempo de tratamento de 5 min

(Figura 18A).

Figura 18 - Aplicacdo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de C.

albicans
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Legenda: A) Grafico indicando os resultados obtidos apds aplicacdo dos extratos por 5 min na interacédo de
C. albicans e P. aeruginosa; B) Grafico indicando os resultados obtidos apos aplicagao dos extratos por 24
h na interacdo de C. albicans e P. aeruginosa; Ca - Grupo controle de C. albicans; Ca+Pa — Grupo
interac@o de C.albicans com P. aeruginosa; PFA — Extrato de P. paniculata (pfaffia) nas concentracdes de
100, 50 e 25 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana (hamamelis) nas concentracdes de 100, 50 e 25
mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman (barbatimdo) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; GIM —
Extrato de G. sylvestre (gimena) nas concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL; Letras indicam as diferencas
estatisticamente significante (teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.



Observando o biofilme de P. aeruginosa no tempo de 5 min (Figura 19A), o
extrato de P. paniculata (pfaffia) e S. barbatiman (barbatimdo) na concentracdo de
100 mg/mL e G. sylvestre (gimena) a 100, 50 e 25 mg/mL apresentaram uma maior
reducado do biofilme, quando comparado com as outras concentracdes dos extratos.

Ao observar o grafico no tempo de 24 h (Figura 19B), G. sylvestre (gimena)
apresentou reducao do biofilme de P. aeruginosa somente na concentracdo de 100
mg/mL. Os extratos de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamélis) e S.
barbatiman (barbatiméo) nas concentragdes de 100 e 50 mg/mL mostraram maiores

reducdes quando comparados com o tratamento de 5 min.

Figura 19 - Aplicagcdo dos tratamentos por 5 min e 24 h sobre biofilmes de P.

aeruginosa
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Legenda: A) Gréafico indicando os resultados obtidos apés aplicagdo dos extratos por 5 min na
interacdo de C. albicans e P. aeruginosa; BO Grafico indicando os resultados obtidos apés aplicacdo
dos extratos por 24 h na interacdo de C. albicans e P. aeruginosa; Pa - Grupo controle de P.
aeruginosa; Ca+Pa — Grupo interacdo de C.albicans com P. aeruginosa; PFA — Extrato de P.
paniculata (pfaffia) nas concentracbes de 25, 50 e 100 mg/mL; HAM — Extrato de H. virginiana
(hamamelis) nas concentracfes de 25, 50 e 100 mg/mL; BAR — Extrato de S. barbatiman
(barbatiméo) nas concentrac6es de 25, 50 e 100 mg/mL; GIM — Extrato de G. sylvestre (gimena) nas
concentracbes de 25, 50 e 100 mg/mL; Letras indicam as diferencas estatisticamente significante
(teste de Kruskal-Wallis suplementado pelo teste de Dun’s, p< 0,05) entre 0s grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os quadros 3, 4, 5 e 6 apresentam a acéo dos extratos nas interagcoes dos
biofilmes (C. albicans com as bactérias e das bactérias com C. albicans), em que P,
foi o resultado positivo obtido para a reducédo do biofilme multiespécie, em todas ou
alguma das concentragdes (100, 50 e 25 mg/mL) apos o tratamento com 0s extratos
no tempo de 5 min e 24 h. As outras interagdes nao obtivem redugéo no biofilme

apos o tratamento com os extratos analisados neste estudo.

Quadro 3 - Acao do extrato de P. paniculata (pfaffia) em biofilme multiespécie, nos

tempos de 5 mine 24 h

. Acao . Acao
Interacao - Interagao -
m 5 min 24 h 5 min 24 h
& C. albicans + S. S. mutans + C.
S - P ) P P
o mutans albicans
S Ibicans + I +
g C. albicans + S. p P S. au eus C. p P
o aureus albicans
& C. albicans +E. E. faecalis + C.
K . - P . P -
a faecalis albicans
C. albicans + P, P. aeruginosa +
. P P . P P
aeruginosa C. albicans
Legenda: P: resultado positivo, em que o extrato apresentou reducdo do biofilme em alguma ou todas
concentracdes.

Fonte:Elaborado pelo autor.

Quadro 4 - Acéo do extrato de H. virginiana (hamamelis) em biofilme multiespécie,

nos tempos de 5 mine 24 h

. Acéo B Acao
© Interagao - Interagao ;
% 5 min 24 h 5 min 24 h
£ | C. albicans + S. S. mutans + C.
S) - P : - P
§ mutans albicans
«w C. albicans + S. S. aureus + C.
= P P . P P
) aureus albicans
§ C. albicans + E. E. faecalis + C.
. - P : P P
§ faecalis albicans
X C. albicans +P. P. aeruginosa +
. P P . - P
aeruginosa C. albicans
Legenda: P: resultado positivo, em que o extrato apresentou reducdo do biofilme em alguma ou todas
concentragoes.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Quadro 5 - Acao do extrato de S. barbatimam (barbatiméo) em biofilme multiespécie,

nos tempos de 5 min e 24 h

Stryphnodendron
barbatiman

Interagao

C. albicans + S.

mutans

C. albicans + S.

aureus

C. albicans + E.

faecalis
C. albicans + P,
aeruginosa

Acao
5min  24h
- P
P -

- P
P P

Interagcao

S. mutans + C.
albicans

S. aureus + C.
albicans

E. faecalis + C.
albicans

P. aeruginosa +

C. albicans

Acao
5 min 24 h
P P
P P
P P
P P

Legenda: P: resultado positivo, em que o extrato apresentou reducdo do biofilme em alguma ou todas
concentracdes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 6 - Acdo do extrato de G. sylvestre (gimena) em biofilme multiespécie, nos

tempos de 5 mine 24 h

Gymnena sylvestre

Interagao

C. albicans + S.
mutans

C. albicans + S.
aureus

C. albicans + E.
faecalis

C. albicans + P,
aeruginosa

Acao
5min | 24 h
- P
P -

- P
P P

Interagao

S. mutans + C.
albicans

S. aureus + C.
albicans

E. faecalis + C.
albicans

P. aeruginosa +
C. albicans

Acao
5 min 24 h
P P
P P
P P
P P

Legenda: P: resultado positivo, em que o extrato apresentou reducdo do biofilme em alguma ou todas
concentragoes.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O biofilme é caracterizado por ser uma estrutura complexa, onde a interacédo
de vérias espécies microbianas vive em equilibrio mesmo em condi¢Bes adversas
(Gholami et al., 2017), promovendo 0 crescimento e a protecdo dos micro-
organismos a agentes antimicrobianos (Tomé et al., 2017). Além das caracteristicas
do biofilme, desde a descoberta da penicilina, o uso do antibiético tem sido um dos
mais importantes medicamentos alopaticos no combate as infeccées bacterianas
para saude do homem, entretanto seu uso indiscriminado tem comprometido sua
acdo terapéutica, levando a resisténcia antimicrobiana e diminuindo as
possibilidades das terapias medicamentosas (Arora, Sood, 2017). As plantas
medicinais tém sido administradas por décadas no tratamento efetivo de doencas, e
estudos que explorem suas propriedades antimicrobianas sdo necessarios para que
possamos usa-las como alternativa medicamentosa na salde mundial. Este estudo
avaliou a acao antimicrobiana, pela contagem de UFC/mL (logio), dos extratos de P.
paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamelis), S. barbatiman (barbatimdo) e G.
sylvestre (gimena) sobre os biofilmes heterotipicos de C. albicans em associagdo
com S. mutans, S. aureus, E. faecalis e P. aeruginosa nos periodos de tratamento
de 5 min e 24 h, e foram obtidos resultados positivos.

C. albicans é um micro-organismo oportunista que estd presente na
microbiota humana, e na cavidade bucal pode causar infeccdo conhecida como
candidose (Feldman et al., 2017; Ozel et al., 2017). Estudos relataram a sua relagéo
com a carie dentaria em associacdo com S. mutans, uma das principais bactérias
relacionadas a formacéo da carie dentéaria (Pereira CA et al., 2013; Krzysciak et al.,
2017). A associagao de C. albicans com outros estreptococos em biofilme pode
promover o crescimento de hifas de C. albicans (Feldman et al., 2017).

Analisando os resultados obtidos neste estudo, no tratamento da interacao de
C. albicans com S. mutans, o extrato de P. paniculata (pfaffia) no tempo de 5 min
nao mostrou resultados estatisticamente significativos, porém, no tempo de 24 h
guando analisado o crescimento de C. albicans, este extrato mostrou reducdo nas
trés concentracdes avaliadas, sendo que em 100 mg/mL mostrou reducéo de 100%.
Quando observado o biofiilme de S. mutans em associagdo a C.albicans, foi
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observado que no tempo de 24 h, S. mutans apresentou resultados significativos e
na reducao de UFC/mL nas trés concentracdes analisadas (100, 50 e 25 mg/mL). O
estudo de Sampaio et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato de
Caesalpinia ferrea Martius contra patdogenos bucais e observaram que o extrato
promoveu a ac¢ao antimicrobiana nos micro-organismos in vitro na forma plancténica
e em biofilme multiespécie, entre eles C. albicans e S. mutans.

Na associacéo de C. albicans com S. aureus e de S. aureus com C. albicans,
no tempo tratamento de 5 min com extrato de P. paniculata (pfaffia), mostrou
reducdo no crescimento do biofilme das duas espécies nas concentracdes de 100,
50 e 25 mg/mL. No tempo de 24 h, foi observada reducéo tanto no biofilme de C.
albicans como de S. aureus nas concentracdes de 100 e 50 mg/mL. Essa acéo
antimicrobiana de S. aureus e C. albicans foi observada no estudo de Marwa et al.
(2017), que avaliaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de Mentha piperita
contra sete bactérias e dois fungos e constataram que o 6leo essencial apresentou
acdo antimicrobiana em bactérias Gram-positivas, entre elas S. aureus, e também
de levedura C. albicans.

Em relacdo ao biofilme de C. albicans quando associado a E. faecalis, no
tratamento com o extrato de P. paniculata (pfaffia) no tempo de 5 min, este estudo
verificou que, o extrato favoreceu o crescimento em UFC/mL de C. albicans, na
concentracdo de 100 mg/mL, e no tempo de 24 h, a reducao foi de 100% do biofilme
nesta mesma concentracdo, pressupondo que o tempo de 5 min ndo foi suficiente
para que esse extrato pudesse agir sobre a levedura. No tratamento do biofilme de
E. faecalis quando associado a C. albicans, o mesmo apresentou reducao
estatisticamente significativa (p<0,05) quando observado no tempo de 5 min. Nos
estudos de Volpato et al. (2017), foi examinado a atividade antimicrobiana do extrato
de Persea major através da determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)
em que as células bacterianas ficaram em contato com extrato por 24 h. Os autores
relataram que o extrato bruto ndo mostrou atividade antimicrobiana, o mesmo
observamos neste estudo, uma vez que E. faecalis quando tratado com extrato de P.
paniculata (pfaffia) no tempo de 24 h também ndo apresentou atividade
antimicrobiana.

Analisando os efeitos do extrato de P. paniculata (pfaffia) sobre o biofilme de

C. albicans em associacdo com P. aeruginosa no tempo de tratamento de 5 min,
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observou se que o tratamento com extrato apresentou reducdo do biofiime de C.
albicans nas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/mL, e no tempo de 24 h, reducao de
UFC/mL (logio) foi de em 100% nas trés concentragbes analisadas. No tratamento
do biofilme de P. aeruginosa associado com C. albicans, verificou-se que no tempo
de 5 min, somente a concentracdo de 100 mg/mL do extrato promoveu reducdo do
biofilme e no tempo de 24 h, as concentracdes de 50 e 100 mg/mL apresentaram
reducdes significativas do biofilme de P. aeruginosa. Paula-Ramos et al. (2016)
descreveram a acao antimicrobiana de P. paniculata em Klebsiella pneumoniae
(ATCC 4352), onde o extrato apresentou redugéo da biomassa, viabilidade celular e
contra biofilme, na concentracdo de 200 mg/mL com tempo de tratamento de 5 min,
resultados estes que corroboram com esteo presente estudo.

Os resultados deste estudo demonstram que para o tratamento com extrato
de H. virginiana (hamamélis) no tempo de 5 min, tanto para o biofilme da associacdo
de C. albicans com S. aureus, quanto para S. aureus com C. albicans né&o
apresentaram reducdes estatisticamente significativas (p>0,05). No entanto, no
biofiilme de C. albicans com S. aureus, no tempo de 24h houve reducdo de 100%
nas concentracfes analisadas (100, 50 e 25 mg/mL). O biofilme de S. mutans
guando associado a C. albicans no tempo de 24 h de tratamento, houve significativa
reducdo do biofilme de S. mutans. Estes resultados concordam com Gulube e Patel
(2016), que avaliaram o efeito da casca da fruta de Punica granatum na viruléncia de
S. mutans, bem como observaram que o extrato inibiu o crescimento de S. mutans
em altas concentracdes, e as concentracdes sub-bactericidas inibiram a formacao
de biofilme e a producéo de polissacarideos extracelulares, sugerindo que o extrato
tem potencial para prevenir a carie dental.

Analisando o biofilme de C. albicans associada com S. aureus, observou-se
gue apenas a concentracao de 100 mg/mL, no tempo de 24 h de tratamento, este
extrato reduziu as UFC/mL. Para o biofilme de S. aureus associado com C. albicans,
o tratamento no tempo de 5 min, promoveu significante reducao do biofilme (p>0,05),
no entanto, no tempo de 24 h, uma reducdo maior do biofiime de S. aureus foi
observada na concentracdo de 100 mg/mL. Resultados semelhantes a este estudo,
sobre acdo antimicrobiana de H. virginiana (hamameélis), também foram descritos no
estudo de Gloor et al. (2002) que analisaram o efeito antisséptico da formulacdo

dermatoldgica topica que contém destilado de Hamamelis e uréia, foi observado que
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no teste de difusdo em agar que essa logéo inibiu o crescimento de C. albicans e S.
aureus isolados.

Observando o biofilme de C. albicans quando associada com E. faecalis, o
tratamento com extrato de H. virginiana (hamamelis) foi estatisticamente significante
no tempo de 24 h, na concentracdo de 100 mg/mL. No tratamento do biofilme de E.
faecalis em associacdo a C. albicans no tempo de 5 min, demonstrou reducéo
significante (p>0,05) nas concentragbes de 100 e 50 mg/mL. No tempo de 24 h, E.
faecalis apresentou reducdo de 100% na concentracdo de 25 mg/mL. Resultados
semelhantes a este estudo foram observados por Mistry et al. (2015), em que
avaliaram a atividade antimicrobiana de Azadirachta indica (Neem) e Mimusops
elengi (Bakul) em biofilme polimicrobiano formados nas paredes de canais
radiculares de dentes extraidos, e verificaram que o extracto metandlico de A. Indica
e M. elengi e apresentou consideravel atividade antimicrobiana contra S. mutans, E.
faecalis, S.aureus e C. albicans.

Foi observado, que no tempo de tratamento de 5 min com 0 mesmo extrato,
C. albicans quando associada com P. aeruginosa, apresentou reducdo
estatisticamente significativas (p>0,05), e no tempo de tratamento de 24 h, reducao
do biofilme de C. albicans foi de 100% para as concentracées de 100 e 50 mg/mL.
Para o biofiime de P. aeruginosa quando em associacdo com C. albicans no
tratamento com H. virginiana (hamamélis), no tempo de 24 h, as concentracdes de
100 e 50 mg/mLndo extrato, apresentaram reducao estatisticamente significativas
(p>0,05) do biofilme de P. aeruginosa. A atividade antimicrobiana sobre esses micro-
organismos foi estudada por Voukeng et al. (2017), que avaliaram a acao
antimicrobiana de sete extratos da regidao Africana de Camarbes contra micro-
organismos Gram-positivos e negativos multirresistentes e observaram que o extrato
de Euphorbia prostrata apresentou alto potencial aos antimicrobianos para todas as
cepas de micro-organismos analisados, entre eles S. aureus e P. aeruginosa.

Este estudo verificou que o tratamento com extrato de S. barbatiman
(barbatiméo) promoveu reducéo do biofilme de C. albicans (quando associado com
S. mutans) na concentragdo de 100 mg/mL no tempo de 24 h. No tempo de 5 min e
24 h, o biofilme S. mutans quando associado com C. albicans mostrou reducéao
estatisticamente significantes nas concentragbes de 100, 50 e 25 mg/mL em
UFC/mL. Pereira EM et al. (2011) também avaliaram a atividade antimicrobiana de
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extrato de plantas medicinais brasileiras contra micro-organismos de interesse
odontoldgico, e observaram a ac¢do antimicrobiana do extrato butanol, hexano e
etanol de S. adstringens (espécie semelhante a S. barbatiman) em C. albicans, S.
aureus e S. mutans.

C. albicans associada com S. aureus, apresentou reducao significativa no
tratamento com extrato de S. barbatiman no tempo de 24 h, nas trés concentracdes
analisadas. O biofilme de S. aureus associado com C. albicans, mostrou reducéo
estatisticamente significantes nas concentracfes de 100, 50 e 25 mg/mL, no tempo
de tratamento de 5 min e em 24 h a reducgao foi observada nas concentracdes de
100 e 50 mg/mL. Nossos resultados concordam com de Oliveira et al. (2013), que
estudaram os efeitos do extrato de S. barbatiman e outros extratos de plantas
brasileiras em micro-organismos de interesse odontoldgico, observando que S.
barbatiman apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus spp (S.
aureus e S epidermidis), S. mutans e Candida spp. (C. tropicalis, C. glabrata e C.
albicans).

O biofilme de C. albicans quando associada com E. faecalis, no tratamento
com extrato de S. barbatiman (barbatim&o), apresentou reducéo do biofilme apenas
no tempo de tratamento de 24 h, na concentracdo de 100 mg/mL. No entanto, nos
tempos de 5 h e 24 h, o tratamento com extrato apresentou reducdo do biofilme de
E. faecalis associado a C. albicans nas concentra¢des de 100, 50 e 25 mg/mL. O
estudo de Ohikhena et al. (2017) apresentaram resultados semelhantes a este
estudo, onde pesquisaram as propriedades antimicrobianas e antifungicas do extrato
de Phragmanthera capitata, e concluiram que o extrato de P. capitata foi efetivo em
sua acao antimicrobiana contra E. faecalis e S. aureus. A agao antimicrobiana em P.
aeruginosa foi observada em concentracdes mais altas do extrato e o extrato nao
apresentou acao antifungica para C. albicans.

O tratamento do biofilme de C. albicans quando associada com P.
aeruginosa, mostrou reducdo de 100% nas trés concentragcdes analisadas no
presente estudo, quando tratados com extrato de S. barbatiman (barbatiman) no
tempo de 5 min. No tempo de tratamento de 24 h, as concentracdes de 100, 50 e 25
mg/mL também apresentaram reducdes estatisticamente significantes. A acdo do
extrato no biofilme de P. aeruginosa no tempo de 5 min, mostrou reducdo somente

na concentragdo de 100 mg/mL e no tempo de 24 h, a redugcdo ocorreu nas
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concentracbes de 100 e 50 mg/mL. Estudos com as caracteristicas e acao
antimicrobiana de S. barbatiman (barbatiman) sdo escassos na literatura, sendo este
trabalho um dos pioneiros sobre a acdo antimicrobiana em biofilme heterotipico
deste extrato.

Na analise do tratamento com o extrato de G. sylvestre (gimena), o biofilme
de C. albicans em associacdo a S. mutans, no tempo de 24 h, apresentou reducao
de UFC/mL na concentracdo de 100 mg/mL. Na associagdo de S. mutans em
interacdo com C. albicans, no tempo de tratamento de 5 min, a reducéo do biofilme
ocorreu nas concentragfes de 50 e 25 mg/mL, e no tempo de 24 h, a reducao
ocorreu somente na concentracdo de 100 mg/mL. Resultados semelhantes do
biofilme de C. albicans foram observados no estudo de Vediyappan et al. (2013),
gue constataram que o acido giménico néo foi efetivo para inibir o crescimento e a
viabilidade de C. albicans, mas atuou na inibicdo da transicdo de levedura para hifa,
e como a forma hifal & responsavel pela invaséo tecidual, o &cido giménico inibiu a
viruléncia de C. albicans.

A acédo do extrato de G. sylvestre (gimena) sobre biofilme de C. albicans em
associacdo com S. aureus, no tempo de 5 min, mostrou redu¢cdo em UFC/mL nas
concentracbes de 100, 50 e 25 mg/mL. Para o biofilme de S. aureus quando
associado com C. albicans, no tempo de 5 min, a acdo do extrato proporcionou
reducado do crescimento do biofilme nas trés concentracdes analisadas (100, 50 e 25
mg/mL) e no tempo de 24 h, a reducdo do biofilme sob acdo do extrato foi
demonstrada somente na concentracdo de 100 mg/mL. Satdive et al. (2003)
verificaram a atividade antimicrobiana pelo teste agar difusdo do extrato etandlico de
G. sylvestre sobre alguns micro-organismos, entre eles S. aureus, resultados estes
semelhantes ao observado neste estudo.

Avaliando o tratamento do extrato de G. sylvestre (gimena), no biofilme de C.
albicans em associacdo com E. faecalis no tempo de tratamento de 24 h,
demonstrou reducéo estatisticamente significativa na concentracdo de 100 mg/mL.
Para o biofilme de E. faecalis associado a C. albicans no tempo de tratamento de 5
min, a acédo do extrato na reducdo de E. faecalis foi observada nas concentracoes
de 100, 50 e 25 mg/mL. No tempo de 24 h de tratamento, a reducdo de UFC/mL foi
descrita nas concentragbes de 50 e 25 mg/mL e uma maior agao do extrato na
reducdo do biofilme foi observada na concentragdo de 100 mg/mL. Como neste
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estudo, bactérias bucais também foram analisadas por Suntar et al. (2016) que
avaliaram os efeitos do extrato de Hypericum perforatum contra bactérias bucais e
formadoras de biofilme e relataram que o extrato aquoso de H. perforatum foi mais
ativa contra todos os patdgenos estudados, entre eles S. mutans, S. sobrinus, L.
plantarum e E. faecalis sugerindo a acdo antimicrobiana deste extrato.

Na interacdo de C. albicans associada com P. aeruginosa, no tempo de
tratamento de 5 min e 24 h, foi observada reducéo estatisticamente significativa do
biofime de C. albicans nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL. Para o
tratamento de P. aeruginosa em interacdo com C. albicans, o extrato de G. sylvestre
(gimena) promoveu a redugédo do biofilme nas trés concentragdes analisadas (100,
50 e 25 mg/mL), e no tempo de tratamento de 24 h a reducéo foi observada somente
na concentracdo de 100 mg/mL. Estes resultados concordam com Arora e Sood
(2017), que também verificaram a acao antimicrobiana do extrato de G. sylvestre em
cepas de C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa. Arun et al. (2014) estudaram as
propriedades antimicrobianas do acido giménico em teste agar dfusédo, e o acido
giménico mostrou acao antimicrobiana contra alguns micro-organismos, entre eles
S. aureus e P. aeruginosa na concentracdo de 30 mg/mL.

De acordo com os resultados obtidos, os extratos apresentaram reducdes
significativas sobre biofilmes heterotipicos, sendo que alguns micro-organismos
foram mais sensiveis que outros. Estes resultados trazem contribuicdes relevantes a
literatura médica-odontolégica, de modo que podera contribuir para novos estudos e
para o desenvolvimento futuro de medicamentos fitoterapicos de uso meédico-

odontologico.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que o tratamento
com os extratos de P. paniculata (pfaffia), H. virginiana (hamamelis), S. barbatiman
(barbatimdo) e G. sylvestre (gimena) demonstraram acdo antimicrobiana sobre o
biofiime multiespécie de C. albicans em associagdo com 0S micro-organismos
analisados nos tempos de 5 min e 24 h. Observamos, que:

No tratamento com extrato de P. paniculata (pfaffia), verificamos sua acao
antimicrobiana na associacédo de C. albicans com as quatro bactérias no tempo de
24 h de tratamento, e das bactérias quatro bactérias em associacado com C. albicans
no tempo de tratamento de 5 min. A associacdo de C. albicans com S. aureus e C.
albicans com P. aeruginosa, no tempo de 5 min, e a associacdo de S. mutans com
C. albicans, S. aureus com C. albicans e P. aeruginosa com C. albicans, em 24 h de
tratamento, também observamos a acao antimicrobiana do extrato.

No tratamento com extrato de H. virginiana (hamamelis), verificamos que no
tempo de 24 h, as associacdes de C. albicans com as quatro bactérias e a
associacdo das quatro bactérias com C. albicans sofreram acéo antimicrobiana do
extrato. No entanto, no tempo de 5 min a associagéao de C. albicans com S. aureus e
C. albicans com P. aeruginosa, e a associacao de S. aureus com C. albicans e E.
faecalis com C. albicans apresentaram acao do extrato na reducao do biofilme.

No tratamento com extrato de S. barbatiman (barbatiméo) e com extrato de G.
sylvestre (gimena), observamos que no tempo de 5 min e 24 h, verificamos a agao
do extrato na reducado do biofilme nas associa¢des das quatro bactérias quando em
associacdo com C. albicans. Quando observamos a associacao de C. albicans com
S. aureus e C. albicans com P. aeruginosa, em 5 min de tratamento, e a associacao
de C. albicans com S. mutans, C. albicans com E. faecalis e C. albicans com P.
aeruginosa, em 24 h de tratamento observamos reducédo do biofilme pela acéo
antimicrobiana devido a acéo do extrato.

Podemos também afirmar que os extratos utilizados neste trabalho
proporcionaram reducdes mais significativas dos biofilmes heterotipicos, no tempo
de tratamento de 24 h.
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ANEXO A — Laudo Técnico do extrato glicolico de Pfaffia paniculata

CERTIFICADO DE ANALISE

EXT. GLIC. PFAFFIA 50 LT

OP: 019544
Fabricagao: 14/04/16

Lote: PRODO019544
Validade: 14/04/19
Origem: Br‘asil Procedencia: Brasil

No CAS: 57-55-6; 64-17-5; 7732-18-5; 2682-20-4/*
Parte utilizada: Raiz

Nomenclatura INCI: Pfaffia Paniculata Root Extract
Planta utilizada: Pfafia paniculata Kuntze

Parametros Especificad Resultados
Densidade (gfcm3) Entre 1,000 e 1,100 1,012
Indice de Refragao (20°C) Entre 1,350 e 1,420 1,3769
pH (sol a 10%) Entre 4,00 e 6,00 525

= Aparéncia - - - Se S, _ _ Liquido De acerdo
Bolores e Leveduras Max 100 UFC/ g i T == e |
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total Max. 100 UFC /g <10
Cor . Ambar a castanho amarelado De acordo
Odor Caracteristico De acordo

Solubilidade Soluvel em propilenoglicol, glicerina e sorbitol

Pode sofrer turvagao em agua e sofre precipitacdo
em etanol.

Soluvel em agua. Oco
rreu turvacéo em eta
nol

Monografia: METODOLOGIA INTERNA

Armazenamento:  Acondicionar em recipiente hermético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode sofrer turvagao
elou precipitagéc.

OBS: ** Podera haver alteragéo de cor por modificagéo dos componentes coloridos da planta ou de acordo com o lote/safra
utilizada.

USO: Extemo

OBS: As assinaturas somente seréo validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal

Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus
Farmacéutico Bioquimico
CRF - SP:14.851

Dr. Valdir Martin Cafa
Farmacéutico Industrial
CRF- SP 32.352

Nt

Departamento técnico

27/0117

Data de emiss&o

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

mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br
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ANEXO B — Laudo Técnico do extrato glicélico de Hamamelis virginiana.L

O

Pl

mapric

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. HAMAMELIS 50 LT

OP: 019986 Lote: PROD019986
Fabricagao: 23/11/16 Validade: 23/11/19
Origemn: Brasil Procedencia: Brasil
Nomenclatura INCl: HAMAMELIS VIRGINIANA LEAF EXTRACT No CAS: 84696-19-5
Planta utilizada: Hamamelis virginiana L. Parte utilizada: Folha
Parametros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 e 1,100 1,018
pH (sol a 10%) Entre 2,50 e 4,50 4,00
Aparéncia Liquido De acordo
Boiores € Leveduras - Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total Max. 100 UFC /g <10
Cor Levemente amarelado a ambar De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Solubilidade Soltivel em etanol, propilenoglicol, glicerina, so De acordo
rbitol e &gua.
Monografia: METODOLOGIA INTERNA
Armazenamento:  Acondicionar em recipiente hermético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode sofrer turvagéo
efou precipitacéo.
OBS: ** Poders haver alteragao de cor por modificagéo dos componentes coloridos da planta ou de acordo com o lote/safra
utilizada.
USO: Extemo
OBS: As assinaturas somente seréo validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal
Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus Dr. Valdir Martin Cafia
Farmacéutico Bioguimico Farmacéutico Industrial
CRF - SP:14.851 CRF- 8P 32.352
™ * -
Ny ek
2710117

Depaitamento t&cnicc o 35 desne s s Data de emissao

Av.Dr Gentil de Moura, 194 CEP - 04278 080 Ipiranga Sao Paulo SP Tel/Fax 55(11) 5061.5282
mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br
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ANEXO C — Laudo Técnico do extrato glicolico de Gimnema sylvestre

(&}

A

@ g;x Y
Extrato Glicélico de Gimena Chemisiry

& Fany
Fabricagao Validade Lote Procedéncia
29/10/2014 29/10/2016 ALL 056134 NACIONAL
Categoria Origem
Insumo Cosmético BRASIL

Ensaio e Especificagbes Resultado Referéncia Laboratorio
ARMAZENAMENTO

Mantenha o produto em local seco e arejado, protegido de umidade € De acordo MA 40850 All Chemistry
calor.

ASPECTO

Liquido de média viscosidade. De acordo MA 40850 All Chemistry
COR

Castanho a Castanho escuro. De acordo MA 40850 All Chemistry
DENSIDADE (20 °C +/- 4 °C)

Entre 0,95g/mL e 1,05g/mL. 1,03g/mL MA 40850 All Chemistry
ODOR

Caracteristico. De acordo MA 40850 All Chemistry
pH (20 °C +/- 4 °CO

Entre 3e 7. 4,33 MA 40850 All Chemistry
SOLUBILIDADE

Soluvel em bases aquosas. De acordo MA 40850 All Chemistry

MA 40850 - Metodologia Analitica da All Chemistry. Especi'f'icag:ées fornecidas pelo fabricante.
Lote do Fabricante: 02582102914-1
Informacdes adicionais

UNIFARMA FARMACIA DE MANIPULAGAO LTDA

NFe normal de saida 120961 série 2 em 14/01/2015 ®

- Nome Botanico: Gymnemae sylvestris.

- Parte utilizada: Caule e Folha.

- Relagaéo Matéria Prima Vegetal: Derivado Vegetal= 20%.

- Processo de Produgao: Percolagao / Maceragao.

- Solvente de Extragéo: Propilenoglicol USP / Agua.

- Pode ocorrer turbidez e precipitagdo sem alterar as caracteristicas do produto. Neste caso, homogeneizar o produto antes do uso.
- Podera haver alteracées de cor por se tratar de um produto natural.

Informacées importantes:

Manter em recipiente fechado.

Manter em temperatura ambiente.

Certificado de Qualidade All Chemistry Namero ALL 056134-1 em 03/11/2014
Fracionamentos: 056134-2

Os itens analisados pelo laboratério de controle de qualidade All Chemistry estdo em conformidade W
com suas respectivas especificagdes. Os demais ensaios estéo de acordo com o certificado de

intia Regina Maestre Paschoal
andlise do fornecedor ou do fabricante. Cintia Realne Masstre Peschos

CRF-SP: 33.229
pagina 1
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OP: 019825

Fabricagao: 01/09/16

Origem: Brasil

Nomenclatura INCI: Stryphmodemdrom Adstringens Bark Extract
Planta utilizada: Stryphnodendron barbatiman M

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. BARBATIMAO

Lote: PROD019825
Validade: 01/09/19
Procedencia: Brasil

No CAS: 57-55-6; 64-17-5; *

Parte utilizada: Casca

ANEXO D — Laudo Técnico do extrato glicolico de Stryphnodendron barbatiman M

Parametros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 e 1,100 1,017
pH (sol a 10%) Entre 4,00 e 6,00 4,85
Aparéncia Liquido De acordo
Bolores e'Leveduras Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total Max. 100 UFC/g <10
Cor Castanho a castanho escuro De acordo
QOdor Caracteristico De acordo
Solubilidade Solavel em propilenoglicol, glicerina, sorbitol, De acordo
etanol e 4gua. Ocorre leve turvagao em etanql.
Monografia: FB 5° ED / MICROBIOLOGIA METODOLOGIA 3M
Armazenamento:  Acondicionar em recipiente hermético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode soffer turvacéo
elou precipitagao.
OBS: ** Podera haver alteragao de cor por modificagao dos componentes coloridos da planta ou de acordo com o lote/safra
utilizada.
USO: Externo
OBS: As assinaturas somente serao vélidas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal
Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus Dr. Valdir Martin Cafia
Farmacéutico Bicquimico Farmacéutico Industrial
CRF - SP:14.851 CRF- 8P 32.352
- ALA
27/0117

Departamento técnico

- Data de emissao..

Av.Dr Gentil de Moura, 194 CEP - 04278 080 Ipiranga Sao Paulo SP Tel/Fax 55(11) 5061.5282
mapric@mapric.com.br wWww.mapric.com.br

60



