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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antifingica e a
citotoxicidade do acido peracético e extrato vegetal de Camellia sinensis a



(ch& verde) e também avaliar o efeito antifingico da anfotericina B e
fluconazol em 22 cepas de Candida spp. isoladas da cavidade bucal de
pacientes HIV positivos. Para determinacdo da concentracdo fungicida
minima e concentracdo inibitéria minima (CFM e CIM) em células
planctdnicas, foram realizadas diluicdes seriadas do extrato e do acido
peracético em placas de 96 pocos em caldo RPMI tamponado, em
suspensfes padronizadas de cada cepa de Candida (10° células/mL).
Apé6s determinacdo da concentracdo do extrato e do acido peracético no
CIM e CFM, foi preparado o biofilme de cada cepa em placas de 24 pogos
utilizando-se corpos-de-prova de resina acrilica (n=10), as quais foi
adicionado 0,1 mL da suspensdo de Candida e 2mL caldo BHI
sacarosado. As placas foram incubadas e mantidas a 37° por 5 dias.
Apés a incubacdo, os corpos-de-prova foram lavados em solucéo
fisiolégica e colocados em imerséao por 5 minutos no acido peracético ou
no extrato vegetal. Os corpos-de-prova foram sonicados e realizadas
diluicdes seriadas, 0,1 ml de cada diluicdo foi semeada em placas de agar
Sabouraud em duplicata e incubadas em estufa bacteriologica (37°C/48
h). Posteriormente foi realizada a contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC/mL). Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-
se teste de Mann Whitney (p<0,05) para o biofilme, observacéo visual
para CIM e CFM, Tukey e Anova para citotoxicidade. Foi avaliada a
citotoxicidade do acido peracético e extrato de cha verde em macrofagos
de camundongos (RAW 264.7), para verificar a viabilidade celular dessas
substancias. Os resultados demonstraram que houve viabilidade do acido
peracético e extrato do cha verde nas células analisadas. Os antifingicos
avaliados apresentaram atividade antifingica nas cepas estudadas, néo
houve resisténcia microbiana. O acido peracético a 2% apresentou
atividade antifungica em biofilme na maioria das cepas estudadas. O
extrato do cha verde a 20% apresentou efeito antimicrobiano em biofilme
em todas as cepas. Foi concluido no presente estudo que o extrato de
Camellia sinensis (ch& verde) apresentou atividade antifingica em células
plancténicas e em biofilme para todas as cepas de Candida avaliadas. O
acido peracético apresentou efeito antimicrobiano em células plancténicas
e em biofilme na maioria das cepas de Candida estudadas. O acido
peracético e o extrato de Camellia sinensis (cha verde) ndo foram
citotoxicos para células de macrofagos in vitro. O fluconazol apresentou
efeito fungistatico em células planctdnicas e as cepas de Candida
avaliadas nado apresentaram resisténcia microbiana ao mesmo. A
anfotericina B apresentou efeito antifingico nas cepas de C. albicans e
ocorreu resisténcia microbiana nas cepas néo albicans.

Palavras-chave: Acido peracético. Desinfeccdo. Fitoterapicos. Candida
spp.



Majewski M. Antifungal and cytotoxicity evaluation of peracetic acid and extract

of Camellia sinensis (green tea) in Candida spp [doctorate thesis]. Sdo José
dos Campos: School Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity
and cytotoxicity of peracetic acid and plant extract from the Camellia
sinensis (green tea) and also to evaluate the antifungal effect of
amphotericin B and fluconazole in 22 strains of Candida spp. isolated from
the oral cavity of HIV positive patients. To determine the minimum
fungicidal concentration and minimum inhibitory concentration (CFM and
CIM) in planktonic cells, were performed serial dilutions of the extract and
peracetic acid in 96-well plates in RPMI broth buffered in standardized
suspensions of each strain of Candida (106 cells / mL). After determining
the concentration of the extract and peracetic acid in CIM and CFM, the
biofilm was prepared for each strain in 24-well plates using body-of-proof
acrylic resin (n = 10), which was added 0, 1 mL of the suspension of
Candida sucrose and 2 ml BHI broth. The plates were incubated at 37 °



and maintained for 5 days. After incubation, the bodies of the test piece
was washed in saline and placed for 5 minutes immersion in peracetic acid
or the plant extract. The bodies of the test piece were sonicated and serial
dilutions performed, 0.1 ml of each dilution was seeded on Sabouraud agar
plates in duplicate and incubated in a bacteriological incubator (37 © C/48
h). Was subsequently performed the counting of colony forming units (CFU
/ mL). The data were statistically analyzed using Mann Whitney test (p
<0.05) for the biofilm, visual observation for CIM and CFM, ANOVA and
Tukey for cytotoxicity. We evaluated the cytotoxicity of peracetic acid and
green tea extract in mouse macrophages (RAW 264.7) to verify the cell
viability of these substances. The results showed that there was feasibility
of peracetic acid and green tea extract in the cells analyzed. The antifungal
agents have antifungal activity in the strains studied, there was no microbial
resistance. The 2% peracetic acid showed antifungal activity in biofilm in
most strains. The green tea extract 20% showed antimicrobial effect on
biofilm in all strains. It was completed in this study that the extract of
Camellia sinensis (green tea) had antifungal activity in planktonic and
biofilm cells for all strains of Candida evaluated. The peracetic acid showed
antimicrobial effect on biofilm and planktonic cells in the majority of
Candida strains studied. The peracetic acid and the extract of Camellia
sinensis (green tea) were not cytotoxic to macrophage cells in vitro.
fluconazole had a fungistatic effect on planktonic cells and the Candida
strains evaluated showed no microbial resistance to it. amphotericin B
showed antifungal effect on strains of C. albicans and microbial resistance
occurred in non albicans strains.

Keywords: Peracetic acid. Disinfection. Medicinal plants. Candida spp.



1 INTRODUGAO

As leveduras do género Candida sao responsaveis pela
maioria das infeccdes fungicas em pacientes imunologicamente
deprimidos como pacientes portadores do virus HIV, individuos
transplantados, ou em tratamento quimioterapico, tanto pelo uso de
imunossupressores como por fatores proprios do individuo, como idade
avancada e doencas sistémicas como diabetes Mellitus. A cavidade bucal
representa um dos sitios preferenciais para o desenvolvimento de
infeccdo por Candida spp. (Appleton, 2000; Samaranayake et al., 2001;
Serrano-Granger et al., 2005).

A candidose orofaringea é a infeccdo fangica mais
comum entre os pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), apresentando muitas vezes episodios recorrentes,
principalmente quando a contagem dos linfocitos CD4 encontra-se baixa
(Wengeter et al., 2007; Meiller et al., 2009).

Os antifungicos utilizados no tratamento de micoses e
candidoses superficiais ou invasivas sao classificados de acordo com o
tipo de acdo que exercem sobre as células fungicas. Os derivados
azélicos, particularmente o fluconazol, sdo efetivos no tratamento de
candidoses em pacientes com imunodeficiéncia avancada e constitui o
primeiro passo para tratar essas infeccées (Perea, 2002). Os poliénicos
como a anfotericina B sao utilizados em casos graves de infeccoes
sistémicas, embora apresente diversas desvantagens como nefrotoxidade
e insolubilidade em agua.

A suscetibilidade aos antifUngicos pode ser distinta em
leveduras isoladas de um mesmo individuo, revelando resisténcia em
diversos antifingicos azois (Nadagir et al., 2008).

Alguns autores, frente ao aumento da resisténcia aos
antifingicos convencionais vem buscando alternativas para tratamento
das lesdes de candidose bucal, como o uso de fitoterapicos entre outras

terapias (Vendruscolo et al., 2005; Majewski et al., 2008).



Plantas medicinais sado amplamente utilizadas pela
humanidade desde os tempos primordios. O uso indiscriminado e
prolongado de farmacos quimicos sintéticos tem levado a selecéo de
microrganismos patogénicos mutantes resistentes a esses compostos,
tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa
eficaz (Nadagir et al., 2008; Navas et al., 2006).

A planta Camellia sinensis pertence a familia Theaceae
conhecida popularmente como cha verde ou cha da india. Apresenta
substancias como flavondides e catequinas que Ss&o componentes
terapéuticos potentes como antioxidante, quelante de metais e inibidores
de lipoperoxidacéo. Extrato das folhas secas foram testadas in vitro com
resultados promissores na atividade antifungica e antioxidante (Balducci
et al., 1999; Vendruscolo et al., 2005). Embora seja utilizado com
frequéncia, o estudo da citotoxicidade do cha verde faz-se necessaria,
para melhor utilizacdo com seguranca na clinica como fitoterapico, além
dos efeitos benéficos, os efeitos citotoxicos também devem ser
considerados para todas as plantas, quando utilizadas com finalidade
terapéutica (Vera-Cruz et al., 2010). A cafeina quando consumida em
grandes quantidades pode trazer efeitos adversos como palpitacdes,
alteracdes no sono, controle motor deficiente, entre outros efeitos
indesejaveis observados no consumo excessivo do cha verde (Sigg-Silva
et al., 2009).

As infeccbes da cavidade bucal provocadas por Candida
spp. estdo relacionadas com a formacdo de biofilme por estes
microrganismos (Blankenship, Mitchell, 2006). As células que constituem
o biofilme apresentam caracteristicas distintas das células planctonicas
como 0 aumento de resisténcia aos antifingicos e as defesas
imunoldgicas do hospedeiro (Duggan, Sedgley, 2007; Tsang, Mcmillan,
2007). Os biofilmes sdo compostos por agregagdo microbiana que podem
se adererir a superficie dentaria assim como em outros materiais
restauradores e protéticos (Eike et al., 2004), por outro lado, a escolha de
substancias para desinfeccdo de instrumentais na clinica odontoldgica e
alguns materiais em hospitais, como tubos de ventilagcéo, cateteres, entre
outros, deve ser criteriosa, considerando-se alguns fatores como tempo

de exposicao, toxicidade, custo e eficiéncia em eliminar microrganismos



patogénicos (Vickery et al., 2009; Chassot et al., 2006; Duggan, Sedgley,
2007). Considerando todo paciente como possivel portador de alguma
doenca infecciosa pré-existente, o consultério odontoldgico e laboratorio
protético devem ser monitorados adaptando as normas de biosseguranga
no local de trabalho e utilizando substancias eficientes no controle da
infeccéo cruzada (Majewski et al., 2004).

Durante muitas décadas o glutaraldeido foi a substancia
de escolha para desisnfeccéo terminal de instrumentais e dependendo do
tempo de exposicdo, também para esterilizacdo. Embora seja
considerado muito eficiente, apresenta toxidade elevada, sendo e seu uso
para desinfeccdo terminal proibido pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria). O acido peracético atualmente tornou-se um possivel
substituto ao glutaraldeido e ao hipoclorito de soédio, entre outros
desinfetantes, por apresentar vantagens em Seu usOo, como a baixa
toxidade, por ser viricida e esporicida e ser volatil ao meio ambiente, além
de ndo ser corrosivo aos metais de instrumentos cirdrgicos (Silva et al.,
2008). Na literatura diversos sdo os estudos que relatam tratamentos
utilizados para o controle microbiano, como os fitoterapicos ou farmacos
industrializados como os antifungicos, do mesmo modo 0s processos de
desinfeccéo e esterilizacdo tem 0 mesmo objetivo, evitar a contaminacgao
dos materiais inanimados de uso clinico médico-odontolégico. Com o
intuito de ampliar o conhecimento de tratamentos alternativos e controle
microbiano nas candidoses e reducdo de biofilme o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e citotoxica do acido
peracético e do extrato de cha verde e a atividade antifungica do
fluconazol e anfotericina B em leveduras isoladas da cavidade bucal de

pacientes HIV-positivos.



2 REVISAO DA LITERATURA

Leveduras do género Candida s&o comensais da
cavidade bucal de individuos saudaveis, entretanto podem tornar-se
patogénicos na presenca de fatores predisponentes, como pela
imunossupressdo causada pelo HIV. Wingeter et al. (2007) avaliaram a
prevaléncia de leveduras do género Candida em lavados bucais de
pacientes HIV positivos e verificaram o perfil de susceptibilidade das
espécies isoladas frente aos antifungicos. Dos 100 pacientes infectados
pelo HIV, 58 apresentaram-se positivos para Candida spp. C. albicans foi
isolada em 93% desses pacientes, sendo que somente em 7% dos
pacientes foram isoladas outras espeécies de leveduras, incluindo C.
tropicalis e C. glabrata. Entre todas as cepas de Candida isoladas, 28%
foram resistentes ao cetoconazol e 3% resistentes a anfotericina B.

Hamza et al. (2008) coletaram amostras de 292 pacientes
infectados pelo HIV com candidose orofaringea primaria e recorrente. C.
albicans foi a espécie mais isolada (84,5%), seguida por C. glabrata
(6,8%) e C. krusei (3,4%). Nao foi observada diferenca significante na
distribuicdo das espécies entre os pacientes com candidose primaria e
recorrente. Entretanto, os isolados dos pacientes com candidose
recorrente  foram menos sensiveis aos antifangicos azdéis quando
comparados aos isolados das lesdes de candidose primaria. Os autores
sugerem que o uso prolongado dos antifungicos poderia levar a essa
resisténcia.

Embora, C. albicans seja a espécie predominante isolada
das lesbes de candidose, a frequéncia de isolamento das espécies nao
albicans esta aumentando progressivamente. Nadagir et al. (2008)
isolaram leveduras do género Candida de 132 pacientes e encontraram
66,66% de C. albicans e 33,33% de espécies nao albicans. Entre as
espécies ndo albicans, C. dubliniensis foi o patdgeno predominante
(22,48%).



Apesar de serem isoladas em menor quantidade as
espécies de ndo albicans séo freqientemente isoladas de pacientes com
malignidade hematoldgica, pacientes transplantados e portadores do virus
HIV. As espécies ndo albicans mais comuns sdo C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei e C. glabrata, sendo a mortalidade desses pacientes
resultante da resisténcia microbiana aos antifingicos comumente
utilizados como fluconazol e anfotericina B (Krcmery, Barnes, 2002).

As lesbdes de candidose podem variar de infec¢des locais
superficiais até graves infeccbes sistémicas e potencialmente fatais.
Atualmente os antifingicos apresentam uso limitado devido a diversos
fatores como baixa poténcia, baixa solubilidade, toxicidade e o
aparecimento de cepas resistentes (White et al., 2002; Duarte et al.,
2005).

De acordo com Teichert et al. (2002), aproximadamente
81% dos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
sao colonizados por cepas de Candida resistentes aos antifungicos.

A anfotericina B, um antifingico poliénico, foi descoberto
em 1953 e continua a ser o farmaco de escolha para tratar infeccdes
sistémicas que acometem pacientes imunocomprometidos, seu amplo
espectro de acdo assegura uma eficacia clinica no tratamento de
infeccbes fungicas. Numerosas séo as tentativas em reduzir a atividade
nefrotoxica e potencializar seu uso terapéutico (Fillippin, Souza, 2006.)

Magliorati et al. (2004) isolaram diferentes amostras de C.
albicans da cavidade bucal de pacientes HIV-positivos e verificaram que
52,2% eram resistentes ao cetoconazol e 30,4% ao fluconazol.

Aquino et al (2005) avaliaram a suscetibilidade ao
fluconazol de varias espécies do género Candida de pacientes com
candidemia internados em unidade de terapia intensiva (UTI). Das
espécies estudadas C. krusei e C. glabrata foram resistentes ao
fluconazol, as demais espécies apresentaram suscetibilidade ao
antimicrobiano, incluindo C. albicans que foi a espécie mais isolada.

Grande numero de antifingicos e antibacterianos séo
produzidos para o tratamento de doengas de origem microbiana, o uso de
fitoterapicos tém se intensificado em varios paises, principalmente no

Brasil que possui uma flora rica e diversa. Além da crescente utilizacdo da



fitoterapia na area médica, na odontologia verifica-se um importante
avango nos estudos com extratos e tinturas de origem vegetal. A
associacdo de plantas medicinais a dentifricios ou colutérios bucais tem
sido proposto por varias pesquisas e muitas plantas sdo testadas com o
objetivo de reduzir a atividade patogénica de microrganismos presentes
na cavidade bucal (Menezes et al., 2007; Modesto et al., 2001; Molina et
al, 2008).

Alvarenga et al. (2007) estudaram a atividade
antimicrobiana de extratos de plantas medicinais e aromaticas, entre elas
Oreganum vulgare (orégano) e Salvia officinalis (salvia). Os autores
relataram que o uso de plantas com potencial terapéutico principalmente
as que apresentam efeito antimicrobiano tem sido reconhecido como fator
preventivo no controle de bactérias como Streptococcus do grupo mutans,
microrganismos correlacionados com carie dentaria.

Considerando que a maioria das doencas que acometem
a cavidade bucal sdo de origem microbiana € recomendavel o uso de
substancias que tenham efeito microbicida no controle da cérie, doencas
periodontais e candidoses, com menor efeito colateral possivel para o
paciente. Hammer et al. (2000) demonstraram que o 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia (arvore-do-cha) foi capaz de inibir a formacédo de
tubo germinativo por C. albicans, considerado importante fator de
viruléncia dessas leveduras.

Navas et al. (2006) verificaram que o cha de Thymus
vulgaris (tomilho) a 10% foi efetivo em inibir a aderéncia de C. albicans a
superficie da resina acrilica, considerado o primeiro passo no processo de
infeccao.

Molina et al. (2008) avaliaram a atividade antifungica de
varios extratos vegetais como Salvia officinalis (salvia), Calendula
officinalis (caléndula), Ricinus communis (mamona) e também do propolis,
em 20 cepas de Candida. Os autores relataram que o extrato aquoso de
prépolis apresentou atividade fungicida em todas as cepas avaliadas, o
extrato glicolico de salvia 80% e a caléndula 10%, a mamona néo foi
efetiva nas cepas estudadas .

Os extratos e Oleos vegetais sdo muito estudados,

levando em consideracdo as propriedades terapéuticas, facil acesso e o



pouco risco de efeito colateral ao paciente (Navas et al., 2006; Hammer
et al., 2000; Modesto et al., 2001).

Vendruscolo et al. (2005) avaliaram dez plantas
comumente utilizadas pela comunidade da cidade de Porto Alegre como
Cymhhopogon citratus (erva cidreira), Eugenia uniflora (pitanga),
Plectranthus barbatus (boldo), Citrus limon (lim&o), Foeniculum vulgare
(funcho), Cunila microcephala (poejo), Achyrocline satureioides (macela),
Citrus aurantium (laranja), Aloe arborescens (babosa), Psidium guajava
(goiabeira) e verificaram em seu estudo que o0s extratos vegetais sao
promissores quando testado in vitro, revelando propriedades microbicidas,
antioxidantes, antipiréticas e antiinflamatorias.

Dentre as espécies utilizadas com frequéncia o cha verde,
consumido mundialmente, destaca-se como fitoterapico por suas diversas
propriedades terapéuticas. De acordo com a literatura os dados
farmacoldgicos desse vegetal estd vinculado a varias substancias
encontradas nas folhas dessa planta, como cafeina, tanino, catequinas, e
polifendis, principais componentes de efeito medicinal (Miller-Hamilton,
1995). Os compostos fendlicos (catequinas, em especial, epigalotequina
e epicatequina) sdo os principais componentes terapéuticos da planta C.
sinensis, potentes oxidantes e inibidores da lipoperoxidacéao,
considerados protetores dos componentes protéicos e DNA celular. Ha
evidéncias de que o cha verde possa ser utilizado na prevencao de
doencas cardiovasculares ao diminuir os niveis de colesterol plasmatico e
também apresenta potencial anticarcinogénico e é auxiliar no tratamento
de doencas cronicas como o diabetes Mellitus além de preservar o
organismo dos radicais livres (Pereira et al., 2009)

De acordo com Silva et al. (2010) a ingestado de chas da
familia Theacea como o chéa verde e preto (Camellia sinensis), promove
um controle significativo no desenvolvimento do diabetes e suas
complicagoes.

Embora sua atividade antimicrobiana seja discutida,
alguns autores evidenciam essa propriedade encontrada no extrato do
cha verde. Yam et al. (1997) relatam em seu estudo que muitas bactérias
sdo sensiveis ao extrato do cha verde, incluindo Staphylococcus aureus



meticilina-resistente, microrganismo freqtientemente isolado de pacientes
com infec¢cdes nosocomiais .

As propriedades terapéuticas da Camellia sinensis
também foram avaliadas no controle da céarie dentéria, pois o extrato inibiu
a aderéncia de Streptococcus mutans a superficie dos dentes. Estudos
em modelos animais mostraram que a inibicAo da aderéncia pode
prevenir o processo de infec¢do da cérie (Miller- Hamiton, 2001; Balbino
et al., 2010).

Das infeccdes que ocorrem na cavidade bucal, a carie € a
mais prevalente e o biofilme na superficie dos dentes esta diretamente
ligado a tal patologia, geralmente formado por uma microbiota mista,
incluindo S. mutans, Lactobacillus e Actinomyces. Nakata et al. (2007)
estudaram os efeitos antimicrobianos do cha verde em saliva de 40
voluntéarios e 1 cepa ATCC de S. mutans. Os autores observaram em seu
estudo, que o efeito antimicrobiano foi significativo em relagdo ao controle
positivo (amoxicilina). Relataram também que s&o diversos o0s
mecanismos de acdo do cha verde sob os microrganismos, como a
inibicdo de acidos, enzimas e polissacarideos.

Diversas plantas apresentam atividade antifungica em
leveduras do género Candida como Streblus asper que inibe a aderéncia
do fungo a resina acrilica prevenindo a estomatite protética e a
Cinnamomun zeylanicum breyn (canela da india) que potencializa o efeito
antifangico da anfotericina B (Castilho et al., 2007).

Akroum et al. (2009) investigaram as propriedades do
extrato metanolico e etandlico de Camellia sinensis em C. albicans e
concluiram em seu estudo que o extrato metandlico apresentou atividade
antifangica mais efetiva do que o extrato etandlico nas leveduras
analisadas. O extrato etanolico do ch& verde foi estudado anteriormente
nesta mesma espécie do género Candida por Ahmad et al. (2001) e os
autores relataram que houve acéo fungicida.

Sitheeque et al. (2009) avaliaram a atividade antifungica
dos polifenéis encontrados no chad verde em leveduras do género
Candida. Os autores observaram uma suscetibilidade distinta em
leveduras deste mesmo género sendo C. glabrata e C. parapsilosis mais

sensiveis aos polifendis e catequinas que C. albicans.



Embora os efeitos terapéuticos do cha verde sejam muito
elucidados, alguns estudos apontam para seu potencial téxico quando
consumido por longa data e em grande quantidade. Assim, além dos
efeitos benéficos, efeitos citotoxicos também devem ser considerados
para todas as plantas, quando utilizadas com finalidade terapéutica. Vera-
Cruz et al. (2010) avaliaram os efeitos do cha verde em ratos com dieta
hipercaldrica. Os autores observaram que houve diminuicdo no peso
corporeo e esteatose no figado dos animais obesos em relacdo ao grupo
sem tratamento. Os autores encontraram lesdes no figado dos animais
tratados que poderiam estar associadas ao tratamento.

De acordo com Saigg-Silva et al. (2009) a cafeina
guando consumida em grandes quantidades pode trazer efeitos adversos
como palpitacdes, alteracdes no sono, controle motor deficiente, entre
outros efeitos indesejaveis observados no consumo excessivo do cha
verde.

Segundo Bartels e Miller (2003) o consumo diario do cha
verde pode desencadear disfuncéo hepatica, irritacdo gastrica, diminuicao
do apetite e hiperatividade. Os autores ressaltaram a necessidade de
estudos clinicos experimentais complementares para 0 consumo seguro
deste fitoterapico.

Com o aparecimento da AIDS na década de 80, a
incidéncia de algumas doencas como a tuberculose, e as candidoses
orofaringeas tornaram-se uma preocupacao aos profissionais que estao
expostos a infeccdo cruzada, principalmente cirurgidbes dentistas. Os
microrganismos apresentam-se resistentes aos métodos de controle
guimico e fisico e aderem aos artigos médicos e odontologicos na forma
de biofilme (Vickery et al., 2009; Silva et al., 2008).

O  biofilme ¢é wuma agregacdo microbiana, uma
comunidade séssil e difere das células planctbnicas por ser mais
resistente que as células ndo agregadas, sendo considerado fator de
viruléncia microbiana e representa o tipo de crescimento predominante no
desenvolvimento de infecgBes associados a altos niveis de resisténcia a
antimicrobianos, as defesas imunoldgicas do individuo e aos métodos de

desinfeccéo e esterilizacao (Blankenship, Mitchell, 2006).



Os microrganismos podem formar biofilme em diversos
sitios na cavidade bucal, na superficie dentaria, em resinas acrilicas
utilizadas na confeccdo de aparelhos ortoddnticos e préteses dentérias,
também em braquetes de metal e ceramica. Essa estrutura pode também
ser formada em superficies de materiais de uso hospitalar como
cateteres, sondas e tubos de ventilacdo (Paranhos et al., 2004; Loukili et
al., 2004; Serrano-Granger, 2005).

De acordo com Richard et al. (2005) o biofilme formado
por C. albicans é composto por uma mistura de ceélulas, pseudohifas,
incluindo matriz extracelular composta por polissacarideos e proteinas, o0
gue confere maior resisténcia aos antifungicos.

Tsang e Mcmillan (2007) avaliaram a formacdo de
biofilme em discos de titanio com superficies lisas e rugosas, 0s autores
relataram que a formacdo do biofilme ocorreu nas duas superficies,
entretanto a suscetibilidade a anfotericina B foi maior no biofilme formado
em superficie lisa, na rugosa o biofilme mostrou-se mais resistente.

Kantorski e Pagani (2007) observaram que a rugosidade
dos materiais pode influenciar no processo de aderéncia microbiana,
sendo que a formacao do biofilme é maior e mais rapida em superficies
irregulares como em resina acrilica e metal, quando passam por processo
de abrasao. A escolha de substancias quimicas que facam a desinfeccao
de proteses utilizadas na cavidade bucal deve ser criteriosa, considerando
a toxicidade e alteracbes dimensionais dos trabalhos protéticos assim
como os efeitos deletérios nos materiais utilizados em consultorio
odontoldgico, deve-se levar em conta que substancias como o hipoclorito
embora seja eficiente também apresenta potencial citotoxico limitando seu
uso na cavidade bucal.

O 4&cido peracético € uma substancia utilizada em
ambientes hospitalares e clinicas odontolégicas na desinfeccdo de
materiais e instrumentais, em substituicAo ao glutaraldeido e ao
hipoclorito de sddio, por apresentar baixa toxicidade, ndo ser corrosivo e
possuir atividade esporicida e viricida (Retta et al., 2008; Silva et al.,
2008). Suas propriedades antimicrobianas foram descritas primeiramente
em 1909, foi considerado desinfetante e esterilizante de amplo espectro

de acéo, pois atua em micobactérias e esporos bacterianos, sua aplicacdo



oferece vantagens, pois ndo é inativado na presenca de matéria organica
como sangue e saliva além de n&do possuir residuos toxicos. E um
desinfetante de facil aplicagdo e baixo custo, de modo geral dispensa
enxagle dos materiais tratados e apresenta auséncia de bioacumulacéo e
alta degrabilidade bidtica e abiotica (Vickery et al., 2009; Svidzinski et,
2007; Salvia et al., 2011).

Chassot et al. (2008) estudaram a atividade
antimicrobiana do &cido peracético em resina acrilica ativada
quimicamente. Os espécimes foram contaminados com Bacillus ssp. e
colocados em imerséo no acido peracético a 0,2% por 5 a 10 minutos. Os
autores relataram que apdés a exposicdo ndo houve crescimento
microbiano.

Silva et al. (2008), avaliaram o efeito do acido peracético
na aderéncia de S. aureus. Observaram em seu estudo que essa
substancia inibe a aderéncia dessa bactéria nos espécimes de aco
inoxidavel, quando comparado com outras substancias como o acido
acético. O autor observou que o acido peracético nao foi deletério aos
espécimes de metal.

O &cido peracético a 0,1% foi estudado por Svidzinski et
al. (2007) em cepas de S. aureus meticilina resistentes isolados de casos
de infeccdo hospitalar. Os autores relataram que o0 microrganismo em
contato com acido peracético por 5 minutos foi suscetivel a substancia
avaliada e em contato por 10 minutos foi totalmente eliminado.

Salvia et al. (2011) avaliaram o efeito microbicida do acido
peracético a 2% em 225 cones de guta-percha contaminados com células
plactdnicas e observaram reducdo microbiana significante das UFC/ml, S.
mutans (p=0,001), S. aureus (p=0,001), B. subtilis (p=0,001) e C. albicans

(p=0,0190) em relagao a contagem inicial.



3 PROPOSIGAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a) avaliar a atividade antimicrobiana do acido
peracético em células plancténicas e biofilme

formado por Candida spp.;

b) avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de
Camellia sinensis (cha verde) em células

plancténicas e biofilme formado por Candida spp.;

c) avaliar a atividade antimicrobiana dos antifingicos
anfotericina B e fluconazol em células planctbnicas

de Candida spp.;

d) avaliar a citotoxicidade do acido peracético e
extrato de Camellia sinensis (cha verde) em culturas
de células de macréfagos (RAW 264.7).

4 MATERIAIS E METODOS



Foram utilizadas 22 cepas clinicas coletadas em estudo
prévio, isoladas da cavidade bucal de pacientes HIV-positivos, com
virologia controlada. As amostras estavam armazenadas na micoteca do
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de S&o José
dos Campos/UNESP, em agar Sabouraud inclinado e mantidas sob
refrigeracdo. As cepas foram semeadas em placas de Petri contendo
CHROM-agar Candida (CHROM-agar, Paris, Franca) e foram incubadas a
37°C por 48 horas. As col6nias foram identificadas morfologicamente de
acordo com sua coloracdo sendo verde sugestivo de Candida albicans,
azul acinzentado Candida tropicalis e rosa Candida krusei (Figura 1 e 2).

AplOs crescimento, as colonias de Candida foram
semeadas em agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubadas
por 24 horas a 37 °C para serem utilizadas nos testes de identificacdo
fenotipica.

Foram realizadas as seguintes provas de identificacédo
fenotipica: formacdo de tubo germinativo, microcultivo e teste bioquimico
API 20 AUX (BioMerieux Clinical Diagnostics-Franca). Para padronizacéo
dos ensaios foi utilizada amostra padrao de C. albicans (ATCC 18804).

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Faculdade de Odontologia-UNESP, campus S&o

José dos Campos sob protocolo 028/2010.



Figura 1 - Crescimento de colbnias de Candida spp. em meio de cultura
CHROM-agar, em isolamento primario da cavidade bucal. Observa-se colbénias

verdes e azul acinzentado, sugestivas de C. albicans e C. tropicalis,

respectivamente.

Figura 2 - Crescimento de colénias de Candida spp. em meio de cultura
CHROM-agar, em isolamento priméario da cavidade bucal. Observa-se colénias
verdes e brancas sugestivas de C. albicans e rosas C. Krusei.

4.1 Identificacado dos isolados de Candida spp.

4.1.1 Tubo germinativo



Uma alcada de cultura pura de 24 horas da levedura foi
adicionada em tubo de ensaio contendo 0,5 mL de soro estéril de coelho.
Os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C por duas horas. A
formacdo de tubo germinativo foi observada em microscépio de luz,
colocando-se uma gota da suspenséo entre lamina e laminula por periodo

de até trés horas.

4.1.2 Microcultivo

Foi utilizado o meio Corn Meal Agar (Difco, Detroit, EUA)
adicionado de 1% de tween 80. Para a execucdo da prova, 0 agar
previamente fundido foi distribuido em laminas de vidro colocadas no
interior de placas de Petri esterilizadas. Apos solidificacdo do agar, cada
cepa de levedura a ser testada foi semeada em estria Unica na superficie
do meio e foi colocada uma laminula no centro da lamina. Apds incubacéo
de 48 a 72 horas a temperatura ambiente, a leitura foi feita em
microscopio Optico, observando-se presenca de clamidoconideo,

leveduras e hifas.

4.1.3 Identificacdo bioquimica dos isolados

A partir do isolamento das espécies de Candida obtido em
CHROM-agar Candida, microcultivo e tubo germinativo, foi realizada a
confirmacdo das espécies por meio de identificacdo bioquimica dos
isolados. As colbnias foram semeadas em agar Sabouraud dextrose e
incubadas por 24 horas a 37 °C. Para identificacdo bioquimica foi utilizado



o sistema de identificagdo API20CAUX (BioMerieux Clinical Diagnostics-

Franca).

4.2 Extrato Vegetal de Camellia sinensis (cha verde) e acido

peracético

Foi utilizado extrato aquoso de cha verde (Camellia
sinensis) na concentracdo de 20%, adquiridos de farméacia de
manipulacdo (BECKER-S&o José dos Campos, Brasil). O extrato foi
armazenado em frasco hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e em
temperatura compreendida entre 8 e 12 °C até a realizacdo dos ensaios
preconizados.

Foi utilizado o acido peracético na forma de p6 (Profilatica
Produtos Médicos e Odontologicos, Parana-Brasil), obtendo-se

suspensao a 2% em agua destilada.



4.2.1 Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) e

concentracdo fungicida minima (CFM)

Para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM) do extrato vegetal e do acido peracético foi realizado o método de
diluicdo em caldo. Diluicbes seriadas do extrato ou acido peraceético
foram preparados em placas de 96 pocos (Costar 3524), foi acrescentado
125 pyL do meio sintético RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com MOPS
(acido morfolinopropanosulfénico), 125 yL do extrato vegetal ou acido
peracético e 12,5 uL da suspenséo padronizada (10° células viaveis/mL)
de cada cepa de Candida spp. Sendo assim, foram obtidas diluicdes do
extrato nas seguintes proporc¢des: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, da
concentracdo original. Apds incubacao por 24 horas a 37 °C, foi realizada
leitura por meio de observacéo visual da turvacao do meio.

Para o grupo controle nas placas de 96 pocos (Costar
3524), foi acrescentado 125 pyL do meio de cultura RPMI e 12,5 uL da
suspensdo padronizada (10° células viaveis/mL) de cada cepa de
Candida spp. Para a determinacdo da concentracdo fungicida minima
(CFM), trés in6culos do teste anterior, que ndo apresentaram crescimento
em caldo, foram semeados em placas de &gar Sabouraud Dextrose,
determinando a CFM como sendo a menor concentracdo do extrato
testado capaz de inibir totalmente o crescimento microbiano semeado em

meio de cultura sélido.



Figura 3 - Microdiluicdo do extrato natural de cha verde (Camellia sinensis) ou
acido peracético.

4.3 Sensibilidade in vitro de Candida spp. aos antifungicos

Foram utilizados os antifingicos anfotericina B (Sigma
Companhia Quimica, St Louis, USA) e fluconazol (Galena Quimica e
Farmacéutica), o tempo de leitura foi de 24 horas. As amostras de
Candida spp. foram testadas quanto a suscetibilidade in vitro aos
antifangicos, de acordo com o método de microdiluicdo proposto pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards / Clinical Laboratory
Standards Institute (NCCLS/CLSI, 2002). Para obtencédo do indculo, as
amostras de Candida spp. foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose
e incubadas durante 24 horas a 37 °C. Apoés este periodo, foram obtidas
suspensdes padronizadas em solugcao salina esterilizada (NaCl 0,85%),
obtendo-se uma concentracdo inicial de 1,5 x 10° células/mL.
Posteriormente, a suspensao foi diluida em 1:2000 em meio sintético
RPMI 1640 tamponado (Sigma Companhia Quimica, St Louis, USA) a pH
7,0 com acido morfolinopropanosulfénico (MOPS), para se obter uma
concentracdo final de 0,5 x 10% a 2,5 x 10® células/mL. O antifingico



anfotericina B foi diluido em dimetil sulféxido (DMSO), enquanto
fluconazol foi diluido em agua destilada esterilizada. Os antimicrobianos
foram preparados nas seguintes concentragbes: 320 pupg/mL para
anfotericina B, 1250 ug/mL para fluconazol. As solu¢des dos antifungicos
foram diluidas em meio sintético RPMI de forma a se obter concentracdes
finais de 64 a 0,03 ug/mL.

Para a realizacdo da técnica de microdiluicdo foram
utilizadas placas de acrilico com 96 orificios de fundo chato e com tampa
(Difco). Em cada orificio foram dispensados 100 uL da concentracdo do
antifangico e 100 pL do indéculo da amostra-teste. As placas foram
incubadas a 37 °C e as leituras realizadas apos 24 e 48 horas. As placas
com anfotericina B foram cobertas com papel aluminio para protecéo
contra a luz.

A leitura dos resultados foi baseada em escala de
turbidez visual pela turvacdo de um tubo controle representado por: 0
(totalmente claro); 1 (levemente turvo); 2 (turbidez intermediaria) referente
a 80% da reducdo de crescimento; 3 (turbidez proeminente) e 4
(totalmente turvo). Os resultados foram expressos como intervalos de
variacao entre os valores minimos e maximos de CIM para cada amostra
e também como valores de CIM 50 e CIM 90, que representam
respectivamente o crescimento de 50% e 90% dos isolados. A CIM de
azb6is foi traduzida por aquela concentracdo onde ocorrer
aproximadamente 80% de reducdo no crescimento, enquanto que para a
anfotericina B, essa correspondera aquela que representar completa
auséncia de crescimento (100%). Os pontos de corte considerados para a
classificacdo dos antifingicos testados considerados para a classificacédo
dos isolados em suscetiveis ou resistentes seguiram o0s valores
estabelecidos por NCCLS/CLSI (2002) NCCLS.



4.4 Acao antimicrobiana do extrato de Camellia sinensis (cha verde)

e do acido peracético em biofilme

Para formacdo do biofilme, foram utilizados corpos-de-
prova de resina acrilica, calotas de iris transparente com pino para
confeccao de protese ocular (Classico, Sao Paulo, Brasil) medindo 11 mm
de diametro. Os corpos-de-prova receberam duas camadas de esmalte
para unhas como isolante (Colorama, Sao Paulo, Brasil), no pino e na
parte plana, com excecao da superficie convexa, e foram esterilizados em
autoclave por 15 minutos a temperatura de 120 °C. A seguir foram

divididos em grupos (n=10).

A B C

Figura 4 — Corpos-de-prova de resina utilizados para formacdo de biofilme. a)

vista frontal, b) base corpo-de-prova e c) vista lateral.

Para a obtencéao do biofilme, cada cepa foi semeada em
placas de cultura contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA)
e incubadas a 37 °C/24 horas. Apés o tempo de incubacao foi preparada

uma suspensdo do microrganismo, em solucdo fisiologica esterilizada



(NaCl 0,85%) e padronizada em espectrofotémetro (B582, Micronal, Sao
Paulo, Brasil), para obtencdo de 10° células/mL. Os parametros de
densidade éptica e comprimento de onda foram de 0,284 e 530 nm.

Apés a padronizacdo do microrganismo, 0S corpos-de-
prova foram colocados em placas de cultura de células de 24 pocos,
(TPP, Europa) e foi acrescentado 2 mL do meio de cultura caldo BHI
sacarosado a 5% e 0,1 mL da suspensdo do microrganismo. A placa de
24 pogos foi incubada em estufa bacteriologica por 5 dias a 37 °C. Para
cada experimento foram utilizados 10 corpos-de-prova que receberam
tratamento com extrato vegetal ou acido peracético, na concentracao
definida no CIM. Esse procedimento foi realizado para todas as cepas de

Candida, considerando um grupo controle (n=10) para cada experimento.

Figura 5 — Corpos-de-prova em Caldo Infuso Cérebro-Coragéo acrescido de 5%
de sacarose.

Apoés a formacdo do biofilme, os corpos-de-prova foram
lavados duas vezes em solucéo fisiologica (NaCl 0,85%). A seguir foram
colocados com auxilio de uma pinca esterilizada em solucdo de &cido
peracético 2% (Profilatica Produtos Médicos e Odontoldgicos, Parana-
Brasil) ou extrato vegetal a 20%. Os 10 corpos-de-prova do grupo controle
gue nao receberam tratamento com as soluc¢des, foram colocados em
solucéo fisioldgica a 0,85 % (NaCl) e sonicados posteriormente. O tempo
de exposicdo adotado foi de 5 minutos para o &cido peracético e 5

minutos para o extrato vegetal. Apos o tempo de tratamento os corpos-de-



prova foram lavados novamente e colocados em tubos falcon contendo
solucéo fisiologica onde sofreram agitacdo por 30 segundos em sonicador
50W de poténcia (Sonoplus HD 2200-Bandelin Eletronic). A seguir foram
realizadas diluicbes:, 10™, 10% 102 e 0,1 mL de cada diluicdo foram
semeados em duplicata em placas de agar Sabouraud dextrose (Difco-
USA). As placas foram incubadas por 24 horas/37 °C em estufa
bacteriol6gica. Apés tempo de incubacao foi realizada posteriormente a
contagem de UFC/mL. As placas escolhidas para contagem foram
aguelas que apresentaram entre 30 e 300 colbnias viaveis de cada
diluigéo.

O mesmo procedimento foi realizado para todas as cepas

e grupo controle.

4.5 Avaliacao da citotoxicidade do extrato de Camellia sinensis (cha

verde) e acido peracético

Foram utilizados macréfagos de camundongos (RAW
264.7), adquiridos do Laboratério de Cultura de Células do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia da FOSJC — UNESP, obtidas do banco de
células da Associacao Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).

As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma Companhia Quimica, USA),
suplementado com soro fetal bovino a 10% e incubadas em estufa a
temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, contendo 5% de CO..

O meio foi trocado a cada dois dias, sendo realizado
monitoramento diario de cada frasco de cultivo celular, com auxilio de
microscopio invertido (Nikon), até que seja constatado um estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacao de mais de 70%
do frasco, neste caso foi feito o subcultivo da monocamada de células.

Para o subcultivo, o meio do frasco foi aspirado com
auxilio de uma pipeta e este foi despejado sobre a monocamada celular e

depois descartado, posteriormente as células foram lavadas com meio



novo e novamente descartado. Em seguida, foi acrescentado mais meio
fresco e as células foram removidas cuidadosamente do frasco com
auxilio de um varredor celular (cell scraper, TPP). O meio fresco contendo
a suspenséo de células foi centrifugado, em tubo tipo falcon, a 9 mil giros
durante cinco minutos, a 25 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e as células (pellet) foram ressuspendidas em meio fresco e
distribuidas em novos frascos de cultivo celular.

Para realizagdo do experimento, foi realizado o mesmo
procedimento para o subcultivo da linhagem celular, no entanto, apos a
ressuspensado das células, foi realizada a contagem de células viaveis.
Para tanto, uma amostra de 50 uL foi colocada em um microtubo
juntamente com 5 pL de corante azul de tripan 0,5% (Sigma, USA). Esta
mistura foi agitada com uma pipeta e transferido 10 yL para a camara de
Neubauer, coberta com laminula. Foi realizada a contagem de células
viaveis sob microscopia optica.

Foram utilizadas placas de 96 pocos para os ensaios de
citotoxicidade. Em cada poco foi adicionado 100 uyL de DMEM (LGC
Biotecnologia) contendo 10° células. Apés esse procedimento, as placas
foram incubadas em estufa a 37 °C, com 5% de CO,, por 24 horas para
gue houvesse a aderéncia das células nos pocos.

Passado o periodo de incubacdo, o meio foi retirado e
acrescentado 200 uL da concentracdo microbicida do extrato aquoso de
ch& verde ou acido peracético, obtida para todos os microrganismos
testados, em meio de cultura para verificacdo de sua citotoxicidade. Os
testes foram realizados em duplicata e o periodo de incubacdo com as
substancias foi de 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de COa,.

Apds o tempo de incubacdo das placas de 96 pocos
contendo o extrato vegetal ou acido peracético, o contetdo foi
descartado. Cada poco foi lavado com 200 pL solucdo de PBS de 3 a 5
vezes. O MTT foi preparado na proporcao de 0,5 mg de p6/1 mL de PBS.
A solucao sofreu agitagcdo por 10 minutos com auxilio de agitador
magneético (peixe). Foi colocado 100 yL de MTT em cada poco e as
placas foram enroladas em papel aluminio para evitar contato com a luz,

foram incubadas por 1 hora.



Apés o tempo de incubacdo o0 sobrenadante foi
descartado e adicionado 100 yLde DMSO.

As placas foram incubadas por 10 minutos sob agitacéo
por mais 10 minutos. As placas foram levadas em espectrofotdmetro com
DO (densidade 6ptica) de 570 nm.

4.6 Analise Estatistica

A analise estatistica para o biofiime foi realizada
utilizando-se teste de Mann-Whitney e para citotoxicidade ANOVA e teste

de Tukey considerado-se nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS

5.1-Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentracdao fungicida

minima (CFM) de extrato de Camellia sinensis (cha verde)

Foi observado no presente estudo que o extrato de
Camellia sinensis apresentou efeito fungicida em todas as espécies de
leveduras estudadas, tanto na forma planctonica quanto em biofilme.

Apesar do extrato apresentar concentracédo de 20%, para

a obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), a concentracao



inicial utilizada foi 10%, considerando a diluicio em caldo RPMI
tamponado. Foi observado que todas as cepas avaliadas foram sensiveis
ao extrato de cha verde numa concentracdo menor ou igual a 10%, na
forma planctoénica.

Os resultados obtidos no CIM e CFM demonstraram que
houve variacdo na suscetibilidade das diferentes cepas de C. albicans em
relacdo a concentracdo das diluicdes do extrato. Foi observado que o CIM
apresentou variacdo na concentracdo de 1,25% a 5% e o CFM 2,5% a
10%. A partir da concentracdo inibitéria e fungicida em células
planctonicas foi determinada a concentracdo de 20% para avaliar os
efeitos do cha verde no biofilme aderido aos corpos-de-prova.Os dados

do CIM e CFM estéo expressos na tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo Inibitério Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) do extrato de Camellia sinensis em células
planctonicas de C. albicans e Candida nao albicans

Microrganismo CIM CFM Microrganismo CIM CFM
C. albicans 17 1,25% 2,5% C. dubliniensis 18s 5% 10%
C. albicans 4s 2,5% 5% C. glabrata 45 1,25% 2,5%
C. albicans 52 2,5% 5% C. glabrata 43 2,5% 10%
C. albicans 1s 2,5% 5% C. glabrata 12s 5% 10%
C. albicans 10s 1,25% 5% C. glabrata 46 2,5% 10%
C. albicans 24s 1,25% 2,5% C. glabrata 51 2,5% 10%
C. albicans 31s 2,5% 5% C. glabrata 67 5% 10%
C. albicans 39s 2,5% 10% C. krusei 62 5% 10%
C. albicans 9 2,5% 5% C. novergensis 51s  2,5% 10%
C. albicans 14 5% 10% C. novergensis 52s  1,5% 5%
C. tropicalis 11 2,5% 5%
C. tropicalis 12 5% 10%




Foi observado que as cepas nao albicans apresentaram
menor suscetibilidade nas concentragcbes do extrato avaliado. O CIM
apresentou variacao de 1,25% a 10% e CFM variou de 2,5% a 10%. C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei foram as espécies menos suscetiveis ao
extrato e houve diferenga de suscetibilidade entre as espécies de C.
glabrata.

5.2 Acao antimicrobiana do extrato de Camelia sinensis (cha verde)

em biofilme de Candida spp.

Observa-se na Tabela 2 que as cepas de C. albicans
tratadas com extrato de cha verde apresentaram reducdo de UFC/mL
significativas em relacdo ao grupo controle que néo recebeu tratamento,
entretanto houve uma cepa (C. albicans 24s) que nao apresentou reducao

significativa em relacédo ao grupo controle.

Tabela 2 - Unidades formadoras de colbénias (UFC/mL), percentual de
reducdo e valor de p, obtidas nas 10 cepas de C. albicans (n=10)
tratadas com extrato de cha verde a 20%.

Espécie Controle Cha verde Valor p Reducéo %
C. albicans 17 22100 3750 0,0002 83,0
C. albicans 4s 54800 19400 0,0002 64,6
C. albicans 52 9550 4650 0,0004 51,3
C. albicans 1s 41300 18300 0,0004 55,7
C. albicans 10s 48000 22750 0,0002 52,6
C. albicans 24s 36000 26000 0,0754 27,7
C. albicans 31s 10450 3850 0,0002 63,2
C. albicans 39s 68300 30200 0,0008 55,8
C. albicans 9 37300 5400 0,0002 85,5



C. albicans 14 68000 32000 0,001 52,9
Média 59,2

Os resultados de reducdo de UFC/ml em biofilme
apresentados na Tabela 2, demonstraram que o extrato do cha verde a
20% apresentou efeito fungicida nas cepas de C. albicans quando em
biofilme. A média do percentual de reducao foi de 59,2%.

Foi observado na Tabela 3 que houve diferenca
estatistica significante de redugdo UFC/mL nas cepas de C. tropicalis
(0,0002), C. novergensis (0,0002) e C. glabrata (0,0002), as demais cepas
apresentaram pouca reducdo em relacdo ao grupo controle. A cepa C.
glabrata 45 nao sofreu reducdo comparando com grupo sem tratamento,
também C. krusei ndo apresentou diferenca estatistica significante
(p=0,0082).

Tabela 3 - Unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) percentual de
reducao e valores de p, obtidas nas 10 cepas de C. ndo albicans tratadas
com extrato de cha verde a 20%.

Microrganismo Controle Chéaverde Valor p Reducéo %
C. dubliniensis 18s 12150 7500 0,1859 38,2
C. glabrata 45 32400 18400 0,1618 43,2
C. glabrata 43 60400 28800 0,0002 52,3
C. glabrata 12s 60800 46000 0,0139 24,3
C. glabrata 46 51200 38000 0,0017 25,7
C. glabrata 51 20100 6900 0,0257 65,5
C. glabrata 67 60400 28800 0,0002 52,3
C. krusei 62 53400 48800 0,0082 8,6
C. novergensis 51s 52400 23600 0,0002 54,9
C. novergensis 52s 18550 4300 0,0002 76,8
C. tropicalis 11 38400 5450 0,0002 85,8
C. tropicalis 12 12700 5680 0,0002 55,2
Média 48,5

A média do percentual de reducdo de todas as cepas foi
de 48,5%, esses dados demonstraram que as cepas nao albicans foram

mais resistentes em biofilme tratado com cha verde do que as cepas de



C. albicans. A diferenca de redugcao UFC/mL entre C. albicans e néo
albicans foi de 10,7%.

5.3 Citotoxicidade do extrato de Camellia sinensis (cha verde)

Foram analisadas diversas concentracbes do extrato do
chéa verde, 10%, 5% e 2,5%, em macréfagos de camundongos RAW (264-
7). Foi observado que houve pouca diferenca estatistica nas medias das
diferentes concentracoes.

De acordo com os resultados obtidos as células
submetidas ao extrato do cha verde apresentaram viabilidade em todas as
concentracfes analisadas. A média de viabilidade da concentracdo a
10% (103,91%) apresentou pouca diferenca estatistica em relacdo a
média da concentracdo 2,5% (89,25%). Esses dados obtidos demonstram
gue o extrato de Camellia sinensis ndo apresentou citotoxicidade celular

nas concentracdes analisadas.



Figura 6 - Valores médios da viabilidade celular dos grupos avaliados por MTT,
apos exposicao ao extrato de Camellia sinensis (cha verde) nas concentracfes
de 2,5%, 5% e 10%.

5.4 Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragado fungicida

minima (CFM) acido peracético

Os resultados obtidos no CIM e CFM de todas todas as
cepas analisadas neste estudo apresentaram concentracdo inibitéria
minima de 0,5% do acido peracético e concentracdo fungicida minima de

1%, para as cepas de C.albicans e néao albicans na forma planctonica.

5.5 Agao antimicrobiana do acido peracético em biofilme de Candida

spp.

Pode-se observar nos resultados, que houve reducéo
UFC/mL no biofilme formado por C. albicans. A média do percentual de
reducao foi de 63,3% para todas as cepas analisadas, entretanto uma
cepa de C. albicans (24s) ndo apresentou reducao significativa (20,1%),
as demais cepas apresentaram uma reducéao distinta, variando de 27,6 a
89%.

Esses dados demonstram que cada cepa de Candida
apresentou uma suscetibilidade diferente ao acido peracético a 0,5% em

biofilme e o percentual de reducao difere entre todas as cepas estudadas.

Tabela 5 - Unidades formadoras de colbnias (UFC/ml), percentual de
reducédo e valor de p em biofilmes formados por Candida albicans (n=10)
ap0s tratamento com acido peracético



Espécie Controle Acido Valor Reducéo

peracético p %
C. albicans 17 41400 4550 0,0002 89,0
C. albicans 4s 44500 6850 0,0002 84,6
C. albicans 52 44050 22000 0,0002 50,0
C. albicans 1s 49400 36200 0,0008 27,6
C. albicans 10s 19300 4150 0,0002 78,4
C. albicans 24s 35800 28600 0,9097 20,1
C. albicans 31s 45200 5000 0,0002 88,9
C. albicans 39s 16700 5750 0,0002 65,5
C. albicans 9 31000 5350 0,0002 82,7
C. albicans 14 50400 27000 0,0013 46,4
Média 63,3

Os dados obtidos nas UFC/mL demonstraram que o
biofilme formado por cepas néo albicans foi resistente ao acido peracético
a 0,5% em algumas cepas. A média do percentual de reducédo foi de
48,2%, para as cepas suscetiveis ao tratamento. Candida glabrata, C.
dubliniensis e C. tropicalis ndo apresentaram reducao estatisticamente
significante ao acido peracético a 0,5%. A demais cepas apresentaram

reducdo UFC/ml significante.

Tabela 6 - Unidades formadoras de colénias (UFC/ml), percentual de
reducédo e valores de p, em biofilmes formados por C. néo albicans apos
tratamento com &cido peracético

Microrganismo Controle Acido Valor p Reducéo %
peracético
C.dubliniensis 18s 13650 7500 0,0452 45,0
C. glabrata 45 35800 26700 0,0376 25,4
C. glabrata 43 31250 46000 0,0065 47,2
C. glabrata 12s 10200 29100 0,0072 *
C. glabrata 46 12700 36600 0,0002 *
C. glabrata 51 34900 46250 0,0412 35,5
C. glabrata 67 22000 44050 0,0010 *
C. krusei 62 47000 14550 0,0091 69,0
C. novergensis 51s 46250 34900 0,0412 24,5
C. novergensis 52s 47600 36200 0,0091 23,9




C. tropicalis 11 15400 1980 0,2897 87,1
C. tropicalis 12 8250 1900 0,0017 76,9
Média 48,2

*Nao ocorreu reducéo

5.6 Citotoxicidade do Acido peracético

Foram avaliadas duas concentracdes do acido peraceético
(a 1 e 2%) em macrofagos de camundongos RAW (264-7) para verificar a
viabilidade. Foi observado neste estudo que a média da concentracéo a
2% (56,25%) apresentou pouca diferenca estatistica em relacdo a média
da concentracdo a 1% (57,41%). O acido peracético apresentou

viabilidade celular nas concentracdes avaliadas.



Figura 7 - Valores médios da viabilidade celular dos grupos avaliados por MTT,
ap6s exposicao ao acido peracético nas concentracdes de 1 e 2%.

5.7 Sensibilidades aos antifungicos

Foi observado no presente estudo que todas as cepas de
C. albicans avaliadas no CIM do fluconazol apresentaram suscetibilidade
nas concentracdes avaliadas (0,25 a 32 pg/mL). Nao houve resisténcia
nas cepas estudadas. Os dados estdo expressos na tabela 8. Os
resultados obtidos no CIM do fluconazol obtido nas cepas de Candida nao
albicans estdo expressos na tabela 8. Os valores das concentracdes do
antifangico estudado variou de 0,5 a 32 pg/mL, foi observado que nao
houve resisténcia das diversas cepas e espécies de Candida analisadas.

As cepas de C. albicans foram suscetiveis a anfotericina
B nas concentracdes de 0,5 a 2 ug/mL, entretanto houve resisténcia
microbiana nas concentracdes de 4 a 8 ug/mL de duas cepas. Os
resultados do CIM da anfotericina B demonstrou que algumas espécies
nao albicans foram resistentes ao antifingico analisado., de todas as

espécies cinco foram resistentes (4 a 8 uyg/mL) a este antifungico.



Tabela 8 - Distribuicdo de Candida spp.de acordo com o CIM do
fluconazol e anfotericina B nas cepas de C. albicans e Candida né&o

albicans

Concentragdes dos antifingicos Fluconazol e Anfotericina B (ug/mL)

Microrganismo CIM CIM Microrganismo CIM CFM
Cepa Fluco* Anfot* Cepa Fluco* Anfot*
C. albicans 17 2 2 C. dubliniensis 18s 2 2
C. albicans 4s 32 8 C. glabrata 45 1 1
C. albicans 52 2 0,5 C. glabrata 43 1 8
C. albicans 1s 1 4 C. glabrata 12s 1 2
C. albicans 10s 4 0,5 C. glabrata 46 1 4
C. albicans 24s 2 2 C. glabrata 51 1 2
C. albicans 31s 0,25 2 C. glabrata 67 1 0,5
C. albicans 39s 0,25 2 C. krusei 62 1 4
C. albicans 9 4 2 C. novergensis 51s 0,5 2
C. albicans 14 2 2 C. novergensis 52s 0,5 2
C. tropicalis 11 2 4
C. tropicalis 12 32 4

Fluco* Fluconazol, Anfot* Anfotericina B

6 DISCUSSAO



As leveduras do género Candida séo fungos oportunistas
responsaveis por infeccbes em diversos sitios do organismo, sendo a
cavidade bucal o local preferencial no desenvolvimento destas doencas.
Embora sejam comensais, essas leveduras podem causar doenc¢a quando
na presenca de um ou mais fatores predisponentes, sendo a
imunossupresséao fator determinante no processo de infeccao (Appleton,
2000).

A candidose bucal é uma infeccdo localizada e em
pacientes imunodeprimidos como em portadores do virus HIV, que
estejam com a doenca estabelecida e que apresentem uma resposta
imune deficiente, pode tornar-se sistémica, podendo comprometer a vida
do individuo (Hospental et al., 2006; Matsuki et al., 2006)..

Diversos estudos demonstraram que o0 patdgeno mais
frequentemente isolado de lesdes bucais € C. albicans e corresponde a
45% dos achados em pacientes nosocomiais, pacientes em tratamento
quimioterapico, individuos imunodeprimidos ou que fazem uso de
corticoides (Aquino et al., 2005).

A proporcdo de candidemias por espécies ndo albicans a
partir da década de 80 aumentou de 10 a 40%, em contraste nos anos de
1991 a 1998, houve aumento significante de 20 a 40% de todas as
candidemias sendo C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C.tropicalis as
espécies mais isoladas e foram consideradas emergentes nesta década
(Kcrmery, Barnes, 2002).

De todas as espécies analisadas neste trabalho C.
glabrata foi a mais prevalente de todas as nao albicans, totalizando 80%
dos isolados estudados. As infeccdes por C. glabrata sdo associadas com
frequéncia em pacientes HIV-positivos e ndo leucémicos e as infecgbes
causadas por C. albicans afetam mais individuos leucémicos ou com
tumores sélidos e outras malignidades hematoldgicas (Samaranayake et
al., 2001; Kcromery, Barnes, 2002).

No presente estudo foram analisadas 22 cepas isoladas
da cavidade bucal de pacientes HIV-positivos obtidas de estudo prévio.

Essas cepas foram inicialmente identificadas morfologicamente em meio



cromogénico CHROM-4gar Candida que identifica presuntivamente as
espécies pela coloracdo das colbnias. Foram encontradas colbnias
verdes, sugestivas de C. albicans, rosa C. krusei, azul acinzentado C.
tropicalis e coldnias brancas. Foram identificadas 10 espécies de C.
albicans e 12 espécies nao albicans, dentre estas C. glabrata, C. krusei,
C. tropicalis e C. novergensis. A confirmagédo das espécies foi realizada
por meio do sistema bioquimico de identificacdo APl 20AUX, confirmando
os dados obtidos com 0 meio cromogénico._Foi encontrado neste estudo,
portanto, um numero proporcional entre as especies, incluindo C.
dubliniensis, patdogeno fenotipicamente similar a C. albicans e C.
novergensis, leveduras consideradas emergentes em pacientes HIV-
positivos. Esses dados estdo de acordo com diversos estudos
encontrados na literatura, que consideram outras espécies do género
Candida como integrantes no processo de infec¢cdo da cavidade bucal
sendo os isolados ndo albicans equiparado em em numero a espécie
predominante (Pfaller et al., 1996; White et al., 2002; Panackal et al.,
2006; Shivaprakasha et al., 2007; Coco et al., 2008).

As afeccdes odontoldgicas podem ter diversas etiologias,
mas em sua grande maioria 0 agente causador € de origem microbiana.
Algumas patologias da cavidade bucal tém sido tratadas com fitoterapia,
empregadas como terapia coadjuvante aos tratamentos convencionais. As
plantas tém sido desde a antiguidade um recurso ao alcance do ser
humano e com base no uso e conhecimento popular, o crescimento
mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos e curativos
estimularam a avaliacao de diferentes extratos de plantas para o controle
de biofilme dentario e outras doencas da cavidade bucal, bem como as
candidoses (Oliveira et al., 2007). Algumas plantas como Malva sylvestris
(malva), Salvia officinallis (salvia) e Punica granatum (romd@) sao
empregadas para diminuir processos infecciosos e inflamatérios na
cavidade bucal como a céarie, a gengivite, abscessos e candidoses.
Resinas como o0 propolis e especiarias como 0 Syzygium aromaticum
(cravo da India) e Thymus vulgaris (tomilho) sdo também considerados
efetivos no tratamento dessas infec¢gbes (Molina et al, 2008; Navas et al,
2008).



Camellia sinensis, conhecida popularmente como chéa
verde, é uma planta de origem asiatica, atualmente também cultivada em
outros paises, inclusive no Brasil. E consumida mundialmemte por ser
uma bebida agradavel e apresentar propriedades curativas intrinsicas e
peculiares. Essa planta apresenta potencial terapéutico, por apresentar
em sua composicao quimica substancias como flavonodides e catequinas,
entre outras.

A atividade antimicrobiana do cha verde ja foi
anteriormente estudada e de acordo com esses estudos além de todos os
beneficios encontrados nessa planta o efeito microbicida também é
consideravel (Hamilton-Miller, 1995; Yam et al. 1997). Em nosso trabalho
0 objetivo foi avaliar efeito fungicida do cha verde a 20%, entretanto para
0s ensaios da concentracao inibitéria minima e concentracdo fungicida
minima, o extrato foi diluido em meio de cultura RPMI na proporcéo de
50%, atingindo uma concentracdo de 10% que foi analisada em cepas
clinicas de C. albicans e C. nao albicans na forma plancténica. Os
resultados demonstraram que todas as cepas de C. albicans foram
suscetiveis ao extrato de cha verde, embora tenham apresentado padréao
de suscetibilidade diferenciado para o CIM (1,25% a 5%) e no CFM (2,5%
a 10%). Observou-se que as cepas nao albicans foram mais resistentes
ao extrato do cha verde do que C. albicans, ocorrendo também variacao
nas concentracbes do CIM (1,25 a 10%) e CFM (2,5% a 10%), as
espécies que apresentaram maior resisténcia foram C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei.

Michelin et al. (2005) avaliaram a concentracdo inibitéria
minima de varios extratos vegetais como Artemisia absintium (losna),
Mentha pulegium (poejo), Punica granatum (romd), Xanthosoma
sagittifolium (taioba) e Syzygium cumini (jambol&do) na concentragédo de
200 mg/mL em microrganismos resistentes aos antimicrobianos como S.
aureus e C. albicans. Os autores observaram que foi encontrado efeito
inibitorio dos extratos em bactérias, entretanto as leveduras mostraram-se
resistentes.

Alves et al. (2006) estudaram a atividade antifiungica do
extrato de Pisidium guajava (goiabeira) em C. albicans, C. tropicalis, C.

stelatoidea e C. krusei isoladas da cavidade bucal. Os autores



compararam o extrato vegetal com gluconato de clorexidina a 0,12% e
observaram que todas as espécies foram sensiveis ao extrato analisado
comparando ao controle positivo.

No presente estudo foi avaliada a concentragdo inibitoria
minima (CIM) e fungicida (CFM) do &cido peracético a 1% em todas as
cepas na forma planctonica. O &cido peracético atingiu uma concentracéo
de 1% quando diluido ao meio RPMI em cada poco da placa de 96 pocos.
A concentracdo inibitéria minima de todas as cepas foi de 0,5% e a
concentragéo fungicida minima foi obtida com acido peracético a 1%. N&o
houve diferenca de suscetibilidade entre as espécies de C. albicans e ndo
albicans, sendo obtido mesmo padrdo de suscetibilidade em todas as
espécies analisadas.

Os microrganismos quando na forma planctbnica séo
menos resistentes aos processos quimicos e fisicos de desinfeccédo e
mais suscetiveis aos antimicrobianos do que na forma de biofilme. Os
biofimes sdo considerados uma forma de viruléncia e resisténcia
microbiana. Sdo formados quando uma comunidade microbiana se adere
e instala em uma superficie, passo importante no processo de infeccéo,
sdo mais resistentes aos farmacos e defesas imunoldgicas por nédo
permitirem a entrada e fluidez dos medicamentos em sua estrutura (Thien
et al, 2001; Hasan et al., 2009).

As resinas acrilicas utilizadas na confeccdo de proteses
totais, proteses removiveis e aparelhos ortodénticos sédo sitios que
favorecem a formacdo de biofilme na cavidade bucal, especialmente
pecas que passam por abrasdo mecanica e por vezes nao recebem
polimento posterior causando rugosidades que favorecem a aderéncia
microbiana e constituem fator etiolégico importante no desenvolvimento
das candidoses associadas ao uso de proteses (Paranhos et al., 2004).
No presente estudo foram utilizados corpos-de-prova de resina acrilica de
protese ocular para quantificar em UFC/ml a formacdo de biofilme. A
aderéncia de microrganismos a superficies de materiais instalados na
boca ndo estd relacionado somente as resinas acrilicas, diversos
materiais podem favorecer a formagdo de biofilme. Tsang e McMillan
(2007) avaliaram a formacdo do biofilme formado por C. albicans na

superficie de discos de titanio, material utilizado para implantes dentarios



e relataram que houve aderéncia nos espécimes analisados. Os autores
observaram que o biofilme foi mais resistente a antimicrobianos do que a
forma plancténica. Foi avaliado no presente estudo a atividade antifingica
do extrato do cha verde em biofilme aderido aos espécimes de resina
acrilica e os resultados obtidos demonstram que houve atividade
fungicida com o uso do ch& verde a 20%. A maioria das cepas de C.
albicans estudadas foram suscetiveis ao tratamento com extrato de cha
verde a 20%, exceto uma cepa de C. albicans (p=0,0754). O percentual
médio de reducéo de todas as cepas foi de 59,2%. Esses dados indicam
que C. sinensis apresentou efeito antifingico nas cepas avaliadas.

Em nossos resultados, as espécies nao albicans quando
em biofilme, mostraram-se mais resistentes ao extrato do cha verde a
20%, apresentando percentual médio de reducdo de 48,5%. C. krusei
(p=0,0820), C. dubliniensis (p=0,1859) e C. glabrata (p=0,1618) foram as
espécies menos suscetiveis quando comparados ao controle. Esses
dados estdo de acordo com o estudo de Nakata et al. (2007), que avaliou
o efeito antimicrobiano da C. sinensis em microrganismos isolados da
saliva de 40 voluntarios. O autor e seus colaboradores enfatizaram a
importancia do controle microbiano por substancias naturais como o cha
verde.

Sitheeque et al. (2009) avaliaram o efeito antimicrobiano
dos polifenois e catequinas encontradas na C. sinensis em varias
espécies do género Candida, os autores relataram que as substancias
terapéuticas encontradas nessa planta possuiam atividade antifUngica em
todas as espécies analisadas principalmente em C. albicans e relataram a
importancia de estudos mais detalhados para a aplicagéo clinica.

As praticas odontologicas envolvem riscos de
contaminagao tanto para profissionais quanto para pacientes, tornando
tanto o consultério odontolégico como o laboratério de préotese veiculos de
infeccdo cruzada devido ao contato com residuos de saliva e sangue
encontrados nos materiais para impressao, gesso e préteses (Majewski et
al., 2004). Doencgas como tuberculose, sifilis, varicela, herpes, candidoses
e AIDS, podem ser transmitidas durante procedimentos clinicos no
consultério odontoldgico.



As resinas acrilicas sdo consideradas artigos semi-
criticos, por entrarem em contato com a mucosa integra do paciente.
Esses materiais deveriam passar por processo de desinfeccdo ou
esterilizacdo, entretanto, como sdo termosensiveis, necessitam de
desinfeccdo quimica, entretanto algumas substancias séo téxicas, o que
invibializa a utilizacdo nas pecas adaptadas na cavidade bucal (Chassot
et al., 2006; Vickery et al., 2009).

O hipoclorito de sodio € um desinfetante utilizado em
varias concentracdes para desinfeccdo de artigos e superficies clinicas e
até mesmo na pratica odontolégica durante tratamento endodéntico para
irrigar canal radicular, apesar de ter varias aplicacbes e baixo custo,
oferece risco ambiental por persistir no meio ambiente por oito anos sem
se degradar. O acido peracético é uma substancia utilizada em hospitais e
em consultérios odontolégicos como agente desinfetante sendo efetivo
para fungos, virus, bactérias e esporos. Tem sido aceito em substituicao
ao glutaraldeido e ao hipoclorito de sédio, por ser menos téxico e nao
corrosivo aos materiais, além de ser degradado rapidamente sem deixar
residuo ambiental (Sagripante et al., 1996; Svidzinski et al., 2007).

Loukili et al. (2004) avaliaram a eficacia do acido
peracético em remover biofilme formado por E. coli em tubos de vidro,
comparando diversas marcas comerciais deste produto. O &cido
peracético foi muito efetivo na remocéo do biofilme formado por essa E.
coli.

Marques et al. (2007) compararam a efetividade do acido
peracético a 0,3% com outros desinfetantes como hipoclorito e
dicloroisourato de soédio, em biofilmes formados por S. aureus em
superficie de aco inoxidavel e vidro. Os resultados indicaram que o acido
peracético comparado as outras substancias foi mais eficiente em
remover biofilme formado por S. aureus em todos materiais avaliados.

No presente estudo foi avaliado a atividade antifungica do
acido peracético a 2% em biofilme formado por leveduras do género
Candida em corpos-de-prova de resina acrilica. A concentracdo do acido
peracético foi utilizada a 0,5%. Em estudo piloto foram testadas trés
concentragbes do &cido, 2%, 1% e 0,5% avaliados em biofilme. Foi

observado que n&o houve crescimento microbiano nas duas primeiras



concentragdes, optou-se pela concentracdo de 0,5% no tratamento dos
corpos-de-prova.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que o
acido peraceético a 0,5% foi efetivo na maioria das cepas analisadas.
Houve reducdo UFC/mL na maioria das cepas e a média de reducao foi
de 63,3% para todas as cepas de C. albicans estudadas. Os resultados
obtidos para as espécies nao albicans apresentaram média de reducdo
de 48,2%. C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis ndo foram suscetiveis
ao tratamento com acido peracético a 0,5%, ndo ocorrendo percentual de
reducéo de UFC/mL. Resultado semelhante foi observado por Salvia et al.
(2011) que avaliaram a atividade fungicida do acido peracético a 2% em
células plancténicas de C. albicans. Os autores relataramm que houve
reducao fungicida significativa UFC/mL em relagdo ao grupo controle.

Apesar de muitos fitoterapicos serem utilizados como
tratamento coadjuvante e alternativo nas patologias bucais, além das
propriedades terapéuticas a toxicidade dessas substancias deve ser
considerada, (Vera-Cruz et al., 2010), pois podem desencadear reacdes
adversas por seus proprios constituintes, em associacdo com outros
medicamentos, alimentos ou pela propria condicdo fisica do paciente
(Balbino, Dias, 2010). No presente estudo foi avaliado a citotoxicidade do
extrato de C. sinensis em cultura de macréfagos de camundongos. Foram
estudadas trés concentracdes do extrato, 10%, 5% e 2,5% (89,25%) e a
viabilidade celular foi de 103,91%, 92,83% e 89,25% respectivamente.
Observou-se viabilidade celular em todas as concentracdes avaliadas do
extrato, e 0 mesmo ndo apresentou, portanto, citotoxicidade para as
células estudadas.

N&o houve diferenca estatistica entre viabilidade celular
apos aplicacdo do extrato e o controle. Esses resultados sugerem que o
extrato do ché verde pode ser utilizado na cavidade bucal por apresentar
viabilidade celular, entretanto nao foi considerado neste estudo a
possibilidade do extrato de C. sinensis causar manchamento nos dentes,
propriedade comum atribuida as bebidas como cha e café.

Metodologia semelhante ao presente estudo foi utilizada
por Martins et al. (2009) que avaliaram a citotoxicidade do extrato vegetal

de duas espécies de arnica brasileira em fibroblastos da mucosa bucal



humana. Os autores utilizaram metodologia do MTT para verificar a
viabilidade celular e concluiram que o0s extratos estudados foram
biocompativeis in vitro para células da mucosa bucal humana.

Em nosso estudo foi avaliada a citotoxicidade do acido
peracético nas concentracdes de 2% e 1% em macrofagos de
camundongos. Os resultados demonstraram que n&o houve efeito
citotéxico nas diferentes concentracdes analisadas, tornando o uso do
acido peracético viavel em clinicas e hospitais, entretanto o uso de
equipamentos de protecao individual (EPI) ndo deve ser descartado no
manuseio desta substancia. A toxicidade e genotoxidade do acido
peracético € considerada na literatura acima de 3%, entretanto, em
concentracfes menores pode causar irritacdo na pele e macular a retina
(Vera-Cruz et al., 2010; Loukili et al., 2004)

Os frequentes relatos de resisténcia de C. albicans e
espécies ndo albicans tém sido relacionado a quimioprofilaxia e ao
tratamento com antifangicos, em especial o fluconazol. A eficacia desse
medicamento no tratamento da candidose orofaringea € atribuida as suas
caracteristicas como baixa toxicidade e amplo espectro de acéo, sendo o
farmaco de escolha primaria nos tratamentos. Embora sejam inimeros os
farmacos antibacterianos disponiveis no mercado os antifungicos ficam
em desvantagem quando comparados aos outros antimicrobianos, os
fungos sdo células eucaridticas e algumas espécies apresentam
suscetibilidade diferencial ou total insensibilidade, tornando dificil a
escolha de um farmaco adequado (Krcmery, Barnes, 2002; Aquino et al.,
2005; Ramage et al., 2011).

Enwuru et al. (2008) estudaram a prevaléncia de espécies
de leveduras em pacientes HIV-positivos que apresentavam candidose
orofaringea e verificaram a suscetibilidade aos antimicrobianos. A espécie
de maior prevaléncia foi C. albicans seguido de C. glabrata, C. tropicalis,
C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis. Dos 74 isolados 58 foram
sensiveis ao fluconazol (8 pg/mL) e 7 foram resistentes (64 pg/mL).
Dentre os 7 resistentes 3 foram C. albicans, 2 C. krusei, 1C. tropicalis e 1
C. dubliniensis. Os autores relataram que o fluconazol é efetivo em

algumas espécies do género Candida. Os resultados do presente estudo



indicaram que os isolados de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol
(0,5 a 32 yg/mL) em diferentes concentragdes.

Esses dados estdo de acordo com o estudo de Enwuru et
al. (2008) que observaram suscetibilidade ao fluconazol em varias
espécies do género Candida. As espécies nao albicans analisadas neste
trabalho também mostraram-se sensiveis ao fluconazol (0,25 a 32 pg/mL)
em diferentes concentracodes.

Brito et al. (2010) isolaram leveduras da cavidade bucal
de pacientes HIV-positivos e verificaram a suscetibilidade a varios
antifungicos, dentre eles ao fluconazol e anfotericina B. Os autores
relataram que houve suscetibilidade distinta entre as espécies, mas nao
houve reisténcia ao fluconazol. Dos 57 isolados 2 foram resistentes a
anfotericina B, CIM >2 ug/ml.

Em nosso estudo observamos que as espécies nao
albicans foram mais resistentes a anfotericina B do que C. albicans. C.
glabrata (4 a 8 pg/mL), C tropicalis (4 pg/mL), C. krusei (8 pug/mL) foram
mais resistentes ao antifungico avaliado, entretanto 2 cepas de C.
albicans (4 a 8 uyg/mL) mostraram-se resistentes.

Atualmente os  antimicrobianos sdo  produzidos
industrialmente em grande numero para o tratamento de infecces
causadas por fungos e bactérias. Os antifungicos fluconazol e anfotericina
B sdo os farmacos freqluentemente utilizados no controle de infeccGes
fungicas, tanto superficiais quanto sistémicas, respectivamente (Patel et
al., 2006; Panackal et al.,, 2006). Os dados observados neste estudo
estdo de acordo com a literatura, pois as leveduras estudadas foram
suscetiveis aos antifungicos analisados. Embora o uso de antimicrobianos
seja amplamente difundido, o uso de fitoterdpicos como terapia alternativa
ainda é criterioso, principalmente na odontologia que visa seguranca ao
paciente nos tratamentos aplicados na cavidade bucal. O extrato de cha
verde analisado neste estudo demonstrou atividade antimicrobiana
satisfatoria nas cepas clinicas analisadas e nao apresentou citotoxicidade
nas células de macrofagos, viabilizando seu uso como enxaguatério nas

lesdes e infeccdes localizadas da cavidade bucal.



CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo possibilitaram

obter as seguintes conclusdes:

a) o extrato de Camellia sinensis (cha verde)

avaliado apresentou atividade antifungica em células



planctonicas e em biofilme para todas as cepas de
Candida avaliadas;

b) o acido peracético apresentou efeito
antimicrobiano em células plancténicas e em biofilme

na maioria das cepas de Candida avaliadas;

C) 0 acido peracético e o extrato vegetal de Camellia
sinensis (cha verde) ndo foram citotoxicos em

células de macrofagos in vitro;

d) o fluconazol apresentou efeito fungistatico em
células planctbnicas e as cepas de Candida

avaliadas ndo apresentaram resisténcia ao mesmo;

e) a anfotericina B apresentou efeito antifUngico nas
cepas de C. albicans e ocorreu resisténcia

microbiana nas cepas nao albicans.
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