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Goldenstein HGMF. Efeito antifingico de extrato de psidium guajava sobre candida
albicans por formas vegetativas e biofilme [dissertacdo]. S&do José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A doenca periodontal € um doenga infecto-inflamatéria e envolve, além de
periodontopatbégenos, microrganismos oportunistas, dentre eles Candida albicans. O
objetivo do presente estudo “in vitro” foi determinar o potencial antifingico e
antibiofilme do extrato do fruto de P. guajava para Candida albicans. Os extratos de
P.guajava foram preparados, extraidos e diluidos. C.albicans foi preparada e
inoculada a fim de se determinar a CIM, aplicacdo do biofilme e contagem de UFC.
A analise estatistica dos dados foram feitas utilizando ANOVA. A Concentracao
Fungicida Minima (CFM) ndo conseguiu ser determinada devido a alta concentracédo
e coloracao do extrato. Com o biofilme de 24h, foi preparado para a inoculacdo com
extrato, e assim poder determinar a CIM. Apos, utilizou-se da CIM em sua
concentragéo 10 vezes maior no extrato sobre o biofilme, para posterior analise. Em
5 minutos de exposicdo do extrato frente o biofilme, obteve-se 39% de reducdo das
col6nias de C. albicans e, em 24 horas de exposicao, 23% de reducédo. Dessa forma,
pode-se perceber a reducdo de UFC na presenca do extrato em dois momentos
diferentes. Portanto, foi possivel concluir que o extrato de P.guajava possui melhor
acao antimicrobiana e antibiofilme frente a C.albicans quando exposto por 5 minutos,
sendo um potencial para futuras profilaxias orais, podendo estar em conjunto com
outros medicamentos.

Palavras-chave: Psidium guajava. Candida albicans. Doenca periodontal. Biofilme
dentario.



Goldenstein HGMF. Antifungal effect of psidium guajava extract on candida albicans
by vegetative forms and biofilm [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018

ABSTRACT

Periodontal disease is an infectious-inflammatory disease and involves, besides
periodontopathogens, opportunistic microorganisms, among them Candida albicans.
The objective of the present in vitro study was to determine the antifungal and
antibiofilm potential of P. guajava fruit extract for Candida albicans. Extracts of
P.guajava were prepared, extracted and diluted. C. albicans was prepared and
inoculated in order to determine MIC, biofilm application and CFU count. Statistical
analysis of the data was done using ANOVA. Minimal Fungicide Concentration
(CFM) could not be determined due to the high concentration and color of the extract.
With the 24 hour biofilm, it was prepared for inoculation with extract, and thus to be
able to determine MIC. Afterwards, the MIC was used in its concentration 10 times
higher in the extract on the biofilm, for later analysis. In 5 minutes of exposure of the
extract to the biofilm, a 39% reduction of the C. albicans colonies was obtained and,
in 24 hours of exposure, a reduction of 23%. In this way, we can see the reduction of
CFU in the presence of the extract in two different moments. Therefore, it was
possible to conclude that the extract of P.guajava has a better antimicrobial action
and antibiofilm compared to C. albicans when exposed for 5 minutes, being a
potential for future oral prophylaxis and may be in conjunction with other medicinal
products.

Keywords: Psidium guajava. Candida albicans. Periodontal disease. Dental biofilm.
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1 INTRODUCAO

As periodontites sdo doencas infecto-inflamatorias de progresséao lenta. A
doenca periodontal desencadeia altera¢des nos tecidos do periodonto, resultando na
formacdo de bolsas periodontais, e a sua progressdo pode causar a perda do
elemento dentario (Lindhe et al., 2009; Socransky et al., 1984). As doencas
periodontais sdo caracterizadas pela perda da insercdo gengival, aparecimento de
bolsas periodontais, inflamacdo gengival, hiperplasia ou recessdo gengival,
exposicao da furca e a esfoliagao dental. (Lindhe et al., 2013).

Habitam no biofilme subgengival uma grande diversidade de microrganismos
0S quais, em sua maioria, S80 compostos por espécies de microrganismos
anaerobios, como por exemplo: Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Tannerella forsythia (Lindhe et al., 2013; Paster et al., 2001).
Socransky et al. 1984, descreveram que a grande variagdo microbioldgica presente
no biofilme subgengival € decorrente da resposta do hospedeiro em relacdo ao
supercrescimento de espécies oportunistas frente aos reais patégenos (Socransky et
al., 1984). Essas espécies oportunistas que ndo sao comumente encontradas em
bolsas periodontais podem ser possiveis contribuintes da progressdo da doenca
periodontal (Santos et al. 2002; Socransky, Haffajee 1992). Dentre estes
microrganismos oportunistas que habitam os sitios afetados pela doenca
periodontal, destacam-se as espécies fungicas, como por exemplo C. tropicalis,
C.glabrata, C. krusei e Candida albicans (Canabarro et al., 2009; Santos et al., 2002;
Zomorodian et al., 2011).

Candida albicans é um fungo dipléide, oportunista que causa principalmente
infeccbes vaginais e orais (Haynes, 2001; Munusamy et al., 2018). Esse fungo
desenvolve um papel importante no desencadeamento de infec¢des bucais, tais
como a candidose bucal, a gengivite e a periodontite; é frequentemente encontrada
em idosos (principalmente os portadores de proteses), diabéticos, e
imunossuprimidos (Jarvensivu et al., 2004). O uso de antifungicos sintéticos
apresenta efeitos adversos nos pacientes acometidos por candidose, como o

aumento da resisténcia de C.albicans, e o aparecimento de outros microrganismos
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oportunistas ndo orais, como por exemplo Pseudomonas aeruginosa (Abilio et al.,
2014; Matrini et al., 2012; Silva, Lima, 2017).

Estudos demonstram que aproximadamente 17% dos pacientes com
periodontite possuem colonizacao por Candida albicans em suas bolsas periodontais
(Dahlén, Wikstrom, 1995; Kamma et al., 2004; Papapanou, 2002).

A espécie Candida albicans possui capacidade de formacdo de biofilme, o
gue confere protecdo contra 0 meio externo e aumenta sua resisténcia, como no
caso das bolsas periodontais (Gabriel, Rychtowski, 2017).

O biofilme dental é definido como um aglomerado de microrganismos, em
uma matriz organica, onde sua formacéo se da por substancias salivares, polimeros
bacterianos e também pela dieta do hospedeiro (Pereira et al., 2005). E
caracterizada pela adesédo de microrganismos a suportes soélidos, com consequente
producéo de substancias poliméricas extracelulares, as quais imobilizam e protegem
as ceélulas. O desenvolvimento do biofilme pode propiciar a sobrevivéncia de
microrganismos em ambientes desfavoraveis (Costerton et al., 1999; Vieira et al.,
2015).

O biofilme dental € um dos principais fatores etiologicos para inicio e
progressdo da doenca periodontal, € removido através de meétodos mecanicos e
guimicos. Apesar de o debridamento mecéanico realizado através de raspagem e
alisamento radicular (RAR) ser considerado o padrdo-ouro para o tratamento e
controle da doenca periodontal, esta técnica nao é eficiente para modificar o perfil
microbiano patogénico presente nas bolsas periodontais (Darby, 2009). Sendo
assim, ha tratamentos que incluem uso de substancias quimicas coadjuvantes para
controlar o crescimento microbiano, sendo os antibiéticos, o principal deles. Dentre
0s antibiéticos empregados no tratamento das doencas periodontais destacam-se o
metronidazol e a tetraciclina (Brigantini et al., 2018; Yagiela, 1999).

O uso indiscriminado de antibioticos, no entanto, tende a aumentar a
resisténcia de espécies bacterianas (Fio et al., 2000). De acordo com Ngowke em
2011, a resisténcia bacteriana varia de acordo com a regido, o clima, e a condicéo
fisica dos pacientes acometidos por microrganismos multirresistentes (Ngwoke et al.,
2011). Como alternativa aos antibiéticos, ha terapias que incluem o uso de
substancias fitoterapicas(Yunes et al.,, 2001). Os fitoterapicos sdo medicamentos

obtidos total ou parcialmente de matéria prima vegetal (Ferreira, Pinto, 2010).
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Dentre os fitoterapicos mais estudados, encontra-se a P. guajava. A arvore de
P.guajava € encontrada em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo,
tendo como fruto a goiaba. Na composicao da fruta, é possivel descrever a presenca
de ferro, calcio, acucares, vitaminas e fésforo; todos com concentracbes superiores
a maioria das frutas(Gutiérrez et al., 2008). Por ser muito rico em fibras e
carotenoides, possui papel importante na prevencao de alguns tipos de canceres
(como o de pele e o bucal), além de ter outras atividades farmacoldgicas, tais como:
antioxidante, antialérgica, antimicrobiana, citotoxica, antiespasmodica e
antinflamatoria.(Lemes, 2015; Padula, Rodriguez-Amaya, 1986; Pereira et al., 2009).

A atividade antioxidante presente no extrato do fruto de P.guajava foi
estudada e comprovada. O seu uso permite a prevencdo de diversas patologias
relacionadas a pele e também permite varios usos potenciais no combate a doencas
cronicas bucais(Chiari et al., 2012; Liu, Adom, 2007).

Estudos demonstram que o0 extrato de P.guajava possui atividade
antimicrobiana, principalmente na versao aquosa do extrato frente a Escherichia coli,
Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa (Abdelrahim et al., 2002; Bona et
al., 2014; Santos et al., 2002). Ha também relatos a respeito da atividade antifungica
do mesmo, através do macerado hidroalcodlico das folhas de P. guajava, contra
C.albicans(Alves et al., 2006; Fonseca, Botelho, 2010).

A literatura ainda ndo demonstrou estudos utilizando o fitoterapico P. guavaja
contra C. albicans envolvida na doenca periodontal, e sua correlacdo também com o
biofiime. Sendo assim, o obetivo do presente estudo foi determinar o efeito

antifungicida e antibiofilme do extrato de P.guajava frente a C.albicans.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi determinar o potencial antifungico e
antibiofilme do extrato de goiaba (Psidium guajava) contra Candida albicans.

2.1 Objetivos especificos

a) Determinar a CIM do extrato de Psidium guajava para Candida albicans
SC5314 (Candida Strains) por meio da técnica de subcultivo;

b) Determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do extrato de Psidium
guajava para Candida albicans SC5314 por meio da técnica de subcultivo.

c) Determinar acdo antibiofime da cepa de Candida albicans SC5314, apdés

exposicao ao extrato de P. guajava por 5 min e 24 horas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao dos extratos

As goiabas foram colocadas com hipoclorito de sodio a 0,2% por 2 horas para
desinfeccdo. Apds esse periodo, os frutos foram enxaguados com agua destilada e
secos. Apos 24 horas, os frutos foram cortados e submetidos a temperatura de
cerca de 60°C até obterem peso constante. O material seco, foi triturado em um
moinho de faca. O material foi acondicionado em embalagens de vidro, vedadas
com plastico e estocadas a -5+2°C.

A extracdo foi efetuada através do método de percolacdo (Simdes et al.,
2007).

Para a extracdo a partir de 50 gramas de fruta seca e pulverizada foram
utilizados 1500mL de etanol a 70% aquoso, em fluxo continuo sob a amostra
durante 96 horas. O procedimento foi realizado a temperatura ambiente (24+2 °C) e
ao abrigo da luz

Os extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar e estocados a
5+ 2°C.

Para a reducdo do volume, os extratos foram submetidos a evaporador
rotativo (MA-120, Marconi), a temperatura maxima de 60° C e, em seguida, foram
liofilizados (Modulyo D Freeze Dryer, Thermo Scientific).

Apos liofilizacéo, foram mantidos em frascos de vidro ambar a 5 + 2° C(Chiari
et al., 2012).

Todo esse processo pode ser melhor observado na figura 1:



Figura 1 - Fluxograma de preparacéo de P.guajava.

Desinfecgiodas goiabas
com Hipocloritode | * horas
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Metodologia de

Percolagio
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material em embalagens Moinho de faca
de vidro, vedadase
estocadas a -5:2°C,

Preparacédo de P.guajava, de acordo com a bibliografia citada.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2 Diluicdo do extrato
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Para preparar o extrato na concentracdo de 800 mg/ml para a realizacao da

CIM, pesou-se 800 mg (Figura 1A) de extrato puro em um tubo Falcon e a este foi

adicionado 1 ml de &gua ultra pura estéril, para homogeneizacdo da suspencéo,

agitou-se o tubo por 1 min em vortex.

Ap6s obtido o valor da CIM, preparou-se da mesma maneira uma nova

suspencao com 10 vezes a concentracdo obtida na CIM, resultando em uma

concentracao de 4g/mL (Figura 1B) para utilizacao no biofilme.

Figura 2 - Diluicdo do extrato de P.guajava

{ DILUICAO DO EXTRATO ]

mml de
Agua ultra
PllT;:l
estéril

8oomg

Extrato
Puro

8oomy/ml

Diluicdo de P.guajava.

Fonte: Elaborado pelo autor

Concentracio:




Figura 3 - Extratos de Psidium guajava

Feteale 7 qunvo'\

~
&l da
. \

(a) Extrato aquoso de P. guajava; (b) Tubo Flacon com extrato pesado para preparacdo de
suspensao para aplicagcdo no biofilme.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Cultivo dos microrganismos

Foi utiizada a cepa de Candida albicans SC5314. A cepa de Candida
albicans foi plaqueada em agar Saboraud, e encubada em estufa por 24 horas, a

temperatura 37°C.

Figura 4 - Inoculagéo de C.albicans

W Plaqueada
Candida albicans 5Cs53i4 J

L Agar Saboraud ]

| 24 horas

+

{ [ncubacio em estufa 37“(.']

Esquema de inoculacéo de C.albicans.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 Determinacgao da concentracéo inibitéria minima (CIM)

A determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima do extrato foi realizada
utilizando adaptacbes do método de microdiluicdo em meio liquido, segundo o
padrdo da norma M27-A2(Figueira, 2017; NCCLS, 2002) para leveduras,
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute(CLSI),

O método é adaptado pois a CLSI € uma normativa utilizada para ensaios

utilizando antifungicos convencionais.
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3.4.1 Preparacao da microdiluicdo em caldo

ApGs o cultivo de 24 horas do microrganismo, foram realizadas suspensoées
microbianas em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%), com concentra¢ées 10° UFC/mL
padronizadas em espectrofotdmetro (Micronal, SdoPaulo, Brasil), e comprimento de
onda de A= 530nm para Candida albicans.

Utilizou-se a microplaca de 96 pocos para realizacdo da microdiluicdo em
triplicata. Inicialmente, pipetou-se 100 pL de caldo RPMI em todos os 12 pogos da
microplaca. Em seguida, pipetou-se 100 pyL do extrato aquoso na concentragcédo de
800 mg/mL e o transferiu, apenas no primeiro poco, de onde foi iniciada a diluicéo
seriada (1:2). Portanto, a concentracdo inicial do primeiro poc¢o foi 400 mg/mL.
Foram obtidas dez diluicdes do extrato, com concentracdes diferentes. Acrescentou-
se 100uL do in6culo padronizado em todos os pogos. A concentracdo final do
in6culo fangico foi de 10° UFC/mL em cada pogo. Ao poco nimero 11 também foi
adicionado o indculo, e este foi o controle positivo. O poco de numero 12 foi o
controle negativo, contendo apenas o caldo RPMI. As microplacas foram incubadas

por 24horas em estufa a temperatura de 37°C.

Figura 5 - Diluicdo do extrato

[ Diluigao seriada 1:2 do Extrato ] . .
“**Concentragio Foram inoculados 10 pogos
inicial do primeiro
MMQMQP-imKl
Desprezo X Seul i0d Pogo 12z - Somente
! OI(O 1 l("m(u 0| * lr:k‘],“_" € Indculo = Controle
cultura = Controle Positivo Negativo
wopl | J J
Extrato *
Incubacao por 24 horas a
10opL RPMI + 100pL Indculo 2 Concentragao final temperatura de 37°C.
do inoculo de 103 UFC/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 - Microplaca de 96 pocos pronta para a realizacao da CIM de C.albicans.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato por ser colorido dificulta a visualizacdo do crescimento microbiano,
e portanto a determinacdo da CIM, neste casos, € realizada a técnica de subcultivo,
apos o periodo de incubacao, utiliza-se pipeta multicanal, e retira-se 3 uL de aliquota
dos pocos da microplaca, e realiza-se o plaqueamento em agar Saboraud, para
visualizar em qual concentracdo houve inibicdo do crescimento fangico (Figura 3).
Essa técnica € utilizada para determinacdo da CIM e da CFM. Esse processo foi
realizado em triplicata, e também em dias diferentes, para melhor entendimento dos

resultados.



Figura 7 - Técnica de subcultivo

[ Periodo de Incubacio ]ﬁ Retira-se 3ml. de
aliquota dos micropogos

Plaqueamento em agar

Saboraud.

24 horas

Visualiza¢io de qual concentracao houve
inibicao do crescimento fangico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 - Realizacado da técnica de subcultivo para determinacéo da CIM e CFM
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.5 Formacéao do biofilme

Para a formacéao do biofilme foi preparado um in6culo de C.albicans com uma
concentracéo final de 1x10° em caldo RPMI de (Ramage et al., 2001).

Foram adicionados 250 pL do inéculo em cada um dos 3 pocos da
microplaca, em seguida, a microplaca foi incubada no homogeneizador (C24
incubator shaker — New Brunswick Scientific) por 90 minutos (75 rpm; 37°C), para
pré-adeséo do biofilme.

Transcorrido o tempo, retirou-se com cuidado o sobrenadante, e adicionou-se
250 pL de solucéo salina, para lavagem do biofilme, com intuito de remover células
nao aderidas. Esse processo de lavagem foi repedido duas vezes.

Em sequéncia, adicionou-se 250 pL de caldo RPMI e incubou-se a microplaca
por 24 horas no homogeneizador com rotacdo e temperatura controlados (75 rpm;
37°C).



Figura 9 - Formagé&o do biofilme

Inéculo de Clafbl('ans Caldo RPMI
(Concentraciao 1x10%)

[ 250 pL do indculo em 3 ]

micropogos
Incubagio por 24 l
horas
T [ Pré-adesdo Biofilme ]

[ +250 pL de Caldo RPMI ]

Retirou
\ sobrenadante
Repetido mais
[ duas vezes
+250 pL de Salina (Lavagem) %

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.6 Aplicacéo do extrato de P. guajava no biofilme

ApOs 24 horas de crescimento do biofilme, adicionou-se ao biofilme preé-
formado 200 pL do extrato de P. guajava na concentragdo de 4g/mL por 5 minutos.
ApOs o tratamento, o sobrenadante do extrato foi removido, e o biofilme foi lavado
duas vezes com solugéo salina.

O mesmo tratamento foi realizado sobre o biofilme, no entanto com exposi¢cao
do extrato por 24 horas.

Esse procedimento foi realizado em triplicata para o grupo de tratamento em
dois tempos diferentes: 5 minutos e 24 horas.

Figura 10 - Aplicacdo do extrato sob o biofiime de 5 minutos

[ + 200 pL do extrato ] 5 minutos ( Remog¢aodo ]

(Concentragio 4g/ml) J L Sobrenadante

TRIPLICATA

+250 pL de Salina
(Lavagem)

|

] — [ +250 pL de Caldo RPMI ]

Incubacao por
24 horas

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 11 - Aplicacdo do extrato sob o biofilme de 24 horas

[ + 200 pL do extrato ] 24 horas ( Remocaodo ]

(Concentragao 4g/ml) J L Sobrenadante

TRIPLICATA

+250 pL de Salina
(Lavagem)

Repetido mais
duas vezes

[ Incubacao por

D — L de Caldo RPMI
24 horas ] +250 pL de Caldo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.7 Remocao do biofilme

Para a desprender o biofilme formado e tratado, utilizou-se uma ponteira
descartavel. Foi realizada a raspagem mecéanica do biofilme aderido ao fundo da
placa, e 250 pL de solucdo salina foi acrescentada a cada um dos pog¢os. Em
seguida, a homogeneizacao foi feita com pipeta, através de movimentos de “up and
down”, por 10 vezes.

Esse procedimento foi realizado para o grupo de tratamento, por 5 minutos e
24 horas.

Figura 12 - Remocéo do Biofilme

1 L Bt M, 5 6 7 8 9 10 1 12
AC glejelolelelele
BOOOOO( ( 5
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Mecanica | QOOOOLOOOL
(_Biofilme Aderido
\\
Ny
[ Micropipeta ] [ +250 pL de Salina J

P

&

Homogeneiza¢ao “Up |~
and Down” + 10 vezes

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.8 Contagem de unidades formadoras de coldnias

Para realizar o plagueamento e posterior contagem de coldnias, retirou-se
100 ul da suspensao pré-formada com solugéo salina e biofilme removido, os quais
foram transferidos para um tubo codnico descartavel de 2 ml contendo 900 ul de
solucéo salina. Apés, foi realizada uma diluicdo de 1:10, e este processo foi repetido
por 5 vezes.

O contetido das 4 Ultimas diluices, nas concentracdes de 103, 10® 10° e
10°® foram plaqueados em agar Saboraud utilizando a técnica da gota (Herigstad et
al., 2001) (Figura 4), que consiste em plaquear uma gota contendo 10ul do inéculo.
Apos transferéncia da gota para a placa realiza-se um movimento de girar a placa,
para que a gota se deslize pelo agar.

Para determinar o niumero de UFC, realiza-se a multiplicacdo da quantidade

plaqueada pelo fator de diluicdo em funcdo do numero de coldnias contadas.
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Figura 13 - Contagem de UFC
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 14 - Realizag&o da técnica da gota.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.9 Andlise estatistica

Para comparar os efeitos antibiofilme apos tratamento com o extrato, realizou-se as
analises estatisticas no software Origin 8.0. Performou-se o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk com nivel de significancia (p=0,05), e o teste de andlise de variancia
one way (ANOVA), com nivel de significancia (p=0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinagao da concentracdo inibitoria minima

A determinacdo da CIM foi realizada conforme o protocolo destacado no item
3.4.1 em Materiais e Métodos. Para facilitar a identificacdo da CIM, uma vez que, o
extrato era escuro e turvo, fez-se necessario utilizar a técnica de subcultivo. Dessa
forma, pode-se observar através do crescimento fungico a CIM, como mostra a seta
branca da Figura 5.

Figura 15 - Técnica de subcultivo revelando a CIM para C.albicans indicada pela
seta branca.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observou-se que primeira fileira referente aos po¢cos de numero 1 da placa
eram responsaveis pela CIM. Portanto inferiu-se a eles a CIM — Concentragao
Inibitéria Minima de 400 mg/mL do extrato de P. guajava, como pode-se observar na
Figura 5. Todos os demais pocos tiveram crescimento na placa acima de 50%.

Os valores das concentragbes em todos 0S pocos, assim como a
concentracdo responsavel pela CIM em ambos o0s microrganismos, estao

representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Representacédo da microdiluicdo em placa com os valores das diferentes
concentragdes do extrato de P. guajava em mg/mL e concentracdo da CIM
representada nas colunas em amarelo para C. albicans.

Colunas

Cepa Linhas
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

B 400 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625 0,78125 400 200
C.albicans C 400 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625 0,78125 400 200
D 400 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625 0,78125 400 200

Legenda: Os valores das diferentes concentracdes do extrato de P. guajava estédo representados em
mg/mL e a concentracdo da CIM para C.albicans esta representada nas colunas 1 e 3.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.2 Acao do extrato sob o biofilme

Os resultados mostram a atividade antibiofiime do extrato de P.guajava ap6s 5
minutos de tratamento . E possivel observar no grafico (Figura 6) que houve uma
reducdo significativa de 36% do biofilme apds a contagem de unidades formadoras
de colbnias.

Figura 16 - Grafico de crescimento de UFC/mI do biofilme 24 horas apés tratamento
com extrato por 5 minutos.

Biofilme de Candida albicans

- Controle

- Tratado 5 min

20000000

15000000

10000000

UFC/mL

5000000

Tratamento com extrato por 5 minutos

Legenda: Grafico de barras elucidando o controle (em azul) e o material tratado em 5 minutos de

exposi¢do. Pode-se observar que o material tratado, atinge quase metade do grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds analise estatistica de normalidade, observou-se que os dados dos
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biofilmes controles e dos biofiimes tratados eram normais (Tabela 2 e 3) e entdo
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA), e houve diferenca
significante estatistica entre o grupo tratado por 5 minutos e o grupo controle, o que

confirma a redugao do biofilme.

Tabela 2 - Agéo do extrato de P.guajava por 5 minutos sobre o biofilme de

C.albicans.

5 Minutos
1 dia 2 dia 3 dia
Diluicéo 10° 10° 10°
Controle 1 11 14 5
Controle 2 19 20 19
Controle 3 5 5 20
Total 11,67 13 14,67
Extrato 4 4 3 8
Extrato 5 4 10 2
Extrato 6 5 4 5
Total 4,33 5,67 5,00

Legenda: Efeito do extrato de Psidium guajava quando exposto durante 5 minutos sobre o biofilme de
C.albicans. Pode-se observar o efeito do extrato quando comparado ao grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 - Efeito do Extrato sob o biofilme apds plaqueamento da amostra, e
exposicao por 5 minutos do extrato sobre o biofilme.

Extrato 5 minutos
Experimento/ Controle Experimento/ Tratado

Amostra (UFC) Amostra (UFC)
11 11.000.000 4/1 4.000.000
1/2 19.000.000 42 4.500.000
1/3 5.000.000 4/3 5.000.000
2/1 14.000.000 5/1 3.000.000
2/2 20.000.000 5/2 10.000.000
2/3 3.000.000 5/3 4.000.000
31 5.000.000 6/1 8.000.000
3/2 19.000.000 6/2 1.700.000
3/3 20.000.000 6/3 5.000.000

Media 12.888.889 Media 5.022.222

Legenda: Contagem de colénias em UFC demonstra que em 05 minutos de exibi¢cdo o extrato reduziu
39% do biofilme.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados dos biofilmes tratados com extrato por 24 horas, mostraram um
comportamento diferente, quando comparados ao tratamento por 5 minutos. Houve
um aumento de 23% do biofilme de C. albicans apds o tratamento, como pode ser

observado na Figura 7.
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Figura 17 - Gréfico de crescimento de UFC/ml do biofilme 24 horas apds tratamento
com extrato por 24 horas.

Biofilme de Candidaa albicans

[ T T T T T T T T T
[ | Tratado de 24 horas
I Controle

9,00E+007

7,20E+007

5,40E+007

UFC/mL

3,60E+007

1,80E+007

0,00E+000 L

Tratamento com extrato por 24 horas

Legenda: Grafico de barras elucidando o controle (em azul) e o material tratado em 24 horas de
exposi¢do. Pode-se observar que o material tratado, possui resultados positivos, quando comparado
com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

ApOs analise estatistica de normalidade, observou-se que os dados dos
biofilmes controles e dos biofilmes tratados eram normais (tabelas 4 e 5) e entdo
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA), e houve diferenca
significante estatistica entre o grupo tratado por 24 minutos e o grupo controle, o que

confirma o aumento do biofilme.
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Tabela 4 - Acéo do extrato de P.guajava por 24 horas sobre o biofilme de C.albicans.

24 Horas
Eventos Indep. 1 dia 2 dia 3 dia
Diluicéo 1076 1076 10"6
Controle 1 15 6 18
Controle 2 9 15 15
Controle 3 21 26 30
Total 15,00 15,67 21,00
Extrato 4 58 70 67
Extrato 5 75 79 75
Extrato 6 95 68 96
Total 76,00 72,33 79,33

Legenda: Efeito do extrato de Psidium guajava quando exposto durante 24 horas sobre o biofilme de
C.albicans. Pode-se observar o0 efeito do extrato quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 5 - Efeito do Extrato sob o biofilme apds plagueamento da amostra, e

exposicao por 24 horas do extrato sobre o biofilme.

Extrato 24 horas

Experimento/ Controle Experimento/ Tratado
Amostra (UFC) Amostra (UFC)
1/1 15.000.000 4/1 58.000.000
1/2 9.000.000 4/2 75.000.000
1/3 21.000.000 4/3 95.000.000
2/2 6.000.000 5/1 70.000.000
2/2 15.000.000 5/2 79.000.000
2/3 26.000.000 5/3 68.000.000
311 18.000.000 6/1 67.000.000
3/2 15.000.000 6/2 75.000.000
3/3 30.000.000 6/3 96.000.000
Media 17.222.222 Media 75.888.889

39

Legenda: Contagem de coldénias em UFC demonstra que em 24 horas de exibi¢cdo o extrato reduziu

23% do biofilme.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O uso de extratos fitoterapicos com acao antimicrobiana, anestésica e anti-
inflamatoria, tém sido estudado na area odontolégica, como métodos alternativos
para tratamento e prevencdo de doencas bucais (Agra et al., 2007; Silva et al.,
2006).

A Clorexidina é um dos colutérios mais utilizados na terapia da doenca
periodontal(Cordeiro et al., 2006). No entanto, no ano de 2004, Loureiro e seus
colaboradores afirmaram que a Clorexidina, possuia um gosto amargo, que interferia
no paladar do paciente, principalmente naqueles que eram acometidos por
periodontite, o que inviabilizaria portanto, o uso da mesma no tratamento da doenga
periodontal (Loureiro et al., 2004).

P.guajava tem sido estudada na odontologia, devido aos seus efeitos
antimicrobianos positivos em periodontite (Kornman, 2008; Kumar et al., 2009; Somu
et al., 2012).

Em 2015, Braga e seus colaboradores observaram que o uso “popular’ de
P.guajava em diversas formas, como emplastros, chas e bochechos eram
cientificamente eficazes, j& que o0s seus estudos demonstraram o efeito
antimicrobiano do extrato, diminuindo uma populacdo de C. albicans (Morais-Braga
et al., 2017). Esse mesmo estudo, demonstrou que o0 contato direto da mucosa
infectada em uma infusdo de cha ou gargarejo contendo P.guajava diminuia a
concentracdo do microrganismo no paciente infectado. Ou seja, 0 uso de P.guajava
como um possivel colutério bucal ndo s6 pode reduzir a quantidade de
microrganismos viaveis na mucosa oral, mas também pode perturbar o processo de
transicdo morfolégica da levedura de C.albicans, o que consequentemente diminui o
seu fator de viruléncia.

Recentemente, um estudo feito no Paquistdo, demonstrou que o extrato de
P. guajava mantinha a melhor eficacia sobre colénias de C.albicans, demonstrando
inclusive o0 seu sucesso perante 0 uso de outro extrato, sendo a sua eficacia cerca

de 40% maior em relacdo a outros extratos (Ansari, 2018), o que corrobora a
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eficacia do tratamento no biofilme de C.albicans realizado no presente estudo.

N&o obstante, Alves e seus colaboradores relataram um estudo de 1991,
onde a goiabeira possuia atividade antifingica, observando que, o macerado
hidroalcodlico de suas folhas em C.albicans apresentou efeito positivo; o que
também é demonstrado no presente estudo; onde tem-se a atividade em 5 minutos
do uso do extrato sob o biofilme de C.albicans com melhor efeito do que com 0 uso
em 24 horas, tendo 39% de acéo sob o biofilme. O que pode ser explicado pelo
extrato ser hidroalcdlico, e possuir acgucares, que podem ser consumidos pelo
microrganismo como fonte de alimento, explicando assim, o efeito de apenas 23%
de reducao de biofilme. Sendo esses resultados extremamente importantes para o
estudo, haja vista que espécies de Candida (incluindo a espécie C.albicans), estdo
presentes em 70% dos isolamentos da regi&o oral. (Alves et al., 2006).

Em 2010 Fonseca e Botelho conseguiram observar a inibicdo do
crescimento de trés espéecies de Candida, incluindo C.albicans, onde a mesma
apresentava a maior zona de inibicdo com 14mm, frente o uso do extrato de P.
guajava (Fonseca, Botelho, 2010). Outro estudo, também demonstrava o efeito de
P.guajava em diferentes tipos de extratos (acetdnico, etandlico, aquoso), estudando
diferentes espécies do género Candida, incluindo Candida albicans, com CIM de 15
a 250 pg / mL.

Em 2009, um estudo feito por Menezes e seus colaboradores demonstrou
gue a CIM de Candida albicans para o extrato de P.guajava era mediana. De acordo
com os critérios de avaliacdo desse estudo, quando a CIM estd entre 101 e
500mg/ml, a mesma € considerada como moderada atividade antifungica. O que
pode-se observar no presente estudo, onde, obteve-se uma CIM de 400 mg/ml do
extrato frente a cepa de C.albicans.(Menezes et al., 2009).

A CIM do presente trabalho, também apresentou melhores resultados do
gue o trabalho anteriormente citado, onde a CIM era de 125mg/ml, e neste obteve-
se 400 mg/ml, demonstrando que além de eficiente, o extrato de P.guajava esta de
acordo com outras literaturas, que demonstram a eficacia do extrato frente a
C.albicans.(Alves et al., 2006; Ghosh et al., 2008)

Um estudo realizado por Piva e seus colaboradores em 2011, demonstrava
a viruléncia do biofiime de C. albicans isoladamente e também multi-espécie

conjuntamente com E.coli. Foi observado, que quando isolado, o biofilme da espécie
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fungica possui maiores fatores de viruléncia, sendo assim, o tratamento do mesmo
com extrato de P.guajava, é uma maneira eficaz de se combater o mesmo (Piva et
al., 2011).

O potencial antimicrobiano de P.guajava pode ser observado em um estudo
realizado em 2014, onde foi possivel observar o potencial antimicrobiano desse
extrato frente a bactérias como S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, obtendo-se CIM
de 100pg/ml, 250 pg/ml e 500 pg/ml. Por essa razdo, pode-se observar que o
potencial antimicrobiano do presente estudo também foi satisfatério, quando
comparado ao potencial do extrato em outros tipos de microrganismos (Fernandes et
al., 2014).

Um estudo comparativo recente, demonstrava que, P.guajava possui efeitos
antimicrobianos satisfatérios frente C.albicans do que outras, tais como
Cymbopogon Citratus (Capim limdo), ja que, nesse estudo, Cymbopogon Citratus
nao apresentou nenhum efeito frente a espécie fungica, sendo assim, possivel o uso
de P.guajava como uma boa alternativa para o tratamento antifingico (Ansari, 2018).

Em outro estudo, onde foi analisado o potencial de P. guajava em conjunto
com P. brownianum juntamente com fluconazol, pode-se observar que houve
potencializacdo do efeito do medicamento frente a C.albicans, sendo que, esses
resultados positivos podem estar associados a presenca de flavonoides e dos
compostos fendlicos dos extratos, sendo necessario analisar mais a fundo cada
extrato separadamente (Morais-Braga et al., 2016).

Andlises realizadas em 2014, demonstraram que o extrato de P.guajava
possuia capacidade de romper o biofilme bacteriano, mas esse analise ndo obteve
sucesso quando o extrato foi exposto a C. albicans (Mehta et al., 2014).

Os resultados antimicrobianos e antibiofiimes apresentados na presente
pesquisa, demonstram que, diferentemente do que citado por Martinez e seus
colaboradores em 1997, onde o extrato de P.guajava ndo possuia nenhuma
atividade frente a C.albicans, na presente, demonstrou-se que, além de uma CIM de
400mg/ml, também se obteve 39% de reducdo do biofilme, quando exposto ao
extrato por 5 minutos (Martinez et al., 1997).

Um Estudo recente, analisou a atividade antimicrobiana de C. albicans frente
a outro tipo de extrato, o de Psidium cattleianum (Aracd-Rosa). Esse estudo

7

demonstrou que, quando o extrato é exposto nas primeiras 24 horas ao
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microrganismo, esse apresenta redugcédo da sua quantidade de colbnias. Fato, que
corrobora o presente estudo, j& que com a exibicdo de 5 minutos, obteve-se 39% de
reducao do biofilme de C.albicans (Sangalli et al., 2018).

Diante da presente podemos observar que, assim como em estudos
anteriores, o extrato de P.guajava demonstra atividade antifangica perante o biofilme
de C.albicans, também no presente estudo (Alves et al., 2006; Ansari, 2018).

Ap6s andlise dos resultados observou-se que o extrato aquoso de P.
guajava teve resultados que corroboram com a literatura demonstrando uma agéao
antifingica deste extrato contra Candida albicans. Todavia no hospedeiro este fungo
comensal encontra-se colonizado na forma de biofilmes, e até o presente momento
nao havia relatos na literatura da acéo deste extrato sobre agao antibiofilme.

Apoés o tratamento com o0 extrato na concentracdo de 4g/mL observou-se
uma reducado significativa de 36% do biofilme ja formado, apdés a contagem de
unidades formadoras de colonia, 0 que mostra que 0 extrato consegue penetrar no
biofilme e inativar as células fungicas.

Um resultado diferente foi observado apos o tratamento do biofilme por 24
horas de extrato, uma vez que houve um aumento expressivo do biofilme tratado.
Todavia este resultado pode ser explicado de acordo com o carater bioquimico do
extrato. Por tratar-se de um extrato aquoso produzido a partir dos frutos da Psidium
guajava (goiaba), os mesmo contém um alto teor de polissacarideos em sua
composicao, que em uma aplicacdo de 24 horas funcionaram como substrato para o
desenvolvimento do fungo, uma vez que fungos tem um metabolismo altamente
dependente de acucares.

Todavia, vislumbrando uma aplicacdo comercial, nenhum medicamento
topico na regido oral teria uma fixacdo tdo prolongada, pensando no
desenvolvimento de uma pomada orabase, por exemplo.

Para uma formulacdo de pomada ou colutério, os 5 minutos de exposi¢ao
apresentou eficacia satisfatoria.

Todavia para complementar este trabalho, estudos futuros precisam ser
desenvolvidos, adicionando este extrato a uma formulagcdo comercial, e também
realizando ensaios de citotoxicidade para avaliar se na concentracao de 4 g/mL este

nao seria toxico para as células do hospedeiro.
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6 CONCLUSAO

Diante das limitacdes deste estudo, pode-se concluirque o extrato de P.guajava
apresenta efeito antimicrobiano e antibiofilme frente a C.albicans. No entando, mais
estudos devem ser realizados para o desenvolvimento de um colutério bucal ou
pomada orabase a base de P.guajava, o que possivelmente trard eficacia para o
tratamento de pacientes com doenca periodontal ou com candidose bucal.
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