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COSTA F.S. Potencial antifungico do extrato de Terminalia catappa
Linn. sobre biofime de Candida albicans desenvolvido em resina

acrilica. Sao Luis, Universidade Ceuma, 2018.

RESUMO

Este estudo investigou se a imersdo de discos de resina acrilica para
prétese dental em extrato hidro-alcéolico de Terminalia catappa Linn.
(TCE) foi eficiente na reducdo de biofiimes de Candida albicans.
Inicialmente, foram realizados os testes de concentracdo inibitéria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) do TCE em
suspensdes planctbnicas de C. albicans. Para a analise do biofilme,
discos de resina acrilica padronizados (10 x 2 mm) foram fabricados e
tiveram sua rugosidade de superficie padronizada. Biofilmes de C.
albicans foram desenvolvidos sobre os discos durante 24 horas e, em
seguida, imersos nos seguintes tratamentos durante 8 horas: solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS, controle), TCE nas concentragdes
CIM, 5xCIM e 10xCIM. O biofilme foi investigado quanto a viabilidade
através da contagem de células (células/mL) e microscopia de
fluorescéncia. Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. A concentracao
minima de TCE necessaria para inibir o crescimento de C. albicans foi
de 6,25 mg/mL, enquanto o CFM observado foi de 12,5 mg/mL. A

imerséo do biofilme na CIM se mostrou suficiente para reduzir 80% das



células viaveis em comparacdo com o grupo controle (p < 0,001). As
imagens obtidas na microscopia confirmaram que a imersdo em 5xCIM
e 10xCIM apresentaram uma atividade tipicamente fungicida, nao
havendo diferencas significativas entre estas concentracdes em
relacdo a contagem de células viaveis (p > 0,05). Considerando as
limitacdes deste estudo, foi possivel concluir que a imersdo em TCE foi
eficiente na reducéo de biofilme de C. albicans desenvolvidos em disco

de resina acrilica para protese dental.

Palavras-chave: Terminalia catappa Linn, biofilme, Candida albicans.



COSTA FS. Antifungal potential of Terminalia catappa Linn. extract in
Candida albicans biofilms developed on acrylic surface. Sdo Luis,

Ceuma University, 2018.

ABSTRACT

This study investigates whether immersion of denture acrylic discs in
Terminalia catappa Linn. extract (TCE) has effects on Candida albicans
biofiims developed on denture acrylic surface. Minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) assays
were performed for TCE against planktonic suspensions of C. albicans.
For biofilm analysis, discs (10 x 2mm) were fabricated using a denture
acrylic resin with surface roughness standardized. C. albicans biofilms
were developed for 24 hours and, then, were immersed in the following
treatments overnight (8 hours): phosphate-buffered saline (PBS,
control), TCE at MIC, 5xMIC or 10xMIC. Biofilms were investigated for
cell counting and microscopic analysis. Data were analyzed by ANOVA
followed by Tukey test at 5% significance level. The minimal
concentration of TCE required to inhibit C. albicans growth was 6,25
mg/mL, while MFC was 12,5 mg/mL. Immersion in TCE at MIC was
sufficient to reduce 80% of biofilm viable cells compared to control
group (p < 0.001). Microscopy images confirm that immersion at 5xMIC
and 10xMIC had a fungicidal activity, with no significant differences

between these concentrations regarding viable cells counts (p > 0.05).



Within the limitations of this study, it could be concluded that immersion
in TCE was effective in reducing C. albicans biofilm developed on

denture acrylic surfaces.

Keywords: Terminalia catappa Linn. biofilm, Candida albicans.
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Resumo

Este estudo investigou se a imersdo de discos de resina acrilica para
prétese dental em extrato hidro-alcéolico de Terminalia catappa Linn.
(TCE) foi eficiente na reducdo de biofiimes de Candida albicans.
Inicialmente, foram realizados os testes de concentracdo inibitdria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) do TCE em
suspensdes plancténicas de C. albicans. Para a analise do biofilme,
discos de resina acrilica padronizados (10 x 2 mm) foram fabricados e
tiveram sua rugosidade de superficie padronizada. Biofilmes de C.
albicans foram desenvolvidos sobre os discos durante 24 horas e, em
seguida, imersos nos seguintes tratamentos durante 8 horas: solugcao
salina tamponada com fosfato (PBS, controle), TCE nas concentragbes
CIM, 5xCIM e 10xCIM. O biofilme foi investigado quanto a viabilidade
através da contagem de células (células/mL) e microscopia de
fluorescéncia. Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. A concentracao
minima de TCE necessaria para inibir o crescimento de C. albicans foi
de 6,25 mg/mL, enquanto o CFM observado foi de 12,5 mg/mL. A
imerséo do biofilme na CIM se mostrou suficiente para reduzir 80% das
células viaveis em comparacdo com o grupo controle (p < 0,001). As
imagens obtidas na microscopia confirmaram que a imersdo em 5xCIM
e 10xCIM apresentaram uma atividade tipicamente fungicida, nao
havendo diferencas significativas entre estas concentracfes em

relacdo a contagem de células viaveis (p > 0,05). Considerando as
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limitacdes deste estudo, foi possivel concluir que a imersdo em TCE foi
eficiente na reducédo de biofilmes de C. albicans desenvolvidos em
disco de resina acrilica para protese dental.

Palavras-chave: Terminalia catappa Linn, biofilme, Candida albicans

Introducéo

A Candida albicans é o principal microrganismo envolvido na
etiologia da Candidose associada ao uso de proteses (CAP). Este
fungo é naturalmente encontrado na cavidade oral, podendo formar
comunidades complexas denominadas de biofilmes, os quais podem
aderir a superficie dos dentes, mucosa circundante e superficies
acrilicas, como as préteses dentais [1,2].

A transicdo deste patdégeno de uma condicdo normal de
comensalismo para uma situacao de parasitismo pode ocorrer durante
um desequilibrio entre o hospedeiro e o fungo [3]. Este desequilibrio
torna o fungo capaz de romper as barreiras de protecdo da mucosa
oral e na maioria das vezes esta relacionado a fatores locais e/ou
sistémicos do hospedeiro. Dentre estes fatores pode-se citar o uso de
préoteses, traumatismos na mucosa, higiene bucal deficiente, dieta rica
em carboidratos, hiposalivacdo (podendo ser associada ao uso de
medicamentos), além de desordens endocrinas e imunologicas [4].
Embora esta patologia possa manifestar-se assintomatica, alguns

pacientes podem sofrer desconforto como inchaco, dor e sensacoes de
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queimacédo na boca, prejudicando a ingestao de liquidos e alimentos e,
consequentemente, a qualidade de vida destes pacientes [2-4].

Na tentativa de restabelecer a saude bucal através do controle
da formacao do biofilme, a remocdo mecéanica através da escovacao
apresenta-se como o método mais utilizado, sendo de facil acesso e
baixo custo. No entanto, a resina acrilica apresenta poros em sua
superficie e, em algumas situacdes, as cerdas da escova nao
conseguem acessar e limpar adequadamente estes poros. Somado a
isto, sabe-se que muitos usuarios de proteses sdo pacientes idosos, 0s
quais podem apresentar acuidade visual diminuida ou mesmo perda da
habilidade motora, comprometendo a escovacéo adequada [5].

O uso de solugdes quimicas para a imersado da prétese também
é recomendado como método complementar a limpeza mecénica [5]. O
hipoclorito de sodio € amplamente empregado, sendo capaz de realizar
uma limpeza eficiente, porém apresenta desvantagens tais como sabor
e odor desagradaveis, além de alteracdo da resisténcia e cor da resina
acrilica quando usada em regime prolongado [6]. Os limpadores
quimicos sao substancias disponiveis comercialmente cuja acdo de
limpeza ocorre pelo efeito exercido pela efervescéncia produzida
quando o produto é dissolvido na agua, no entanto, observa-se que
este método é falho na remocéao de biofilmes de C. albicans [5,6].

A prescri¢cao de agentes antifiungicos como fluconazol e nistatina
podem ser utilizados nos casos em que a CAP é considerada uma

infecgdo recorrente e/ou resistente. Porém, o uso indiscriminado destes
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farmacos foi um fator preponderante para a selecdo de cepas
resistentes, o que, muitas vezes, pode levar ao insucesso do
tratamento de candidiase [7]. Percebe-se que as limitacdes oferecidas
pelo controle quimico/mecéanico dos biofilmes, bem como a resisténcia
antifangica, tém implicacbes importantes no insucesso do tratamento
da CAP. Dessa forma, a busca por substancias antifungicas a partir de
fontes naturais se tornou uma tendéncia na literatura médico-
odontoldgica [7-9-11].

Entre os produtos naturais, cita-se a Terminalia catappa Linn ou
“‘amendoeira da praia”’, planta destacada por ter uma composi¢cao
quimica diversificada [12-19]. Os extratos de folhas de T. catappa L.
exibem atividades biologicas variadas como antioxidante [6,12],
antiviral [14], anti-inflamatéria [15] e antimicrobiana [16]. Estudos
sugerem sua eficacia contra bactérias [17] e fungos [18], mas pouco se
sabe sobre os efeitos de T. catappa L. em biofilmes de C. albicans [18].

Dada a escassez de informacfes a respeito da acdo de T.
catappa em cepas de C. albicans e considerando a importancia da
descoberta de novos agentes para 0 manejo de patologias biofilme-
dependentes, este estudo teve como objetivo avaliar se a imersao de
discos de resina acrilica em extrato hidro-alcoolico de Terminalia
catappa Linn. (TCE) foi eficiente na reducédo de biofilmes de C.

albicans.
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Materiais e Métodos
Delineamento experimental

O potencial antifungico do TCE em células plancténicas de C.
albicans foi verificado através dos testes de concentracdo inibitoria
minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM). Para a analise
do biofilme, discos de resina acrilica para protese dental (10 x 2 mm)
foram fabricados e tiveram sua rugosidade de superficie padronizada.
Biofilmes de C. albicans foram desenvolvidos sobre os discos durante
24 horas e, em seguida, imersos nos seguintes tratamentos durante 8
horas: solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, controle), TCE nas
concentragdes CIM, 5xCIM e 10xCIM. Os biofilmes foram investigados
quanto a viabilidade celular e microscopia de flurorescéncia. Os dados
foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de Tukey com nivel

de significancia de 5%.

Coleta, identificacdo botanica e preparacao de extrato

As folhas de T. catappa L. foram colhidas no campo
experimental da Universidade Federal do Maranhdo, S&o Luis,
Maranhdo, Brasil. A amostra foi coletada de Janeiro de 2016 a
setembro de 2016. A exsicata foi preparada e enviada ao Herbario
Atico Seabra da Universidade Federal do Maranh&o para identificacio
botanica. As folhas foram secas separadamente em uma estufa com
circulacao de ar de 37°C durante 48 horas, seguidas de trituracdo em

um moinho. O material seco e triturado (aproximadamente 200g) foi
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macerado com etanol 70% durante 24 horas, a temperatura ambiente.
Este processo foi repetido quatro vezes, e o extrato obtido foi filtrado e
depois concentrado utilizando rotaevaporador rotativo a vacuo (MA
120/TH). O residuo seco foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) até
uma concentracéo final de 100 mg/mL, filtrado em membrana de 0,22

pMg/mL e mantidos em frascos ambar esterilizados a 4°C.

Reativacao de C. albicans

C. albicans (ATCC 90028) foi cultivada aerobiamente em Agar
Sabouraud Dextrose (SDA, Difco, Detroit, MI, EUA) durante 24 horas a
37°C. Uma amostra destas células foram inoculadas em meio de
cultura Yeast Nitrogen Base (YNB; Difco, Detroit, MI, EUA),
suplementado com glicose 100 mM, e incubadas a 37°C. Durante a
fase de crescimento exponencial (isto é, apds 18-20 horas de
incubacao), as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com
solucdo tampéo fosfato-salina (PBS). O in6culo foi preparado a partir
destas células em YNB suplementado com glicose 50 mM, e
padronizado utilizando espectrofotdmetro até atingir uma quantidade

de ~ 10’ células/mL (OD = 0,25 a 520 nm).

Testes de suscetibilidade
Os testes CIM e CFM foram determinados usando os padrdes
M27-A3 [20]. Para todos os testes, o fluconazol (Sigma Aldrich Co., St.

Louis, MO, EUA) foi utilizado como controle positivo. O PBS foi
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utilizado como controle negativo e o DMSO também foi utilizado para
controle do solvente. A CIM foi definida como a menor concentracao de
TCE que foi capaz de inibir o crescimento das células visiveis a olho
nu. As concentracdes em que o crescimento néo foi visivel no teste de
CIM foram subcultivadas em placas de SDA e incubados a 37°C
durante 48 horas. CFM foi considerada a menor concentragdo de TCE

capaz de eliminar as células fungicas (= 99% de morte).

Fabricacéo de discos

Discos (10 mm de didametro e 2 mm de espessura) foram
fabricados utilizando uma resina acrilica para protese dental de
polimetilmetacrilato (PMMA) (VipiCril Plus, Vipicril, Sdo Paulo, Brasil)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Os discos foram
preparados usando uma matriz inoxidavel nas dimensfes
padronizadas. Para simular o lado interno de uma protese dental, as
superficies do disco foram acabas e polidas em politriz horizontal
(modelo APL-4, Arotec, Sdo Paulo, Brasil) usando lixas de oxido de
aluminio (320, 400 e 600). A rugosidade superficial de todos os discos
foi analisada por um rugosimetro (Mitutoyo Corp., Toquio, Japao). Para
cada superficie foram realizadas trés medidas, a média para cada
disco foi calculada e a rugosidade da superficie interna foi padronizada
a 0,31 = 0,05 um. Apos, os discos foram desinfetados com hipoclorito

de sbdio a 1,0% durante 3 minutos para remover contaminantes.
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Desenvolvimento de biofilmes

Sob condi¢bes assépticas, cada disco foi inserido em uma placa
de cultura de 24 pocos e uma aliquota de in6culo de C. albicans
previamente ajustado (~ 10’ células/mL) foi adicionada a cada poco. A
placa de cultura foi incubada aerobiamente a 37°C durante 24 horas
para desenvolvimento dos biofilmes. Os biofilmes foram lavados duas
vezes com PBS para remover células ndo aderentes e imersos 8 horas
a 37°C nos seguintes tratamentos: PBS (controle), TCE em CIM,
5XCIM ou 10xCIM. A andlise dos biofilmes foi realizada através da

contagem de células e microscopia de fluorescéncia.

Contagem de Células

Para a contagem de células, os discos foram lavados duas
vezes com PBS e sonicados (7 W, por 30s) para permitir a
desagregacao da estrutura do biofilme. As solugbes obtidas foram
submetidas a diluicdo decimal seriada e semeadas em placas de SDA.
As placas foram incubadas aerobiamente durante 24 horas a 37°C.
Apls, as células foram contadas com o suporte de um

estereomicroscopio e transformadas em ufc/mL.

Andlise microscépica
A estrutura do biofilme foi avaliada com microscopia de
fluorescéncia (Axio Imager Z2, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Os

discos foram lavados duas vezes com PBS, corados por SYTO-9 e
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iodeto de propidio com o kit de viabilidade Live/Dead BacLight
(Invitrogen-Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), com um tempo de
incubacéo de 20 minutos a 37°C e protegido da luz. Pelo menos cinco
campos oOpticos escolhidos aleatoriamente foram examinados para

cada disco usando a lente de imersao de 63,4x.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente pelo software
SAS/LAB (SAS Software, versao 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC,
EUA). Os dados de contagem de células foram analisados por ANOVA
seguido do teste HSD de Tukey, no qual o tratamento de imerséo foi
considerado o fator de estudo. O nivel de significancia foi estabelecido

em 5% para todos os testes.
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Resultados
Testes de suscetibilidade

A andlise revelou que a quantidade de TCE necesséria para
inibir o crescimento de células planctonicas de C. albicans foi de 6,25
mg/mL, enquanto que a concentracdo necesséria para efeitos fungicida
foi de 12,5 mg/mL (isto é, CIM e CFM, respectivamente) . O valor de
CIM para fluconazol utilizado como grupo controle variou de 1,0 a 0,5
Mg/mL. A relagcdo CFM:CIM demostrou que o TCE é considerado
fungicida contra C. albicans, uma vez que o0s extratos sdo fungicidas
quando a relagdo CFM:CIM é entre 1:1 a 2:1, conforme proposto

anteriormente [21,22].

Potencial antifungico em biofilmes

A Figura 1 representa a contagem de células do biofilme de C.
albicans ap6s imersdo em TCE em diferentes concentragfes. Os
resultados mostraram que a imersao por 8 horas em TCE teve um
efeito significativo na reducao de células em comparagdo com o grupo
controle (p < 0,05), independentemente da concentragcdo utilizada. A
imersédo na CIM foi suficiente para reduzir 80% das células viaveis do

biofilme quando comparado ao grupo controle em PBS (p < 0,001).
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Control (PBS) TCEatMIC TCE at 5XMIC TCE at 10XMIC

Figure 01. Contagem de células do biofime de C. albicans
desenvolvidos em discos de resina acrilica para prétese dental apés
imersdo por 8 horas em PBS, TCE em CIM, 5xCIM ou 10xCIM.
Simbolos diferentes (*,**) representam diferencas estaticamente
significativas entre os grupos (ANOVA seguido do teste de Tukey, p <

0,05).
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Andlise microscopica

A microscopia revelou que TCE nas diferentes concentracdes
alterou a viabilidade das células fungicas comparado ao grupo controle
com PBS (Figura 02). As imagens confirmam que a imersao em 5xCIM
e 10xCIM apresentaram um comportamento fungicida, como

observado na analise de contagem de células.
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Figura 02. Fotomicrografia representativas do biofilmes de C. albicans
desenvolvidos em discos de resina acrilica ap0s imersao por 8 horas
em PBS (A), TCE em CIM (B), 5xCIM (C) ou 10xCIM (D). SYTO-9 e
iodeto de propidio coraram as células vivas em verde e mortas em

amarelo/vermelho, respectivamente.
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Discusséo

T. catappa L. € uma espécie de planta que contém uma grande
variedade de componentes quimicos [12-19] e € amplamente utilizada
na medicina tradicional na india, Malasia e Indonésia. No entanto,
estudos sobre as propriedades antifungicas desta planta sdo escassos
e pouco se sabe sobre as atividades anti-Candida de extratos hidro-
alcoolicos obtidos a partir de folhas de T. catappa L. (TCE). Neste
estudo, foram apresentadas evidéncias importantes sobre o potencial
antifingico do TCE quando usado como uma solucao de imersdo para
reduzir o biofilme de C. albicans desenvolvidos em resina acrilica.

Os testes de suscetibilidade demostram que o TCE tem
comportamento fungistatico a 6,25 mg/mL em células plancténicas de
C. Albicans, e fungicida a 12,5 mg/mL. Em relacdo aos resultados de
CIM, foi proposta uma classificagédo para a atividade antimicrobiana de
produtos vegetais da seguinte maneira: inibidores fortes, CIM até 0,5
mg/mL; inibidores moderados, CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL; e inibidores
fracos, CIM acima de 1,6 mg/mL [23]. Considerando esta classificagéo,
o0 extrato de TCE foi considerado um inibidor fraco independentemente
dos bons resultados obtidos. Porém ndo podemos afirmar isso com
exatiddo, uma vez que, o outro estudo citado aborda formas
planctbnicas e bactérias que sao formas mais faceis de serem
debeladas do que o biofilme abordado em nossa pesquisa.

Os efeitos antifungicos do TCE em células planctbnicas ja foram

estabelecidos anteriormente [18], e os dados apresentados estdo de
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acordo com a literatura. No entanto, considerando que a maioria das
células de Candida na cavidade bucal estédo associadas a biofilmes e
que os biofilmes diferem substancialmente das células planctdnicas em
termos de maior resisténcia antifingica [6-8], investigar o
comportamento de células organizadas como biofiimes quando
expostas a TCE € essencial.

A imersdo do biofilme desenvolvido no disco de resina foi
realizada por 8 horas a fim de simular o periodo de imersédo da prétese
durante a noite, por aproximadamente 8 horas [9]. Nestas condic¢des,
0s resultados demonstraram que a imersdao em TCE na CIM foi
suficiente para reduzir o numero de células vidveis quando comparado
ao grupo controle.

A andlise e caracterizacdo quimica do TCE pode explicar os
resultados alcangados. Recentemente, um estudo detectou a presencga
de taninos hidrolisaveis (punicalina e punicalagina), acido galico e
fendis glicosilados (especialmente os glicosideos C-flavondides) na
analise quimica de T. catappa L. [18]. Além disso, sabe-se que taninos
hidrolizaveis sdo os principais constituintes quimicos de folhas de T.
catappa L. e que estdo associados as atividades antioxidantes
atribuidas a esta planta [16,24]. O mesmo grupo de compostos foi
associado a uma forte atividade antimicrobiana em relacédo a bactérias
e fungos [25-27].

Além disso, o acido galico e os fenois glicosilados podem

contribuir para a sua atividade antifungica [18]. Pesquisas anteriores
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mostram que o &cido gélico obtido a partir do extrato encontrado em
outras plantas tem um potencial antimicrobiano [28]. Além disso, 0s
compostos fendlicos glicosilados tém apresentado propriedades
antifingicas de interesse. Especificamente, os acidos fenolicos
demostraram atividade promissora in vitro e in vivo contra espécies de
Candida [29,30]. A grande quantidade de células mortas coradas em
amarelo/vermelho observadas nas imagens microscopicas pode
confirmar os potenciais efeitos fungicidas do TCE, provavelmente
devido aos seus compostos ativos. Investigacdes futuras devem
considerar os mecanismos moleculares exatos que explicam a morte
das células de C. albicans.

A andlise quimica da subfracdo dez do n-Butanol (SF10-FBuOH)
da TCE, detectou a presenca de taninos hidrolisaveis (punicalina e
punicaligina), acido galico e glicosideos flavonoides. Os taninos
hidrolisaveis sdo associados com forte atividade antimicrobiana contra
bactérias e leveduras [18]. Este efeito foi sugerido por envolver a
precipitacdo de proteinas ou a remocédo de metal e ions de hidrogénio
a partir de enzimas microbianas, modificando processos metabdlicos
vitais nestes microrganismos [26].

Além dos bons resultados observados de TCE quando utilizados
como uma solucdo de imersdo em biofimes de C. albicans
desenvolvidos em resina acrilica para prétese dental, é importante citar
que a investigacdo sobre a citotoxidade do TCE quando em contato

com mucosa oral e os possiveis efeitos sobre as propriedades da
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resina acrilica [9], torna-se de extrema importdncia ao considerar o

TCE como um possivel tratamento auxiliar para CAP.

Concluséo
Considerando as limitacdes deste estudo, foi possivel concluir
que a imersdo em TCE foi eficiente na reducdo de biofilmes de C.

albicans desenvolvidos em disco de resina acrilica para protese dental.
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ANEXO

METODOLOGIA DETALHADA

Preparo de extrato

As folhas de T. catappa L. foram cultivadas no campo
experimental da Universidade Federal do Maranhdo, S&o Luis,
Maranhdo, Brasil. A amostra foi coletada de Janeiro de 2016 a
setembro de 2016. A exsicata foi preparada e enviada ao Herbario
Atico Seabra da Universidade Federal do Maranh&o para identificacio
botanica. As folhas foram secas separadamente em uma estufa com
circulacdo de ar de 37°C durante 48 horas, seguidas de trituracdo em
um moinho (Figura 1). O material seco e triturado (aproximadamente
200g) foi macerado com etanol 70% durante 24 horas, a temperatura
ambiente (Figura 2A). Este processo foi repetido quatro vezes, e o
extrato obtido foi filtrado (Figura 2B e 2C) e depois concentrado
utilizando rotaevaporador (Figura 3A). O residuo seco (Figura 3B) foi
diluido em dimetilsulféxido (DMSO) (Figura 4”) até uma concentracdo
final de 100 mg/mL, filtrado em membrana de 0,22 pg/mL (Figura 4B) e

mantidos em frascos ambar esterilizados a 4°C.
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Figura 3. (A) Concentracdo em rotaevaporador e obtencéo do (B)

residuo seco.

37



Figura 4. (A) Diluicio em DMSO e (B) obtencéo do extrato apos

fitragem em membrana.
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Testes de susceptibilidade

Os testes CIM e CFM foram determinados usando os padrdes
M27-A3. Para todos os testes, o fluconazol (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA) foi utilizado como controle positivo. O PBS foi
utilizado como controle negativo e o DMSO também foi utilizado para
controle do solvente. A CIM foi definida como a menor concentracao de
TCE que foi capaz de inibir o crescimento das células visiveis a olho nu
(Figura 5A). As concentragfes em que o crescimento néo foi visivel no
teste de CIM foram subcultivadas em placas de SDA e incubados a
37°C durante 48 horas (Figura 5B). CFM foi considerada a menor
concentracdo de TCE capaz de eliminar as células fangicas (= 99% de

morte).

Figura 5. (A) Aspecto da placa de 96 poc¢os apos o teste de CIM e (B)

aspecto da placa de cultura apés subcultivo.
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Preparo dos discos de resina acrilica

Discos (10 mm de didametro e 2 mm de espessura) foram
fabricados utilizando uma resina acrilica para protese dental de
polimetilmetacrilato (PMMA) (VipiCril Plus, Vipicril, Sdo Paulo, Brasil)
de acordo com as instrugcdes do fabricante (Figura 6A). Os discos
foram preparados usando uma matriz inoxidavel nas dimensfes
padronizadas (Figura 6B). Para simular o lado interno de uma prétese
dental, as superficies do disco foram acabas e polidas em politriz
horizontal (modelo APL-4, Arotec, Sdo Paulo, Brasil) usando lixas de
oxido de aluminio (320, 400 e 600). A rugosidade superficial de todos
os discos foi analisada por um rugosimetro (Mitutoyo Corp., Téquio,
Japéao) (Figura 7). Para cada superficie foram realizadas trés medidas,
a média para cada disco foi calculada e a rugosidade da superficie foi
padronizada a 0,31 + 0,05 um. Apés, os discos foram desinfetados com
hipoclorito de sodio a 1,0% durante 3 minutos para remover

contaminantes.
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Figura 6. (A) Resina acrilica termo-polimerizavel utilizada e (B)
insergéo da resina manipulada na matriz de inox para confec¢ao dos

discos.

Figura 7. Mensuracao da rugosidade de superficie.
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Reativacéo de C. albicans

C. albicans (ATCC 90028) foi cultivada aerobiamente em Agar
Sabouraud Dextrose (SDA, Difco, Detroit, MI, EUA) durante 24 horas a
37°C (Figura 8A). Uma amostra destas células foram inoculadas em
meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB; Difco, Detroit, MI, EUA),
suplementado com glicose 100 mM, e incubadas a 37°C. Durante a
fase de crescimento exponencial (isto é, apds 18-20 horas de
incubacao), as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes com
solucdo tampéo fosfato-salina (PBS). O in6culo foi preparado a partir
destas células em YNB suplementado com glicose 50 mM, e
padronizado utilizando espectrofotdmetro até atingir uma quantidade

de ~ 10’ células/mL (OD = 0,25 a 520 nm) (Figura 8B).

Figura 8. (A) Reativacao das células de C. albicans a partir de uma

cultura em SDA e (B) inéculo ajustado em YNB 50 mM glicose.
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Desenvolvimento de biofilmes

Sob condi¢bes assépticas, cada disco foi inserido em uma placa
de cultura de 24 pocos e uma aliquota de in6culo de C. albicans
previamente ajustado (~ 10" células/mL) foi adicionada a cada poco. A
placa de cultura foi incubada aerobiamente a 37°C durante 24 horas
para desenvolvimento dos biofilmes (Figura 9). Os biofilmes foram
lavados duas vezes com PBS para remover células nao aderentes e
imersos 8 horas a 37°C nos seguintes tratamentos: PBS (controle),
TCE em CIM, 5xCIM ou 10xCIM. A andlise dos biofilmes foi realizada

através da contagem de células e microscopia de fluorescéncia

Figura 9. Discos de resina acrilica na placa de cultura.
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Contagem de Células
Para a contagem de células, os discos foram lavados duas
vezes com PBS e sonicados (7 W, por 30s) para permitir a
desagregacdo da estrutura do biofime (Figura 10%). As solucées
obtidas foram submetidas a diluicdo decimal seriada e semeadas em
placas de SDA. As placas foram incubadas aerobiamente durante 24
horas a 37°C. Apo0s, as células foram contadas com o suporte de um

estereomicroscopio e transformadas em células/mL (Figura 10B).

Figura 10. (A) Disco submetido a sonicacdo para desagregacao do

biofilme e (B) células para contagem celular.
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