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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antifingica e a citotoxicidade do extrato vegetal de
Camellia sinensis (cha verde), bem como avaliar o efeito antifungico da anfotericina B e do fluconazol sobre 22
cepas de Candida spp. A concentracao fungicida minima (CFM) e a concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
determinadas em células planctonicas utilizando diluigdes seriadas de extrato de ché verde e antifingicos. Apds
a determinacdo da concentragdo do extrato na CIM e CFM, foi preparado biofilme para cada cepa. A
citotoxicidade em macréfagos de camundongos (RAW 264.7) foi avaliada para avaliar a viabilidade celular
desta substancia. As unidades formadoras de colonias (UFC/mL) foram contadas, ¢ os dados foram avaliados
estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05) para biofilme, observagao visual para CIM ¢ CFM, e
ANOVA e Tukey para citotoxicidade. Os resultados demonstraram viabilidade do extrato de cha verde nas
células analisadas. Concluiu-se neste estudo que o extrato de C. sinensis (cha verde) apresentou atividade
antifingica em células planctonicas e em biofilme para todas as cepas de Candida avaliadas, sem efeitos
citotoxicos sobre a RAW 264.7. O fluconazol exibiu efeito fungicida em células planctonicas, enquanto a
anfotericina B apresentou efeito antifungico sobre cepas de C. albicans e resisténcia microbiana em cepas nao-
albicans.

Palavras-chave: Anfotericina B, Biofilmes, Camélia sinensis, Candida, Fluconazol.
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1 INTRODUCAO

As leveduras do género Candida s3o responsaveis pela maioria das infec¢des fungicas em
pacientes imunocomprometidos, como pacientes infectados pelo HIV, transplantados ou em tratamento
quimioterapico, tanto pelo uso de imunossupressores quanto por fatores individuais, como idade
avangada e doencas sistémicas, como diabetes mellitus. A cavidade oral representa um dos locais
preferidos para o desenvolvimento de [leveduras por Candida (Samaranayake et al., 2001; Serrano-
Granger et al., 2005; Coleman, 2010, Wang, 2015). A candidiase orofaringea ¢ a infec¢do fungica mais
comum entre os pacientes infectados pelo HIV, frequentemente apresentando episddios recorrentes,
principalmente quando a contagem de linfocitos CD4 ¢ baixa (Wengeter et al., 2007).

Os derivados azolicos, particularmente o fluconazol, sdo eficazes no tratamento da candidiase
em pacientes com imunodeficiéncia avancada e constituem o primeiro passo no tratamento dessas
infecgdes. Polienos como a anfotericina B sdo utilizados em casos graves de infecgdes sistémicas,
embora apresentem varias desvantagens como nefrotoxicidade (Blakenship & Michell, 2006; Nadagir
et al., 2008). (2008) estudaram a prevaléncia de espécies de leveduras em pacientes HIV-positivos com
candidiase orofaringea e avaliaram sua suscetibilidade aos antimicrobianos. A espécie mais prevalente
foi C. albicans, seguida por Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosis e Candida dubliniensis.

A suscetibilidade aos antifiingicos pode variar entre leveduras isoladas de um mesmo individuo,
revelando resisténcia a varios antifiungicos azolicos. Alguns autores, diante da crescente resisténcia aos
antifingicos convencionais, tém buscado alternativas para o tratamento das lesdes de candidiase oral,
como o uso de fitoterdpicos entre outras terapias alternativas (Vendruscolo et al., 2005; Nakata et al.,
2007; Colleman, 2010; Ramage et al., 2011; Oliveira et al., 2013).

As plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas pela humanidade desde a antiguidade.
O uso indiscriminado e prolongado de drogas quimicas sintéticas tem levado a sele¢do de
microrganismos patogénicos mutantes resistentes a esses compostos, tornando o uso de
antimicrobianos de origem natural uma alternativa eficaz (Antunes, 2014). A planta Camellia sinensis
pertence a familia Theaceae, popularmente conhecida como chd verde ou cha indiano. Contém
substancias como flavonoides e catequinas, que sdo potentes componentes terapéuticos como
antioxidantes e inibidores da peroxidacdo lipidica (Narotzki, 2012; Mollashahi, 2015). (2009)
avaliaram o efeito antimicrobiano de polifendis e catequinas encontrados em C. sinensis sobre varias
espécies de Candida, relatando que as substancias terap€uticas encontradas nesta planta apresentaram
atividade antifingica em todas as espécies analisadas, principalmente em C. albicans, e enfatizaram a
importancia de estudos mais detalhados para aplicacdo clinica.

Embora seja frequentemente utilizado, o estudo da citotoxicidade do cha verde € necessario

para seu uso mais seguro na pratica clinica como fitoterapico. Além dos efeitos benéficos, os efeitos
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citotoxicos também devem ser considerados para todas as plantas quando utilizadas para fins
terapéuticos (Casaroto e Lara, 2010).

As infec¢des da cavidade oral causadas por Candida spp estdo relacionadas a formacao de
biofilme por esses microrganismos (Blankenship & Mitchell, 2006; Thein, 2007; Tsang, 2007). As
células que compdem o biofilme possuem caracteristicas distintas das células planctonicas, como
maior resisténcia aos antifingicos e as defesas imunologicas do hospedeiro (Oliveira et al., 2013;
Gulati e Nobile, 2016). Os biofilmes sdo compostos por agregagdo microbiana que pode aderir as
superficies dentarias, bem como a outros materiais restauradores e protéticos (Eike et al., 2004;
Mallashahi, 2015).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre tratamentos alternativos e controle da
candidiase oral e reducdo do biofilme, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana e citotoxica do extrato de chd verde e a atividade antifiungica do fluconazol e

anfotericina B em leveduras isoladas da cavidade oral de pacientes HIV-positivos.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos/UNESP com o objetivo de quantificar e qualificar leveduras do género Candida
como resistentes ou sensiveis as substancias em estudo. A metodologia empregada foi baseada no
estudo de Oliveira e colaboradores (2013). Vinte e duas cepas clinicas coletadas em estudo anterior,
isoladas da cavidade oral de pacientes HIV positivos com virologia controlada, foram utilizadas. As
amostras foram armazenadas em agar Sabouraud inclinado e mantidas refrigeradas. As cepas foram
semeadas em placas de Petri contendo CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, Franca) e
incubadas a 37°C por 48 horas. As coldonias foram identificadas morfologicamente de acordo com sua
coloracdo, com verde sugestivo de Candida albicans, cinza-azulado de Candida tropicalis e rosa de
Candida krusei. Apds o crescimento, colonias de Candida foram semeadas em agar Sabouraud
dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubadas por 24 horas a 37°C para uso posterior. Foram realizados
os seguintes testes de identificagdo fenotipica: formagdo de tubo germinativo, microcultura e teste
bioquimico API 20 AUX (BioMerieux Clinical Diagnostics, Fran¢a). Uma amostra padrdao de C.
albicans (ATCC 18804) foi utilizada para padronizacio dos ensaios. O presente estudo foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia-UNESP, campus Sio José
dos Campos, sob o protocolo 028/2010. A partir do isolamento das espécies de Candida obtidas em
CHROMagar Candida, microcultivo e tubo germinativo, a confirmagao das espécies foi realizada pela
identificagdo bioquimica dos isolados. As colonias foram semeadas em agar Sabouraud dextrose e
incubadas por 24 horas a 37°C. O sistema de identificacio API20CAUX (BioMerieux Clinical

Diagnostics, Franga) foi utilizado para identificacao bioquimica.
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2.1 EXTRATO AQUOSO DE C. SINENSIS (CHA VERDE)

Utilizou-se um extrato aquoso de ché verde (C. sinensis) na concentragdo de 20%, adquirido
de uma farmdcia de manipulagdo (Becker - Sao José dos Campos, Brasil). O extrato foi armazenado
em frasco hermeticamente fechado, protegido da luz e a uma temperatura entre 8 ¢ 12°C até a

realizagdo dos ensaios preconizados.

2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Para a determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM) do extrato vegetal, foi realizado
o método de diluicdo em caldo. Dilui¢des seriadas do extrato foram preparadas em placas de 96 pogos
(Costar 3524), adicionando-se 125 pL de meio sintético tamponada RPMI 1640 em pH 7,0 com MOPS
(4cido morfolinopanossulfonico), 125 pL do extrato vegetal e 12,5 pL de suspensdo padronizada (10°
células viaveis/mL) de cada cepa de Candida spp. Assim, diluigdes do extrato foram obtidas nas
seguintes proporgdes: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 da concentragdo original. Apds incubacao
por 24 h a 37°C, as leituras foram realizadas por observagdo visual da turbidez média. Para o grupo
controle nas placas de 96 pocos, foram adicionados 125 pL de meio de cultura RPMI e 12,5 pL de
suspensdo padronizada (10 células vidveis/mL) de cada cepa de Candida spp. Para a determinagio
da concentra¢do fungicida minima (CFM), trés in6culos do teste anterior, que ndo apresentaram
crescimento em caldo, foram semeados em placas de agar Sabouraud Dextrose, determinando-se a
CFM como a menor concentra¢do do extrato testado capaz de inibir completamente o crescimento

microbiano semeado em meio de cultura solido.

2.3 ACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE C. SINENSIS (CHA VERDE) SOBRE O
BIOFILME

Para a formacdo do biofilme, foram utilizados espécimes de resina acrilica, tampas de iris
transparentes com pino para confeccdo de protese ocular (Classico, Sdo Paulo, Brasil), medindo 11
mm de didmetro, esterilizadas em autoclave por 15 minutos a 120°C. Em seguida, foram divididos em
grupos (n=10). Para a obtencao do biofilme, cada linhagem foi semeada em placas de cultura contendo
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubada a 37°C/24 h. Ap6s o periodo de incubagao,
uma suspensdao do microrganismo foi preparada em solugdo salina fisioldgica esterilizada (NaCl
0,85%) e padronizada em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se 10 °
células/mL. Os parametros de densidade Optica e comprimento de onda foram 0,284+0,02 ¢ 530 nm.
Ap6s a padronizagdo do microrganismo, os espécimes foram colocados em placas de cultura celular
de 24 pocos (TPP, Europa), e 2 mL de caldo de sacarose BHI a 5% e 0,1 mL da suspensdo do

microrganismo foram adicionados. A placa de 24 pocgos foi incubada em estufa bacterioldgica por 5
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dias a 37°C. Para cada experimento, 10 espécimes foram tratados com extrato vegetal na concentragao
definida na CIM. Esse procedimento foi realizado para todas as cepas de Candida, considerando um
grupo controle (n=10) para cada experimento.

Apo6s a formacdao do biofilme, os espécimes foram lavados duas vezes em solugdo salina
fisiologica (NaCl 0,85%). Em seguida, foram colocados com o auxilio de pinga estéril em extrato de
ché verde a 20%. Os 10 espécimes do grupo controle que ndo receberam tratamento foram colocados
em solugdo salina fisiologica (NaCl) a 0,85% e posteriormente sonicados. O tempo de exposi¢do ao
extrato foi de 5 min. Apos o tempo de tratamento, os espécimes foram lavados novamente e colocados
em tubos contendo solugdo salina fisiologica, onde foram agitados por 30 s em um sonicador de
poténcia de SOW (Sonoplus HD 2200-Bandelin Eletronic).

Posteriormente, diluigdes foram feitas, 10-1, 10-2, 10-3 ¢ 0,1 mL de cada diluigdo foram
semeadas em duplicata em placas de dgar Sabouraud dextrose (Difco-USA). As placas foram
incubadas por 24 h a 37°C em estufa bacterioldgica. Apds o periodo de incubacdo, foi realizada a
contagem de UFC/mL. As placas escolhidas para contagem foram aquelas que apresentaram entre 30
e 300 colonias viaveis de cada diluigdo. O mesmo procedimento foi realizado para todas as cepas e

para o grupo controle.

2.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE C. SINENSIS

Foram utilizados macréfagos de camundongo (RAW 264.7), adquiridos do Laboratoério de
Cultura de Células da FOSJC - UNESP, obtidos do banco de células da Associagao Técnico-Cientifica
Paul Ehrlich (APABCAM - RJ). As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma Chemical Company, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino e
incubadas em estufa a 37°C com umidade atmosférica contendo 5% de COz. O meio foi trocado a cada
dois dias, e 0 monitoramento didrio de cada frasco de cultura celular foi realizado com microscépio
invertido (Nikon) até que fosse observado um estado de subconfluéncia das células, caracterizado por
mais de 70% de ocupagdo do frasco. Neste caso, a monocamada celular foi subcultivada. Para o
subcultivo, o meio do frasco foi aspirado com pipeta, vertido sobre a monocamada celular e, em
seguida, descartado. Posteriormente, as células foram lavadas com meio fresco e novamente
descartadas. Em seguida, adicionou-se meio fresco e as células foram cuidadosamente removidas do
frasco com raspador celular (TPP). O meio fresco contendo a suspensao celular foi centrifugado em
um tubo de falcdo a 9.000 rpm por 5 min a 25°C. Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado,
e as células (pellet) foram ressuspensas em meio fresco e distribuidas em novos frascos de cultura
celular.

Para o experimento, o mesmo procedimento foi realizado para a subcultura da linhagem celular,

porém, apds a ressuspensao das células, foi realizada a contagem de células vidveis. Para isso, uma
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amostra de 50 pL foi colocada em um microtubo juntamente com 5 puL de corante azul de tripano a
0,5% (Sigma, EUA). Essa mistura foi pipetada e transferida para a cdmara de Neubauer, coberta com
uma laminula. A contagem de células vidveis foi realizada em microscopio Optico. Noventa e seis
pocos foram utilizados para os ensaios de citotoxicidade. Em cada pogo foram adicionados 100 pL de
DMEM (LGC Biotecnologia) contendo 10® * células. Apds esse procedimento, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 24 h para permitir a adesdo das células aos pogos.
Ap6s o periodo de incubacdo, o meio foi removido e 200 pL da concentracdo do extrato aquoso
do cha verde, obtida para todos os microrganismos testados, em meio de cultura foi adicionada para
verificar sua citotoxicidade. Os testes foram realizados em duplicata, e o periodo de incubagao com as
substancias foi de 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apds o tempo de incubagdo das placas de
96 pogos contendo o extrato vegetal, o conteudo foi descartado. Cada pogo foi lavado com 200 pL de
solugdo de PBS 3 a 5 vezes. O MTT foi preparado na propor¢do de 0,5 mg de p6/1 mL de PBS. A
solucdo foi agitada por 10 min com agitador magnético. Cem pL de MTT foram colocados em cada
poco, ¢ as placas foram envolvidas em papel aluminio para evitar exposi¢do a luz, em seguida,
incubadas por 1 h. Apoés o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi descartado e 100 uL. de DMSO
foram adicionados. As placas foram incubadas por 10 min com agitacdo por mais 10 min. As placas

foram entdo levadas a um espectrofotometro com OD (densidade optica) de 570 nm.

2.5 SENSIBILIDADE DE CANDIDA SPP A ANTIFUNGICOS

Foram utilizados antifungicos anfotericina B (Sigma Chemical Company, St Louis, EUA) e
fluconazol (Galena Quimica e Farmacéutica). As amostras de Candida spp foram testadas quanto a
suscetibilidade in vitro aos antifingicos, seguindo o método de microdilui¢ao proposto pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). Para a obtenc¢do do inoculo, amostras de Candida foram
cultivadas em dgar Sabouraud dextrose e incubadas por 24 h a 37°C. Apds esse periodo, foram obtidas
suspensdes padronizadas em solucdo salina esterilizada (NaCl a 0,85%), resultando em uma
concentracao inicial de 1,5 x 106 células/mL. Posteriormente, a suspensao foi diluida 1:2000 em meio
sintético RPMI 1640 tamponado (Sigma Chemical Company, St Louis, EUA) a pH 7,0 com &cido
morfolinpropanossulfonico (MOPS), para atingir uma concentragio final de 0,5 x 10° a 2,5 x 103
células/mL. O antifungico anfotericina B foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO), enquanto o
fluconazol foi diluido em &4gua destilada esterilizada. Os antimicrobianos foram preparados nas
seguintes concentracdes: 320 ug/mL para anfotericina B, 1250 pg/mL para fluconazol. As solucdes
antifingicas foram diluidas em meio sintético RPMI para obtencdo de concentragdes finais variando
de 64 a 0,03 pg/mL. Para a técnica de microdilui¢do, foram utilizadas placas de acrilico com 96 pocos
e tampas de fundo plano (Difco). Em cada pogo foram dispensados 100 pL da concentragdo do

antifungico e 100 pL do indculo amostra-teste. As placas foram incubadas a 37°C, e as leituras foram
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realizadas apos 24 e 48 h. Placas contendo anfotericina B foram cobertas com papel aluminio para
protecdo contra a luz.

Os resultados foram interpretados com base em uma escala visual de turbidez por meio da
turvagao de um tubo controle representado como: 0 (claro); 1 (levemente nublado); 2 (turbidez
intermediaria) correspondendo a 80% de reducdo do crescimento; 3 (turbidez proeminente) e 4
(completamente nublado). Os resultados foram expressos como intervalos entre os valores minimos e
maximos da CIM para cada amostra e também como valores de CIM50 e CIM90, representando o
crescimento de 50% e 90% dos isolados, respectivamente. A CIM para azolicos foi definida como a
concentragcdo que resultou em aproximadamente 80% de reducdo do crescimento, enquanto para a
anfotericina B correspondeu a concentracdo com auséncia completa de crescimento (100%). Os
valores de corte para classificar os antifiungicos e isolados testados como suscetiveis ou resistentes

seguiram os critérios estabelecidos por (CLSI, 2019).

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Para o biofilme, foi realizado o teste estatistico de Mann-Whitney, enquanto para a
citotoxicidade, foram realizadas andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacgdo de

médias, considerando um nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS
3.1 CIM E CFM DO EXTRATO DE C. SINENSIS (CHA VERDE)

Observou-se no presente estudo que o extrato de C. sinensis exibiu efeito fungicida contra
todas as espécies de leveduras estudadas, tanto na forma planctonica quanto no biofilme. Apesar do
extrato apresentar concentragdao de 20%, para obtencao da CIM, a concentragao inicial utilizada foi de
10%, considerando dilui¢do em caldo RPMI tamponado. Todas as cepas avaliadas foram sensiveis ao
extrato de cha verde em concentragdo menor ou igual a 10%, na forma planctonica. Os resultados
obtidos em CIM e CFM mostraram variacao na suscetibilidade das diferentes cepas de C. albicans
quanto a concentragdo das diluigdes dos extratos. Observou-se que a CIM variou de 1,25% a 5% e a
CFM de 2,5% a 10%. A partir da concentragdo inibitéria e fungicida nas células planctonicas,
determinou-se a concentragdo de 20% para avaliar os efeitos do cha verde sobre o biofilme aderido
aos corpos de prova. Cepas nao-albicans apresentaram menor suscetibilidade nas concentragdes de
extrato avaliadas. A CIM variou de 1,25% a 10% e a CFM variou de 2,5% a 10%. C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei foram as espécies menos suscetiveis ao extrato, e houve diferenca de

suscetibilidade entre as espécies de C. glabrata.
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3.2 ACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE C. SINENSIS (CHA VERDE) SOBRE O
BIOFILME DE CANDIDA SPP.

A Tabela 1 mostra que as cepas de C. albicans tratadas com extrato de cha verde apresentaram
reducgdo significativa de UFC/mL em relagdo ao grupo controle ndo tratado, no entanto, houve uma
cepa (C. albicans 24s) que nao apresentou redugdo significativa em relagdo ao grupo controle. Os
resultados de reducao de UFC/mL no biofilme apresentados na Tabela 1 demonstraram que o extrato
de cha verde a 20% apresentou efeito fungicida sobre as cepas de C. albicans quando em biofilme. A

reducdo percentual média foi de 60%.

Tabela | - Unidades formadoras de colonias (UFC/mL), p-valor e percentual de reducao, obtidas das 10 cepas de C. albicans
(n=10) tratadas com NaCl 0,85% (Controle) ou extrato de cha verde 20%.

UFC/mL
Coar Controle C. szr:}z:(sjtes) (cha p-valor Redugio (%)

C. albicans 17 22,100 3,750 0.0002 83
C. albicans 4s 54,800 19,400 0.0002 65
C. albicans 52 95,500 4,650 0.0004 51
C. albicans 1s 41,300 18,300 0.0004 56
C. albicans 10s 48,000 22,750 0.0002 53
C. albicans 24s 36,000 26,000 0.0754 28
C. albicans 31s 10,450 3,850 0.0002 63
C. albicans 39s 68,300 30,200 0.0008 56
C. albicans 9 37,300 5,400 0.0002 86
C. albicans 14 68,000 32,000 0.001 53

Fonte: Autores.

Na Tabela 2, houve diferenca estatisticamente significante na reducdo de UFC/mL nas cepas
de C. tropicalis (p=0,0002), C. novergensis (p=0,0002) e C. glabrata (p=0,0002), enquanto as demais
cepas apresentaram pouca redugdo em relagdo ao grupo controle. A cepa C. glabrata 45 ndo apresentou
reducdo em relacdo ao grupo ndo tratado, e C. krusei também ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante (p=0,0082). A redu¢do percentual média para todas as cepas foi de 48,5%, indicando que
as cepas nao-albicans foram mais resistentes no biofilme tratado com cha verde do que as cepas de C.

albicans. A diferenc¢a na reducao de UFC/mL entre C. albicans e nao-albicans foi de 10,7%.
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Tabela 2 - Unidades formadoras de colonias (UFC/mL), valores de p e redugéo percentual obtidos das 10 cepas de Candida

ndo-albicans tratada com NaCl 0,85% (Controle) ou extrato de cha verde 20%.

UFC/mL
— a ()
Coar C. sinensis (cha p-valor Reducio (%)
Controle
verde)

C. dubliniensis 12,150 7,500 0.1859 38
C. glabrata 45 32,400 18,400 0.1618 43
C. glabrata 43 60,400 28,800 0.0002 52
C. glabrata 12° 60,800 46,000 0.0139 24
C. glabrata 46 51,200 38,000 0.0017 26
C. glabrata 51 20,100 6,900 0.0257 66
C. glabrata 67 60,400 28,800 0.0002 52
C. krusei 62 53,400 48,800 0.0082 9

C. novergensis 51s 52,400 23,600 0.0002 55
C. novergensis 52s 18,550 4,300 0.0002 77
C. tropicalis 11 38,400 5,450 0.0002 86
C. tropicalis 12 12,700 5,680 0.0002 55

3.3 CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE C. SINENSIS (CHA VERDE)

As concentragdes de extrato de cha verde (10%, 5% e 2,5%) foram analisadas em RAW 264.7
(macrofagos de camundongo). Observou-se diferenga estatistica nas médias das concentracdes. De
acordo com os resultados obtidos, as c€lulas submetidas ao extrato de chd verde apresentaram
viabilidade em todas as concentragdes analisadas. A viabilidade da concentracao de 10% (104%)
apresentou diferenca estatistica em relacdo a concentragdo de 2,5% (89%). Estes dados demonstram

que o extrato de C. sinensis ndo apresentou citotoxicidade celular nas concentragdes analisadas e estao

expressos na Figura 1.

Fonte: Autores.
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Figura 1 - Valores médios de viabilidade celular da RAW 264,7 dos grupos avaliados pelo MTT, apds exposi¢do a Extrato
de C. sinensis (cha verde) nas concentragoes de 2,5%, 5% ¢ 10%.

Viabilidade Celular de RAW 264.7

120

100

80

60

40
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20

Ao controle 10% 5% 2,5%

Grupos

Fonte: Autores.

Na Figura 1, observamos que o extrato de C. sinensis ndo apresentou citotoxicidade celular

nas concentracdes analisadas, sugerindo ser seguro para uso continuo.

3.4 SENSIBILIDADES ANTIFUNGICAS

Observou-se neste estudo que todas as cepas de C. albicans avaliadas na CIM fluconazol
apresentaram suscetibilidade nas concentracdes testadas (0,25 a 32 pg/mL), ndo sendo observada
resisténcia nas cepas estudadas. Os valores das concentragdes dos antifungicos estudados variaram de
0,5 a 32 pg/mL, e observou-se que nao houve resisténcia entre as diversas cepas e espécies de Candida
analisadas. As cepas de C. albicans foram sensiveis a anfotericina B nas concentragdes de 0,5 a 2
pg/mL, porém resisténcia microbiana foi observada nas concentragdes de 4 a 8 pg/mL em duas cepas.

Os resultados da CIM da anfotericina B demonstraram que algumas espécies nao-albicans
foram resistentes aos antifiungicos analisados, sendo cinco cepas resistentes (4 a 8 ug/mL) a esse

antifingico.

4 DISCUSSAO
sdo fungos oportunistas responsaveis por infecgdes em varios locais do corpo, sendo a cavidade
oral o local preferido para o desenvolvimento dessas doengas (Jorge et al., 1997; Appleton, 2000;

Wang, 2015). A candidiase oral ¢ uma infec¢do localizada frequentemente encontrada em pacientes
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imunocomprometidos, como individuos HIV positivos, que apresentam uma resposta imune
deficiente, o que pode levar a infecgdo sistémica (Hospental et al., 2006; Matsuki et al., 2006). O
patdégeno mais comum isolado de lesdes orais em pacientes imunocomprometidos ¢ C. albicans, no
entanto, a propor¢ao de candidemias por espécies ndo-albicans tem aumentado consideravelmente,
com C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis sendo espécies emergentes (Samaranayake
et al., 2001; Kcromery, 2002; Aquino et al., 2005). De todas as espécies analisadas neste estudo, C.
glabrata foi a espécie ndo-albicans mais prevalente, totalizando 80% dos isolados estudados, sendo
as infecgoes por C. glabrata frequentemente associadas a pacientes HIV positivos.

No presente estudo, foram analisadas 22 cepas clinicas isoladas da cavidade oral de pacientes
HIV positivos, obtidas de estudo anterior. Essas cepas foram inicialmente identificadas
morfologicamente em meio CHROMagar Candida, que presumivelmente identifica espécies pela
coloragdo da colonia. Foram encontradas colonias verdes sugestivas de C. albicans, rosas para C.
krusei e cinza-azuladas para C. tropicalis. Dez espécies de C. albicans e 12 nao-albicans foram
identificadas, incluindo C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. novergensis. A confirmagao das
espécies foi realizada utilizando o sistema de identificacdo bioquimica API 20AUX, confirmando os
dados obtidos com o meio cromogénico. Assim, um niimero proporcional de espécies foi encontrado,
incluindo C. dubliniensis, um patdgeno fenotipicamente semelhante a C. albicans, e C. novergensis,
leveduras consideradas emergentes em pacientes HIV positivos. Esses dados sdo consistentes com
varios estudos na literatura, que consideram outras espécies de Candida como contribuintes para o
processo de infeccdo da cavidade oral, sendo os isolados ndo-albicans equivalentes em nimero as
espécies predominantes (Panackal et al., 2006; Shivaprakasha et al., 2007; Coco et al., 2008). As
condi¢des odontoldgicas sdo, em sua maioria, de origem microbiana e tém sido tratadas com
fitoterapia, empregada como terapia adjuvante aos tratamentos convencionais (Pereira, 2009; Oliveira
et al., 2013).

A atividade antimicrobiana do ché verde ja foi estudada e, de acordo com esses estudos, além
de todos os beneficios encontrados nessa planta, o efeito microbicida também € consideravel (Miller-
Hamilton, 1995; Nakata et al., 2007; Setheeque, 2009). Em nosso estudo, o objetivo foi avaliar o efeito
fungicida do ché verde a 20%, porém, para ensaios de concentragdo inibitéria minima e concentracao
fungicida minima, o extrato foi diluido em meio de cultura RPMI na propor¢ao de 50%, atingindo uma
concentracdo de 10% que foi analisada em cepas clinicas de C. albicans e ndo-albicans na forma
planctonica. Os resultados mostraram que todas as cepas de C. albicans foram suscetiveis ao extrato
de cha verde, embora tenham apresentado diferentes padrdes de suscetibilidade para CIM (1,25% a
5%) e CFM (2,5% a 10%). Observou-se que as cepas ndo-albicans foram mais resistentes ao extrato
do ché verde do que C. albicans, com variagdes na CIM (1,25 a 10%) e na CMF (2,5% a 10%), e as

espécies que apresentaram maior resisténcia foram C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei.
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Os biofilmes sdo considerados uma forma de viruléncia e resisténcia microbiana, formados
quando uma comunidade microbiana adere e se instala em uma superficie, etapa importante no
processo de infeccdo, apresentando maior resisténcia a farmacos e defesas imunoldgicas por ndo
permitir a entrada e o fluxo de farmacos em sua estrutura (Thien et al., 2001; Tsang e Mcmillan, 2007;
Hasan et al., 2009). As resinas acrilicas utilizadas na confec¢ao de proteses e aparelhos ortodonticos
sdo locais que favorecem a formagdo de biofilme na cavidade bucal, principalmente pegas submetidas
a abrasdo mecanica e por vezes ndo polidas, causando rugosidade que favorece a adesdo microbiana e
constitui um importante fator etioldogico no desenvolvimento da candidiase associada ao uso de
proteses (Coco, 2008). Espécimes protéticos de resina acrilica foram utilizados para quantificar a
formagao de biofilme em UFC/mL. (2009) avaliaram a formagdo de biofilme por C. albicans, C.
dubliniensis ¢ C. glabrata na superficie de discos de titanio, material utilizado para implantes
dentarios, e relataram que houve adesdo nos espécimes analisados, sendo C. albicans o microrganismo
que mais aderiu a superficie dos implantes. O presente estudo avaliou a atividade antifungica do extrato
de ché verde sobre biofilme aderido a espécimes de resina acrilica, e os resultados obtidos demonstram
atividade fungicida com o uso de 20% de cha verde. A maioria das cepas de C. albicans estudadas foi
suscetivel ao tratamento com extrato de cha verde, com excecdo de uma cepa de C. albicans
(p=0,0754). Estes dados indicam que C. sinensis exibiu efeitos antifingicos sobre as cepas avaliadas.
As espécies ndo-albicans, quando em biofilme, mostraram-se mais resistentes ao extrato do cha verde,
com reducdo percentual média de 48,5%. C. krusei (p=0,0820), C. dubliniensis (p=0,1859) e C.
glabrata (p=0,1618) foram as espécies menos suscetiveis em relacdo ao controle.

Embora muitos fitoterapicos sejam utilizados como tratamentos adjuvantes e alternativos em
patologias bucais, além de suas propriedades terapé€uticas, a toxicidade dessas substancias deve ser
considerada. No presente estudo, a citotoxicidade do extrato de C. sinensis foi avaliada em cultura de
macrofagos de camundongos. Trés concentracdes do extrato, 10%, 5% e 2,5%, foram estudadas, e a
viabilidade celular foi de 104%, 93% e 89%, respectivamente. A viabilidade celular foi observada em
todas as concentragdes de extrato avaliadas, ndo apresentando citotoxicidade para as células estudadas.
Nao houve diferenga estatistica na viabilidade celular apos a aplicacdo do extrato em relagdo ao
controle.

Os frequentes relatos de resisténcia de espécies de C. albicans e ndo-albicans tém sido
relacionados a quimioprofilaxia e ao tratamento com antiflingicos, especialmente fluconazol. A
eficacia desse medicamento no tratamento da candidiase orofaringea ¢ atribuida as suas caracteristicas
como baixa toxicidade e amplo espectro de a¢do, sendo a principal droga de escolha nos tratamentos
(Krcmery, 2002; Perea et al., 2002; Aquino et al., 2005; Ramage et al., 2011; Wang, 2015). Os
resultados do presente estudo indicaram que isolados de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol (0,5

a 32 pg/mL) em diferentes concentragdes. As espécies ndo-albicans analisadas neste estudo também
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apresentaram sensibilidade ao fluconazol (0,25 a 32 ug/mL) em diferentes concentragdes, € observou-
se 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) e C. krusei (8 pg/mL) foram mais resistentes ao antifungico
avaliado, porém 2 cepas de C. albicans (4 a 8 pg/mL) foram resistentes. Atualmente, os
antimicrobianos sdao produzidos industrialmente em grande nimero para o tratamento de infec¢des
causadas por fungos e bactérias. Os antifungicos fluconazol e anfotericina B s3o drogas
frequentemente utilizadas no controle de infec¢des fungicas, tanto superficiais quanto sistémicas. Os
dados observados neste estudo estdo de acordo com a literatura, uma vez que as leveduras estudadas
foram suscetiveis aos antifungicos analisados. Embora o uso de antimicrobianos seja amplamente
difundido, o uso de fitoterapicos como alternativa terapéutica ainda ¢ cauteloso, principalmente na

odontologia, que visa a seguranga do paciente nos tratamentos aplicados a cavidade bucal.

5 CONCLUSAO

O extrato de cha verde apresentou atividade antifungica contra as cepas de Candida spp., tanto
na forma de biofilme quanto planctonica. O fluconazol foi efetivo tanto contra Candida albicans
quanto contra nao-albicans, e o resultado da anfotericina B ndo foi satisfatorio em cepas ndo-
albicans. Nao houve citotoxicidade em células de macrofagos expostas ao extrato de C. sinensis, no
entanto, este estudo ndo considerou a possibilidade de o extrato causar coloragdo dentaria, uma
propriedade comum atribuida ao chéa verde. Concluimos que mais estudos sdo necessarios para avaliar

tais efeitos colaterais do cha de C. sinensis.
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