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RESUMO: O biofilme € constituido por uma comunidade diversificada de microrganismos aderida sobre superficies
bidticas e abidticas, formado inclusive por Candida albicans. Na cavidade bucal, a presenga de biofilme constitui o
primeiro passo para o desenvolvimento de cérie dentdria e doenca periodontal, o que torna necessdrio a avaliagdo da
eficicia de novas alternativas, como o uso de extratos vegetais, para promover a prevencdo. Foram avaliadas as
atividades inibitérias de extrato de folha de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e extrato de folha de goiabeira (Psidium
guajava L) na formacdo de biofilme por Candida albicans, pois esta levedura é largamente encontrada associada as
doencas da boca. Foram utilizadas microplacas para cultivo da levedura e para avaliar o grau de inibi¢do da formag@o
do biofilme através da aderéncia verificada pela turvagdo no leitor de ELISA. Nenhum dos extratos inibiu a formagio
do biofilme nas concentragdes utilizadas.

Palavras chave: Biofilme. Inibicdo. Extrato de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora). Extrato de goiabeira (Psidium
guajava L). Candida albicans.

ABSTRACT: The biofilm consists of a diverse community of microorganisms attached on biotic and abiotic surfaces,
formed by Candida albicans. In the oral cavity, the presence of biofilm is the first step towards the development of
dental caries and periodontal disease, which makes it necessary to assess the effectiveness of new alternatives, such as
the use of plant extracts, to promote prevention. We evaluated the inhibitory activities of the extract of the jabuticabeira
leaf (Myrciaria cauliflora) and leaf extract of guava (Psidium guajava L) in biofilm formation by Candida albicans, as
this yeast is generally associated with diseases of the mouth. Microplates were used for yeast cultivation and to assess
the degree of biofilm formation inhibition through the tack checked by turbidity in the ELISA reader. None of the
extracts inhibited biofilm formation at the concentrations used.

Keywords: Biofilm. Inhibition. Extract of jabuticabeira (Myrciaria cauliflora). Extract of guava (Psidium guajava L).
Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans ¢ um microrganismo

comensal, isolado com freqiiéncia da
cavidade bucal de individuos saudaveis. As
candidose bucal,

diferentes formas de

superficial ou sistémica, sdo freqlientemente
associadas a biofilmes formados por Candida
albicans. (RAMAGE at al.,, 2005). Essas
isoladas de biofilmes

2003),

leveduras tém sido

dentarios (NIKAWA et al,
demonstrando que os mesmos podem estar
correlacionados no desenvolvimento de céries
e na patogénese de doengas periodontais.
(JARVENSIVU et al., 2004).

A candidiase ou candidose é uma
infeccdo fingica produzida pela levedura
Candida albicans a qual vive nas mucosas e
s0 causa doencas quando existem condicdes
que favorecam o seu crescimento. E a mais
comum das infec¢des flngicas que afetam a
boca; podem desenvolver-se em qualquer
superficie da mucosa e normalmente, em
pacientes infectados pelo HIV, apresentam a

lesdo no palato duro e palato mole (AIDS,

2003).

Biofilmes sao formados  por
comunidades heterogéneas de
microrganismos, que se acumulam em

superficies, organizadas tridimensionalmente,
e embebidas, em uma matriz extracelular de
polimeros (MARSH, 2004). Os biofilmes
apresentam caracteristicas de
desenvolvimento e tracos fenotipicos unicos,

quando comparados com as mesmas células
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crescidas em culturas planctdnicas, os que os

tornam mais resistentes a agentes

antimicrobianos e fatores imunes do
hospedeiro (DAVEY E O’TOOLE, 2000).

Diversos produtos de origem vegetal
mostram ser potencialmente interessantes, no
que se refere a sua atividade antimicrobiana
(YANAGIDA A, 2000). Dentre estas se
destacam a goiabeira e a jabuticabeira.

A planta Pisidium guajava L.,
conhecida popularmente como goiabeira, se
apresenta na natureza em forma de arbusto
perene da familia das Mirtdceas. E uma
arvore frutifera, origindria das Américas
Central e do Sul, cultivada em todos os paises
de clima tropical. Na medicina popular &
utilizada para célicas, colite, diarréia e dor de
barriga (VENDRUSCULO et 2005;

TORRES et 2005). folhas

al.,
al., Suas
apresentam a seguinte composicdo quimica:
taninos (9-10%), 6leo essencial (90,3%) rico
em cariofileno, nerolidiol, b-bisaboleno,
aromadendreno, p-selinemo, a-pinemo e 1,8-
cineol; triterpendides (dcido oleandlico,
ursélico, catecdlico, guaiavélico, maslinico),
b-sitosterol. O caule possui taninos numa
concentracdo de 12 a 30% (ALONSO, 1998).
SATO et al. (2000), pesquisando a atividade
antifingica de extratos

de plantas para

assepsia e  esterilizacdo,  encontraram
atividade antimicética de Psidium guajava
fumigatus MOO0S.

PESSINI et al. (2003) verificaram que a

frente a Aspergillus

espécie Psidium guajava foi uma das mais
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ativas frente as leveduras C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.

A espécie Mpyrciaria cauliflora
conhecida, popularmente, como jabuticaba
paulista, jabuticaba assi (ASCHERI et al.,
2006) ou jabuticaba ponhem (BRUNINI et
al.,, 2004), € uma planta nativa do Brasil, da
Mata Atlantica, que vegeta diversos solos,
podendo ser encontrada desde o Pard ao Rio
Grande do Sul. Os estudos fitoquimicos da
jabuticaba encontrados na literatura sdo
poucos, estando reportada a presencga de dcido
ascorbico, taninos e glicosideos cianidinicos e
peonidinicos (REYNERTSON, 2006).
MACEDO-COSTA (2008)

resultados positivos do extrato do caule de

observou

Mpyrciaria cauliflora Berg. sobre cepas de
Lactobacillus casei e Streptococcus mitis.

O estudo de compostos e extratos de
produtos naturais tem sido realizado visando a
obtencdo de agentes antimicrobianos que
possibilitem a prevengdo de doencas bucais,
especialmente as relacionadas ao biofilme
dental, com o maximo de efetividade e o
minimo de  agressdo  ao

(BOTELHO et al.,, 2007). A busca por

organismo

agentes antimicrobianos com aplicabilidade
terap€utica e economicamente vidveis torna-
se um evento importante na promocdo da

satide bucal da populagdo.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas as  atividades

inibitérias dos extratos hidroetandlicos da
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folha de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) e
de folha de goiabeira (Psidium guajava L) na
formacdo de biofilme por Candida albicans.
Foram utilizados 11 isolados de Candida
albicans oriundos de pacientes com candidose
eritematosa, do

Laboratério de Micologia do ICB da USP, em

mantidos na micoteca
Sao Paulo. As amostras foram mantidas em
Agar Sabouraud dextrose. Para a realizagdo
dos testes utilizou-se o seguinte protocolo:
para obten¢do dos extratos hidroetandlicos
foram pesados 200 g de folhas e adicionados
800 mL de etanol a 70 %. A maceragdo foi
realizada por 5 dias com uma agitag¢do didria.
Ap6s 5 dias os extratos foram filtrados,
concentrados em rotaevaporador e
liofilizados. Os extratos liofilizados das folhas
de jabuticabeira e goiabeira, foram utilizados
em concentracdes decrescentes em meio de
cultura Caldo Sabouraud Dextrose 2 vezes
concentrado em microplacas de 96 cavidades
proprias para cultivo celular e incubadas a
37°C por 96 horas juntamente com a amostra
da levedura. As dilui¢cdes de P. guajava L
foram realizadas a partir da concentragdo de
62,0 mg/mL ou seja 31,0; 16,5; 8,25; 4,12;
2,06 e 1,03 mg/mL. As diluigdes de M.
cauliflora foram realizadas a partir da
concentracdo de 42,6 mg/mL ou seja 21,3;
10,6; 5,3; 2,66; 1,33 e 0,66 mg/mL. Apds o
tempo de incubacdo da microplaca a 37°C por
96 horas em estufa sob agitagdo, o meio de
cultura foi removido e os pogos foram lavados

com &gua destilada para remocdo de células

ndo aderidas. Solugdo de cristal violeta a 0,5

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 9, n. 2, p. 337-343, ago./dez. 2011



% foi adicionada aos pogos por 20 minutos.
As placas foram lavadas com 4gua destilada e
adicionou-se 200 microlitros de dlcool a
96°GL em cada pogo. A formagdo de biofilme
foi avaliada em um leitor de ELISA e
considerada positiva quando a densidade
optica a 570 nm fosse maior ou igual a 0,2
(WAKIMOTO, 2004). Paralelamente foram
feitos os seguintes controles: esterilidade do
extrato, esterilidade do meio de cultura,

promocdo do crescimento e inibicdo pela

solucdo de clorexidina a 0,12%.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Virios agentes antimicrobianos vém
sendo estudados, com o objetivo de inibir ou
reduzir a formacdo do biofilme dental,
crescimento bacteriano, e consequentemente a
adesdo de microrganismos a
dentaria (KORNMAN, 1986; MORAN et al.,
2001; RODRIGUES JUNIOR et al., 1998).

superficie

No presente artigo, buscou-se verificar

a acdo dos extratos hidroetandlicos de
Psidium guajava L e Myrciaria cauliflora no
controle da formacdo de biofilme por
Candida albicans.

Para comprovacdo e avaliacdo do
crescimento de biofilme foram feitos testes
com 11 amostras de Candida albicans.
Verificou-se através do leitor de ELISA que
amostras  houve

de

em todas essas 11

crescimento e formacdo biofilme,
considerado positivos valores acima de 0,2 de

absorbancia. As amostras de leveduras 12 IAF
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e 16- FBC obtiveram os maiores valores de

crescimento, médias 0,962 e 2,830,
respectivamente.
Segundo WAKIMOTO, 2004, a

inibicdo do biofilme poderia ser testada
utilizando microplacas para cultivo celular
juntamente com extratos. Com esta técnica
testamos a inibi¢do da formagdo do biolfime
de Candida albicans com extratos vegetais da
folha de goiabeira (Psidium Guajava L) e da
folha de jabuticabeira (Myrciaria Cauliflora).
De acordo com as leituras comparadas com o
controle de clorexidina a 0,12% que inibiu a
formacdo de biofilme, verificou-se que esses
extratos ndo inibiram a formacgdo de biofilme
por nenhum dos isolados testados. A
clorexidina tem sido muito utilizada no
controle de formacdo do biofilme dental,
bacteriana do

alterando a composicio

biofilme supragengival produzindo uma
reducdo significante sobre o nimero de
microrganismos por periodos prolongados.
Segundo BEIGHTON; DECKER; HOMER
(1991) este fato ocorre devido a sua liberacao
cavidade bucal

lenta na (maior

substantividade ou adesividade) e
consequentemente a sua a¢do inibidora sobre
as enzimas glicosidicas e proteoliticas.

SATO et al. (2000), PESSINI et al. (2003) e
ALVES M. P. et al. (2006), pesquisaram a
atividade antifiingica de extratos de plantas
para assepsia e esterilizacdo encontrando
atividade antimicética de Psidium guajava
frente a algumas amostras e verificaram que a

espécie Psidium guajava foi uma das mais
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ativas frente as leveduras C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.
MACEDO-COSTA (2008) observou
resultados positivos do extrato do caule de
Mpyrciaria cauliflora Berg. sobre cepas de
Lactobacillus casei e Streptococcus mitis.
MACEDO-COSTA, M.R. et al. (2009)
concluiu que o extrato de Myrciaria
cauliflora produziu uma significante atividade
bacteriostdtica in vitro sobre linhagens de S.
mitis, S. mutans, S. sanguinis, S. oralis, S.
salivarius e L. casei, bactérias do biofilme
dental. Nestes trabalhos verificou-se atividade
inibitéria dos extratos Psibdium Guajava L e
Mpyrciaria Cauliflora frente a diversos
microrganismos, inclusive C. albicans, mas
no nosso trabalho ndo constatamos acdo
inibitéria no crescimento e na formacdo de
biofilmes por Candida albicans. A
justificativa, provavelmente, pode ser pelo
fato das plantas serem de outras regides, ou
utilizado  concentracdes  diferentes  dos
extratos nos testes, o que interfere nos nossos
resultados. De acordo com as leituras
comparadas com o controle de clorexidina a
0,12% no leitor de ELISA, verificou-se que os
extratos de jabuticabeira e goiabeira nao
inibiram a formacdo de biofilme por Candida

albicans. (FIGURA 01).

FIGURA 01- Avaliagdo da acfo inibitéria dos extratos
hidroetandlicos das folhas de Myrciaria cauliflora e

Psidium Guajava L. sobre o crescimento da formagdo

de biofilme por Candida albicans.

Legenda: Fileira A - Colunas 1 a 6- Controle dos
extratos nas concentragdes de dilui¢des 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32 e 1:64. Colunas 8 e 9- Controle de
esterilidade dos extratos (CEE). Colunas 11 e 12-
Controle de esterilidade do meio (CEM). Fileiras B a
G- Colunas 1 a 6- Controle de inibi¢do da formagio
do biofilme pelos extratos. Colunas 8 e 9- Controle de
crescimento das leveduras. Coluna 7 inteira- Controle
de clorexidina 0.12%.

Fonte: Noara Taline Pereira dos Reis (2011).

4 CONCLUSAO

Os extratos hidroetandlicos das folhas
de Psidium guajava L e Myrciaria cauliflora,
utilizados neste experimento, nao
apresentaram ac¢do inibitdria no crescimento e
na formagdo de biofilmes por Candida

albicans.
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