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RESUMO

Eugenia klotzschiana O. Berg é uma espécie endémica do Cerrado, ameacada de extingdo e cuja potencialidade terapéutica ainda ndo esta
totalmente elucidada. Os poucos estudos descrevem atividades antioxidante, antiparasitaria e antimicrobiana de dleos essenciais da planta
contra microrganismos. Neste contexto, este pioneiro estudo avaliou a atividade dos extratos hexéanico e etandlico das folhas de E.
klotzschiana contra leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal de individuos sadios. O extrato etandlico foi caracterizado
quimicamente e os principais compostos foram quantificados por analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A atividade
antifingica dos extratos foi avaliada com ensaios de microdiluicdo para a determinagdo da concentracdo minima inibitéria, da concentragédo
minima candicida e da concentracdo minima da formacdo de biofilme. Os principais compostos identificados no extrato etandlico foram a
catequina, epicatequina e rutina. As leveduras foram identificadas como Candida albicans e Candida krusei, e todas foram capazes de
formar biofilme, sendo 4 identificadas como formadoras fortes, 2 como formadoras moderadas e a C. albicans ATCC 10231 como formadora
fraca de biofilme. Os extratos apresentaram moderada atividade fungistatica e baixa atividade fungicida, dependendo da concentracdo de
cada extrato e da levedura, com inibicdo do crescimento entre 313 a 1250 ug mL'. Apesar dos extratos serem moderadamente ativos
contra a maioria das leveduras, foram capazes de inibir a formagdo de biofilme em, ao menos 70% e na concentracdo de 1250 pg mL*!
reduziram mais de 93% da formacgdo de biofilme da maior formadora, a C. krusei Ck7. Os extratos demonstraram o potencial contra a
formacao de biofilme de C. albicans e C. krusei. Desta forma, estudos com E. klotzschiana necessitam ser ampliados a fim de que se
identifique o potencial para o desenvolvimento de medicamentos.

Palavras-chave: Perinha do Cerrado; Fitoquimica; Biofilmes; Bioprodutos.
ABSTRACT

Eugenia klotzschiana O. Berg is an endemic species of the Cerrado (Brazilian savanna), threatened with extinction and whose therapeutic
potential has not yet been fully elucidated. Few studies have described the antioxidant, antiparasitic and antimicrobial activities of the
plant's essential oils against microorganisms. In this context, this pioneering study evaluated the activity of the hexanic and ethanolic
extracts of the leaves of E. klotzschiana against yeasts of the genus Candida isolated from the oral cavity of healthy individuals. The
ethanolic extract was chemically characterized, and the main compounds were quantified by high-performance liquid chromatography
(HPLC) analysis. The antifungal activity of the extracts was evaluated using microdilution assays to determine the minimum inhibitory
concentration, the minimum candicidal concentration and the minimum concentration of biofilm formation. The main compounds identified
in the ethanolic extract were catechin, epicatechin and rutin. The yeasts were identified as Candida albicans and Candida krusei, and all
were capable of forming biofilm, 4 were identified as strong formers, 2 as moderate formers and C. albicans ATCC 10231 as weak biofilm
former. The extracts showed moderate fungistatic activity and low fungicidal activity, depending on the concentration of each extract and
the yeast, with growth inhibition between 313 and 1250 pug mL . Although the extracts were moderately active against most yeasts, they
were able to inhibit biofilm formation by at least 70% and at a concentration of 1250 ug mL they reduced biofilm formation by more than
93% for the biggest biofilm-former, C. krusei Ck7. The extracts demonstrated their potential against the biofilm formation of C. albicans
and C. krusei. Thus, studies with E. klotzschiana are need to be expanded in order to identify the potential for drug development.

Keywords: Cerrado pear; Phytochemistry; Biofilms; Bioproducts.
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INTRODUCAO

O Cerrado é um importante bioma tropical sul-
americano que possui uma diversificada flora na qual
podem ser encontradas plantas com potencial terapéutico
(FERREIRA et al., 2022). Mas infelizmente, sua
biodiversidade estd ameacada sob forte pressdo antrépica
com o risco de uma parcela de plantas com atividades
medicinais serem extintas antes mesmo do seu estudo
(SOARES; SILVA, 2020).

A espécie Eugenia klotzschiana O. Berg pertence
a familia Myrtaceae, é endémica do Cerrado e possui
maior distribuicdo na regido sudeste deste bioma. As
plantas possuem porte arbustivo e habito de touceira, seu
tamanho chega a aproximadamente 2 metros de altura e
suas folhas sdo pilosas com filotaxia oposta e cruzada
(RIBEIRO; SOUZA; PEIXOTO, 2023; RIBEIRO et al.,
2023). Apesar da atividade antioxidante ser caracteristica
das espécies de Myrtaceae (CARNEIRO et al., 2019;
RIBEIRO; PAULA; PEIXOTO, 2022) e de algumas
espécies da familia das Myrtaceae serem ativas contra
Candida sp., existem poucos relatos sobre a atividade
antimicrobiana e citotoxica da E. klotzschiana
(KARPINSKI et al., 2021; CARNEIRO et al., 2017a;
CARNEIRO et al., 2017b). Especificamente, as folhas de
E. klotzschiana possuem compostos com propriedades
bioativas, tais como antraquinonas, saponinas,
heterosideos cardioativos, taninos, flavonoides (TAKAO;
IMATOMI; GUALTIERI, 2015), além do expressivo
contetdo fenodlico das folhas, seus frutos possuem &cido
ascorbico, flavonoides, compostos fendlicos e
carotenoides (CARNEIRO et al., 2019).

As infeccbes por C. albicans sdo um grande
desafio clinico quando sdo provocadas por leveduras
associadas a biofilmes, pois essas estruturas protegem as
leveduras das a¢Ges do sistema imunoldgico e de agentes
antifungicos (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018;
FANGMEI et al., 2022).

Os biofilmes sdo formados pela associacdo
comensal microbiana em superficies bioticas e abioticas.
A formacdo de biofilme microbiano é um fenémeno
natural resultante de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos. Seu desenvolvimento é um processo dindmico
gue envolve a adesdo, o crescimento, a motilidade e a
producdo de exopolissacarideos que propiciam um
eficiente sistema de comunicagdo e defesa dos
microrganismos em diversos ambientes (KASNOWSKI et
al., 2010; MENOITA et al., 2012; APARNA; YADAYV,
2008).

A investigacdo da agdo inibitdria da expresséo de
fatores de viruléncia por compostos de origem natural
constitui  uma importante  ferramenta terapéutica
complementar ao arsenal disponivel de drogas
convencionais (CEGELSKI et al., 2008).

A emergéncia de candidiase € um problema
médico significativo principalmente devido a sua
caracteristica multifatorial e a formagdo de biofilme
(KAUR; NOBILE, 2023). Além disso, a resisténcia aos
antimicrobianos € outro fator agravante que reforcam a
necessidade  de investigacio  de  compostos
antimicrobianos inovadores, notadamente os que atuam na
inibicdo da formacdo de biofilme ou que atuem contra
biofilmes pré-formados (FERNANDES et al., 2015;
DOMINGUES, 2018).

O uso de plantas como um método alternativo e de
baixo custo na clinica odontol6gica, pode ser corroborado
por estudos que demonstram a acdo microbiana no
controle de microrganismos associados a biofilmes
(ALVES etal., 2009; MELANDA, 2019). Nesse contexto,
0 presente estudo avalia a atividade antimicrobiana e
antibiofilme dos extratos hexanico e etandlico das folhas
de Eugenia klotzschiana contra leveduras do género
Candida isoladas da cavidade oral.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e Preparacéo do Extrato

As folhas de E. klotzschiana foram coletadas na
zona rural do municipio de Silvania - GO, Brasil, nas
coordenadas geograficas: -16.697976S, -48.63388W; -
16.698048S, -48.633466W; -16.698009S, -48.633386W e
altitude de 1020 m. A identificacdo boténica foi realizada
pela equipe do Herbario da Universidade Estadual de
Goiés, sob o nimero de tombo 14911.

Apos a coleta, as folhas foram secas a temperatura
ambiente (25° C) no Laboratério de Pesquisa em
Biodiversidade (LAPBIO) da Universidade Evangélica de
Goias, por 14 dias e moidas em um moinho de facas da
marca Tecnal. O pd das folhas foi pesado e armazenado
em recipientes de vidro ambar, protegidos da luz e
devidamente vedados e mantidos em temperatura
ambiente.

A extracdo foi realizada com 250 g de folhas secas
e trituradas com a técnica de maceragdo dindmica a frio
em 700 mL de hexano, para a obtencdo do extrato
hexanico das folhas de E. klotzschiana (EHEK) e do
extrato etandlico das folhas de E. klotzschiana (EEEK)
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com um intervalo de 72 h e uma proporgéo droga: solvente
de 0,35 g/mL (m/v). Em seguida, cada extrato foi
concentrado em pressao reduzida no rota-evaporador com
45° de inclinagdo, da marca Fisaton, modelo 802, série
2100262; banho-maria, marca Fisaton, modelo 553, série
628351; bomba hidrovacuo, marca Quimis, modelo
Q355A2, série 15110566. Os extratos obtidos foram
armazenados em freezer (-10° C) até sua utilizacdo nos
testes.

Identificacdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram identificados com
a comparacdo dos tempos de retencdo (TR) e espectros na
regido do ultravioleta dos picos obtidos por cromatografia
a liquido de alta eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) de padrbes analiticos
Sigma (resveratrol, &cido gélico, acido cafeico, &cido
elagico, quercetina, catequina, epicatequina, rutina,
campferol e apigenina) e das amostras (EHEk e EEEK)
submetidos a condi¢des analiticas idénticas. As eluices
cromatograficas foram realizadas em equipamento CLAE
Agilent Technologies 1260 Infinity Il, software OpenLab
CDS, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD
modelo G7115A), injetor automatico e coluna Agilent
Infinity Lab Poroshell 120 EC-C18 (4.6x100 mm 2,7 um),
mantida em temperatura de 30° C. A fase movel foi
constituida por acetonitrilo (A) e solugdo aquosa de acido
acético a 0,2% (B), previamente filtrada em membrana
PTFE de 0,45 pm e eluida em gradiente, com a seguinte
sequéncia (A:B v/v): 0-5 min - 2:98, 5-8min - 5:95, 8-11
min - 20:80, 11-14 min - 25:75, 14-21 min - 40:60, 21-24
min - 80:20, 24-27 min - 90:10, 27-30 min - 5:95, 30-
35min - 2:98. O fluxo da fase mdvel foi mantido em 1
mL/min., o volume de injecdo das amostras e padrdes foi
de 5 pL e os picos foram detectados em comprimentos de
onda de 280 nm e 340 nm.

Para o preparo das amostras, a amostra EHEk foi
solubilizada em metanol grau CLAE na propor¢édo 0,5:10
(g/ml) e assistida em ultrassom (Ultronique mod.
Q5.9/40A, frequéncia 40 kHz e poténcia 200W) por 15
minutos a 25 °C, sob o abrigo da luz. A amostra foi
submetida a centrifugacdo 6000 rpm (IKA® mini G) por
15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro (PTFE)
0,45 pum (Pall Corporation Michigan, EUA) para vial
ambar.

A amostra EEEK, foi preparada em metanol grau
HPLC na propor¢cdo 0,0445:10 (g/ml) e assistida em
ultrassom (Ultronique mod. Q5.9/40A, frequéncia 40 kHz

e poténcia 200 W) por 15 minutos a 25°C, sob o abrigo da
luz. A amostra foi centrifugada a 6000 rpm (IKA® mini
G) por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro
PTFE 0,45 pm. Os padr@es analiticos resveratrol, &cido
gélico, &cido cafeico, &cido elagico, quercetina, (+)-
catequina, epicatequina, rutina, apigenina foram
preparados a 0,2% (p/v) e o caempferol a 0,08% (p/v) em
metanol grau CLAE, filtrados em filtro PTFE de 0,45 pm
para frascos ambar e injetados individualmente. Um frasco
contendo a mistura de partes iguais de todos os padrdes
também foi preparado e injetado no CLAE-DAD.

Caracterizacdo das Leveduras e Formacao de Biofilme

Um total de sete leveduras foram utilizadas neste
estudo: a cepa de Candida albicans ATCC 10231 e seis
isolados da cavidade bucal de estudantes da Universidade
Estadual de Goias, Campus Central Anapolis (Comité de
Etica n° 3.604.978), das quais 2 foram Candida albicans
(Ca2 e Ca4) e 4 Candida krusei (Ck7, Ck8, Ck11 e Ck12).
Todas as leveduras pertencem a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Bioensaios do Centro
de Pesquisa e P0s-Graduagéo da Universidade Estadual de
Goias.

As amostras foram semeadas em agar
cromogénico CROMONEW CANDIDA, (Newprov) para
a identificagdo conforme instrucbes do fabricante. A
formagdo de biofilme foi avaliada com a deteccdo da
biomassa total pelo método do cristal violeta descrito por
Zayed et al. (2021), com algumas modificagdes. Os
inéculos leveduriformes foram obtidos com a suspensdo
de col6nias crescidas em solugdo fisioldgica estéril (SFE)
e ajuste da turbidez com a escala 0,5 de McFarland.

Posteriormente, foram transferidos 500 pL dos
inéculos para tubos contendo 4500 L de caldo infusdo de
cérebro e coragdo bovino adicionado de 2% de sacarose
(BHIS), em seguida 200 pL dos indculos foram
transferidos assepticamente para pogos de microplacas de
poliestireno de fundo plano que foram incubadas a 35,5°
C por 48 h.

Ap6s a incubacdo, as microplacas foram
processadas com a remocdo do caldo com crescimento
total e lavagem dos pocos trés vezes com agua destilada
em lavadora automatica de microplacas Aquari® (MA
615, Brasil). Logo apés, foram adicionados 200 pL de
etanol 96° aos pogos lavados e as microplacas foram
incubadas a temperatura ambiente (TA) por 20 minutos.
Em seguida, o etanol foi removido e as microplacas secas
nas mesmas condigdes. Posteriormente, foram
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adicionados 200 pL de 0,1% de cristal violeta em cada
poco e a microplaca foi incubada por 20 min a TA,
posteriormente o excesso do corante foi retirado com trés
lavagens com agua destilada na lavadora automaética de
microplacas. As microplacas foram incubadas na posi¢édo
invertida por 20 minutos a TA e a coloracdo dos biofilmes
foi solubilizada pela adi¢do de 200 pL de &cido acético
glacial a 33% em cada pog¢o por 20 minutos.

As leituras das densidades Opticas (DOsoonm)
foram realizadas em espectrofotdmetro de microplacas
(BioTech EpochTM, USA). O valor médio das DOgoonm
obtidas nos pocos controle ndo inoculados foi utilizado
como referéncia para a classificagdo da formagdo de
biofilme (ZAYED et al., 2021).

Todas as leveduras foram testadas em triplicatas
independentes totalizando 24 pocos e os resultados obtidos
foram organizados como médias e desvios padréo.

Atividade Antimicrobiana dos Extratos

As leveduras foram submetidas ao teste de
microdiluicio em caldo para a determinacdo da
concentracdo minima inibitoria (CMI) e da concentracdo
minima candicida (CMC) dos extratos vegetais com
adaptacdo do método preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) para testes de
susceptibilidade antimicrobiana (WAYNE, 2018).

A atividade antifingica foi avaliada com a
pesagem de 400 mg e a dissolucéo dos extratos em 20 mL
de etanol absoluto. As concentragcBes testadas em
microplacas de fundo redondo (Olen, China) foram de
10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156 e 78 ug mL™. As
suspensdes das leveduras foram preparadas com a
dissolucdo de colbnias isoladas tipicas em SFE e a
densidade dos indculos foi ajustada com a escala 0,5 de
McFarland. Apo6s o ajuste, foi realizada a dilui¢do de 1:10
em BHIS e em seguida, 20 pL dos indculos foram
transferidos para os pogos das microplacas.

A CMI foi determinada por meio da leitura visual
da menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o
crescimento leveduriforme, ap6s incubacdo a 35,5° C por
48 h.

A CMC foi definida como a menor concentracdo
dos extratos capaz de inibir a recuperacdo de leveduras
viaveis apds a transferéncia de 100 pL do caldo BHIS dos
poc¢os sem turvacgdo detectavel para placas com agar CPS
(BioMérieux, Brasil) apos a incubagdo das a 35,5° C por
48 horas. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicatas
independentes e os valores da CMI e CMC foram obtidos.

Atividade dos Extratos Contra a Formacao de Biofilme
(CMIBso)

A anélise da atividade das concentragdes de 5000,
2500, 1250, 625, 312, 156, 78 € 39 ug mL™ dos extratos
contra a formacdo de biofilme foi realizada em
microplacas de fundo plano (Cral, Brasil) conforme
descrito anteriormente no ensaio de biomassa total do
biofilme (ZAYED et al., 2021).

As DOsoonm dos biofilmes expostos aos extratos
foram comparadas com controles ndo tratados e as
menores concentrages capazes de inibir ao menos 50% a
formacdo de biofilme foram consideradas como CMIBso
(Concentra¢do Minima Inibitoria do Biofilme).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Rendimento dos Extratos e ldentificacdo dos Compostos

As folhas de E. klotzschiana O. Berg, pulverizadas
renderam 81,24 g, deste total foram obtidos 40,63 g
(16,25%) de EHEK e 40,61 g (16,24%) de EEEkK. Os
cromatogramas por CLAE dos padrdes analiticos e extrato
etandlico detectados em 280 e 340 nm estdo ilustrados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente.
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Figura 1. Cromatogramas CLAE dos padrdes analiticos. A- Cromatograma do pool em 280 nm, &cido galico (3,127min),
catequina (12,660min), acido cafeico (13,026min), epicatequina (12,660min), resveratrol (17,803min), quercetina (19,295min). B-
Cromatograma do pool em 340 nm. Rutina (14,577 min), apigenina (21,092 min), campferol (21,570 min). RT = Tempo de
retencdo. T = Tempo.

A DAD1 A, Sig=280.4 Ref=off (CAUSERS\P._QUENCIA_MO_LE_CH_01_09_2023 2023-09-01 12-24-151005-P1-A6-POOL D)
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A comparacdo dos tempos de retencdo (RT) e 0s
méaximos de absor¢do dos espectros de UV-Vis (Figura 3)
dos picos dos padrdes e das amostras permitiram a
identificacdo de rutina (14,577 min e 14,574 min,
catequina (12,660 min e 12,650 min) e epicatequina
(12,660 min e 13,602 min) na amostra de EEEKk. Para o
extrato hexanico ndo foram identificados nenhum dos
compostos analisados neste método, por se tratar de um

extrato com compostos predominantemente apolares
(Figura 4). Triagens fitoquimicas prévias das folhas de E.
klotzschiana O. Berg demonstraram a presenca de
antraquinonas, terpenos, flavonoides, saponinas e taninos
(RIBEIRO et al., 2023). Sendo assim, é provavel que
compostos terpénicos estejam presentes no extrato
hexanico.
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Figura 2. Cromatogramas CLAE do extrato etanélico. A- Cromatograma a 280 nm; Catequina (12,650 min) e epicatequina
(13,602 min). B- Cromatograma a 340 nm, Rutina (14,574 min), RT = Tempo de retencéo.
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Figura 3. Espectros ultravioleta - UV comparativos de Catequina, Epicatequina e Rutina no extrato etanélico e padrédo analitico.
A- Catequina (padrdo), B- Catequina (extrato etanélico), C- Epicatequina (padrdo), D- Epicatequina (extrato etandlico), E- Rutina
(padréo), F- Rutina (extrato etanélico).
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Figura 3. Continuacéo.
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Figura 3. Continuacéo.
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Figura 4. Cromatogramas do extrato hexanico nos comprimentos de onda de 280 e 340 nm.
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As catequinas e epicatequinas sdo polifenois, albicans seja a causa mais comum de infecgdes fangicas
flavonoides que possuem atividades antioxidante, neste género, a incidéncia de outras espécies agrupadas

antitumoral, antiviral e anti-inflamatéria (SANTOS;
RODRIGUES, 2017; COSTA et al., 2021).

A rutina é um composto da classe dos flavonoides,
flavonol glicosidico com atividades antioxidantes, anti-
inflamatoria e anticarcinogénica (BECHO; MACHADO;
GUERRA, 2009).

Caracterizacdo das cepas
As leveduras foram identificadas como Candida

albicans (Ca2, Ca4 e Ca ATCC 10231) e como Candida
krusei (Ck7, Ck8, Ckl1l e Ck12). Embora a espécie C.

como Candidas ndo albicans (CNa) tem aumentado e
atualmente sdo reconhecidas como agentes emergentes,
principalmente em  pacientes com  patologias
imunodepressoras como a AIDS e o uso de farmacos
imunossupressores (JAMIU et al., 2021; REICHART et
al., 2002).

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados da
formacé&o de biofilme. Todas as leveduras estudadas foram
capazes de formar biofilme, 4 foram identificadas como
formadoras fortes (Ca4, Ck7, Ck8 e Ck1l), 2 como
formadoras moderadas (Ca2 e Ck12) e a Ca ATCC 10231
foi identificada como formadora fraca de biofilme.
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Tabela 1. Densidade Optica a 600nm dos biofilmes de C. albicans e C. krusei detectadas pelo método do cristal violeta.

DOegoonm
Cepas MED DP Classificacéo
Ca2 0,626 0,179 Moderada
Cad 1,422 0,492 Forte
Ck7 2,811 0,361 Forte
Ck8 1,044 0,175 Forte
Ck11 2,005 0,688 Forte
Ck12 0,433 0,104 Moderada
CaATCC 0,232 0,082 Fraca
CNI 0,075 0,007

Legenda: DOsoonm - Densidade Optica a 600nm, MED - Média, DP - Desvio Padrdo, Ca - Candida albicans, Ck - Candida krusei, CaATCC - C.

albicans ATCC 10231, CNI - Controle Nao Inoculado.

As leveduras do género Candida possuem
habilidade de formacdo de biofilme e de formacdo de
comunidades densamente compactadas de células
aderidas entre si e superficies (GULATI; NOBILE, 2016;
BARROS et al., 2020). Em nossas condi¢des, todas as
leveduras foram capazes de formar biofilme, embora a C.
albicans ATCC 10231 tenha sido identificada como
formadora fraca.

A capacidade de Candida sp. em aderir as
superficies bucais e formar biofilmes é bem reconhecida
(DUARTE et al., 2022) e o seu diagndstico e tratamento
tém sido um desafio clinico devido a sua resisténcia
(MOHAMMAD; YASHOOA; MUSTAFA, 2023), visto
gue as doencgas bucais com maior prevaléncia possuem
relacdo com a perda da homeostase microbiana, disbiose
bucal e formacéo de biofilme (MILIA; SARDELLITTI;
EICK, 2023).

C. albicans é o principal agente patogénico das
infec¢bes fungicas provocadas por leveduras do género
Candida, entretanto outras espécies ndo albicans tém

ganhado destaque ao longo do tempo no perfil
epidemioldgico das infecgdes fungicas, inclusive sendo
identificadas como patdgenos multirresistentes as terapias
antifngicas convencionais (JAMIU et al., 2021).

Atividade Antimicrobiana dos Extratos

O extrato hexanico das folhas de E. klotzschiana
apresentou CMI de 313 ug mL™* resistente ao EHEKk foi a
Ck11 que foi inibida com 1250 ug mL?. Em relacéo a
atividade candicida do EHEK, a CaATCC foi a mais
sensivel com CMC = CMI e a mais resistentcontra Ck8 e
Ck12 e de 625 pg mL™ contra Ca2, Ca4, Ck7, CaATCC.
A levedura mais e foi a Ck11 com CMC > 10000 pg mL"
1

O extrato etandlico inibiu todas as leveduras com
313 pg mL?, exceto a Ck11 que foi inibida com 1250 pg
mL™. A atividade candicida do EEEK foi observada com
concentragdes a partir de 1250 ug mL* (Tabela 2)
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Tabela 2. Concentraces inibitdria, candicida e inibitéria da formacéo de biofilmes dos extratos das folhas de E. klotzschiana (ug
mL™?) contra C. albicans e C. krusei.

EHEK EEEK
CMI CMC CMIBso CMI CMC CMIBso
Ca2 625 > 2500 156 313 > 625 1250
Ca4 625 2500 1250 313 > 1250 625
Ck7 625 > 2500 78 313 > 2500 78
Ck8 313 1250 625 313 1250 625
Ck11 1250 > 10000 625 1250 > 1250 625
Ck12 313 1250 78 313 > 625 313
CaATCC 625 625 625 313 > 625 > 5000

Legendas: EHEK - Extrato Hexanico de Eugenia klotzschiana, EEEK - Extrato Etandlico de Eugenia klotzshiana, CMI - Concentracdo Minima
Inibitdria, CMC - Concentracdo Minima Candicida, CMIBso - Concentracdo Minima Inibitéria de a0 menos 50% do Biofilme, Ca - Candida

albicans, Ck - Candida krusei e CaATCC - C. albicans ATCC 10231.

Extratos vegetais com CMI < 100 pg mL? sdo
considerados como muito ativos, com 100 a 500 ug mL*
com atividade antimicrobiana moderada, 500 a 1000 pg
mL! com atividade fraca e acima de 1000 ug mL* como
inativos (HOLETZ et al., 2002). De acordo com esse
critério, ambos extratos apresentaram  atividade
antifungica moderada, exceto contra Ck11.

Em outros trabalhos foi encontrado que o extrato
da folha de Eugenia uniflora foi ativo contra C. albicans
com CMI > 1000 pug mL? e contra C. krusei com CMI =
31,2 uyg mL* (HOLETZ et al., 2002). O 6leo essencial das
folhas de E. uniflora foi ativo contra C. albicans com CMI
=125 ug mL* e 8192 ug mL* para C. krusei. O extrato de
Eugenia involucrata apresentou CMI > 2000 pg mL* para
Candida albicans e outras espécies de candidas nao
albicans (KUBICA et al., 2019).

Em nosso estudo, 0s extratos apresentaram
moderada atividade fungistadtica e baixa atividade
fungicida, dependendo da concentracdo de cada extrato e
da levedura. Especificamente, os resultados para EEEk
podem estar relacionados a presenca de compostos
majoritarios, como a catequina, epicatequina e a rutina.

Além disso, saponinas e flavonoides foram identificados
previamente nas folhas de E. klotzschiana O. Berg
(RIBEIRO et al., 2023).

Atividade Antibiofilme dos Extratos

Ambos extratos foram capazes de inibir a
formacgdo de biofilme por C. albicans e C. krusei com
CMIBs entre 78 e 1250 ug mL%, exceto contra CaATCC
cuja formacdo de biofilme ndo foi inibida por EEEK,
mesmo na concentragdo mais alta testada (CMIBso > 5000
ug mL?) (Tabela 2). As leveduras mais sensiveis foram a
Ck7 e Ck12 com CMIBs, = 78 pg mL* de EHEk e Ck7
com CMIBsp = 78 pg mL* de EEEk. Curiosamente, a Ck7
é a maior formadora de biofilme e uma das mais sensiveis
a atividade dos extratos de EHEk e EEEKk.

No grafico 1 é apresentado o impacto de cada
concentracdo dos extratos na formacdo de biofilme das
leveduras. A atividade inibitoria da formagé&o de biofilme
pelos extratos foi concentra¢do-dependente, com a maior

atividade dos extratos detectada entre 312 e 1250 pg mL"
1
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Figura 5. DOgoonm dos biofilmes de C. albicans e C. krusei expostos a concentragdes (ug mL') dos extratos hexanico e etandlico
das folhas de Eugenia klotzschiana.
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Legenda: EHEKk - Extrato Hexanico de E. klotzschiana, EEEk - Extrato Etandlico de E. klotzschiana.

A concentra¢do de 1250 pg mL*? foi a que mais
inibiu a formacgdo de biofilme das leveduras, ambos
extratos foram capazes de inibir a0 menos 70% da
formagdo de Dbiofilme das formadoras fortes.
Notadamente, ainda que o0s extratos ndo tenham
apresentado atividades com baixas concentragdes, foram
ativos contra a formacdo de biofilmes flngicos.
Adicionalmente, os extratos etanélico e hexanico das
folhas de E. klotzschiana a 1250 pug mL™ foram capazes

de reduzir, respectivamente, 94,34% e 93,53% da
formacdo de biofilme pela maior formadora, a C. krusei
Ck7.

Embora as triagens de produtos naturais com
atividade antimicrobiana sejam mais direcionadas para
compostos com atividade microbicida e menos esforgo
seja direcionado para compostos que atuam contra
biofilme (GILBERT-GIRARD et al., 2021), trabalhos
prévios detectaram que a formacgdo de biofilme por
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Candida albicans ATCC 10231 foi reduzida em mais de
99% por Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
Blume em 1,6 pg mL* e Cymbopogon citratus (DC) Stapf
em 6,4 ug mL™* além disso, Allium sativum L. a 8,0 pg mL-
! reduziu em 99,9% a formacéo de biofilme de Candida
albicans ATCC 14053 (GUIMARAES et al., 2021).

As catequinas sdo ativas contra biofilme de
Alcaligenes faecalis (LAHIRI et al., 2021). No entanto,
guanto a atividade das catequinas contra o biofilme de
Candida sp., existe divergéncia na literatura. Haghighi,
Mohammadi, Fahardi (2011) encontraram maior atividade
antibiofilme do composto comparado ao fluconazol contra
C. albicans enquanto Alves et al. (2014) ndo encontraram
a mesma atividade. A epicatequina combinada com a
teaflavina apresentou potencial contra infecgdes causadas
por C. albicans (BETTS et al., 2013).

A rutina  demonstrou ampla capacidade
antimicrobiana e além disso, foi capaz de inibir biofilme
bacteriano em cateteres urinarios com a reducdo da
biomassa e reducdo da viabilidade celular, mesmo em
concentragdes subinibitdrias (IVANOV et al., 2022).
Contudo, a rutina esteve entre 0s compostos naturais com
menor atividade contra a formacdo de biofilme de C.
albicans em trabalhos prévios e esse fato pode estar
relacionado a sua maior lipofilicidade, pois 0 aumento da
lipofilicidade pode reduzir a capacidade de passagem pela
membrana fungica (IVANQV et al., 2020).

Entre os compostos ativos contra biofilmes
detectados em espécies da familia das Myrtaceae,
encontram-se o eugenol, timol, linalol, galato de
epigalocatequina, mentol, saponina, citral, curcumina,
canfora, mentol, carnosol, cumarina, carvacrol, cineol,
canfeno, eucaliptol, cinamaldeido, borneol, terpinen-4-ol,
a-terpineol, geraniol, citronelol, limoneno, piperina, B-
pineno (SHARIAT et al., 2022) e algumas classes de
metabdlitos secundarios como os terpenoides, alcaloides,
polifenol, saponina, flavonoides, fenilpropanoides,
terpenoides, naftoquinona (SINGLA; DUBEY, 2019).

A atividade antibiofilme do extrato etandlico das
folhas de E. klotzschiana esté possivelmente relacionada a
presenca de compostos majoritarios ativos como a

catequina, epicatequina e rutina. Os flavonoides
representam uma classe de compostos naturais que podem
ser empregados no tratamento da candidiase oral. A
catequina e a epicatequina foram descritas como ativas
contra o crescimento e formacdo de biofilme de C.
albicans por m%eio da inibicdo da atividade
proteossdmica da levedura (NGUYEN et al., 2021).

CONCLUSAO

Os principais compostos identificados no extrato
etandlico foram a catequina, a epicatequina e a rutina.
Esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, o que pode contribuir
para a atividade dos extratos contra as leveduras.

Apesar dos extratos terem apresentado atividade
antifangica moderada dependendo da concentracdo e da
levedura testada, foram eficazes contra a formacdo de
biofilme por C. albicans e C. krusei, com CMIBs entre 78
e 1250 ug mL™. As leveduras mais sensiveis a atividade
dos extratos foram Ck7 e Ck12, com CMIB de 78 pg mL"
! Cabe destacar que a levedura C. krusei Ck7 foi
identificada como a maior formadora de biofilme e teve
sua formacgdo de biofilme fortemente reduzida pelos
extratos etandlico e hexanico.

Nosso trabalho é o primeiro relato da atividade
antibiofilme dos extratos hexanico e etanolico das folhas
de Eugenia klotzschiana contra Candida albicans e
Candida krusei isoladas da cavidade bucal. Os extratos
apresentaram atividade fungistatica moderada e acgdo
fungicida discreta, contudo foram ativos contra a
formag&o de biofilme e foram capazes de inibir em mais
de 90% a formacao de biofilme na maior formadora.

Portanto, nossos resultados demonstraram o0
potencial dos extratos das folhas de E. klotzschiana como
agentes com atividade antibiofilme e reforcam a
importancia de se investigar compostos naturais que
possam atuar na inibicdo da formagéo de biofilmes e de se
ampliar os estudos para validar o potencial terapéutico da
de E. klotzschiana, especialmente em um contexto de
resisténcia antimicrobiana crescente.
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