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RESUMO

Leveduras sao fungos oportunistas responsaveis pela maior parte das
infecgBes fungicas nos seres humanos e Candida albicans é a espécie mais
frequentemente associada a essas infec¢cdes. A candidiase oral se destaca
pela alta incidéncia e pelo uso frequente de drogas antifiingicas, o que pode
levar a ocorréncia de resisténcia e faléncia no tratamento da infec¢cdo. Ha uma
constante necessidade de pesquisas sobre novos agentes para a profilaxia e
tratamento eficaz da candidiase oral. O principal objetivo deste trabalho foi a
avaliacdo do potencial efeito antifingico de extratos das plantas Gossypium
hirsutum L., Arctium lappa, Equisetum sp., Cecropia pachystachya Trécul. e
Pogostemon heyneanus sobre células ndo aderidas de Candida albicans e a
avaliacdo do efeito dos antissépticos bucais Cepacol® Cool Ice, Listerine®
Cool Mint, Periogard® e Plax® Whitening sobre células n&o aderidas e
biofimes de Candida albicans. As metodologias utilizadas basearam-se na
avaliacdo da susceptibilidade de isolados clinicos de C. albicans através da
determinacdo da inibicdo de crescimento celular por turbidimetria e por
determinacdo das Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM). Os resultados
obtidos nos testes com células ndo aderidas revelaram-se promissores com
extratos de Cecropia pachystachya Trécul., com valores de CIM entre 7,81 e
3,91 pg/mL. Os antissépticos Cepacol® e Periogard® apresentaram o0s
menores valores de CIM, entre 0,20 e 0,10%; Plax® Whitening variou entre
1,56% e 0,39% e Listerine® apresentou valores entre 6,25% e 0,39%. As
diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis, p< 0,0001) revelaram que o0s
antissépticos Cepacol® Cool Ice e Periogard® apresentaram os melhores
resultados. Em relacéo a inibicdo de formacéao de biofilmes, os valores de CIM
encontrados foram similares para os antissépticos testados, variando de 50% a

0,20%, sem diferencas estatisticas entre estes (Kruskal-Wallis, p= 0,6915).

Palavras-chave: Candida albicans; antissépticos bucais; extratos vegetais;

atividade antifingica; biofilme



ABSTRACT

Yeasts are opportunistic fungi responsible for most fungal infections in humans
and Candida albicans is the most often species associated with these
infections. Oral candidiasis is distinguished by high impact and by the frequent
use of antifungal drugs, which can lead to the occurrence of resistance and
treatment failure for this infection. There is a constant need for research about
new agents for the prophylaxis and effective treatment of oral candidiasis. The
main objective of this study was to evaluate the potential antifungal effect of
extracts of plants Gossypium hirsutum L., Arctium lappa, Equisetum sp.
Cecropia pachystachya Trécul. and Pogostemon heyneanus against not
adhered cells and biofilm of Candida albicans and evaluation of the effect of
the mouthwash Cepacol ® Ice Cool, Cool Mint Listerine ®, Periogard ® and
Plax ® Whitening against not adhered cells and biofilms of Candida albicans.
The methods used were based on inhibition of cell growth by turbidimetry and
for determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of clinical
isolates of C. albicans. The results obtained in tests with non-adherent cells
were promising with extracts of Cecropia pachystachya Trécul., presenting MIC
values between 7.81 and 3.91 mg / mL. The antiseptic Periogard Cepacol ®
had the lowest MIC values, between 0.20 and 0.10%; Plax Whitening ® ranged
between 1.56% and 0.39% and Listerine ® showed values between 6.25% and
0,39%. Statistical differences (Kruskal-Wallis test, p <0.0001) revealed that the
mouthwashes Cepacol ® Cool Ice and Periogard ® showed the best results.
Regarding the inhibition of biofilm formation, the mouthwashes MICs were
similar, ranging between 50% and 0.20%, with no statistical differences

between among them (Kruskal-Wallis test, p = 0.6915).

Keywords: Candida albicans; mouthwash; extracts; antifungal activity; biofilm
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1 INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, a incidéncia de infec¢des causadas por fungos em
seres humanos sofreu um grande aumento, especialmente em individuos com
0 sistema imunitario comprometido. As leveduras sdo fungos oportunistas que
estdo entre os agentes etioldgicos mais comuns, causando infeccbes com
diagnéstico e tratamento dificeis e com altos indices de mortalidade (Perlroth et
al., 2007).

Candida spp. € um microrganismo comensal e pode estar presente no ser
humano colonizando pele e mucosas do trato gastrointestinal, oral e vaginal.
Contudo, na presenca de fatores de risco pode causar sérias infec¢des, desde
candidiases orais até infeccOes sistémicas (Ellepola & Samaranayake, 2000).
Esses fatores incluem o uso de antibioticos de amplo espectro, quimioterapia,
imunossupressao, procedimentos cirdrgicos, tratamentos hospitalares
intensivos e prolongados. As infec¢des por leveduras também sdo associadas
a formacéo de biofilmes em dispositivos utilizados em tratamentos médicos tais
como implantes, cateteres vasculares, lentes de contato, além de proéteses
dentarias entre outros (Douglas, 2002). Biofilmes s&o definidos como uma
comunidade estruturada de microrganismos aderida a uma superficie artificial
ou biolégica protegida por uma matriz exopolimérica de substancias
extracelulares (Pierce et al., 2008). Uma das caracteristicas mais importantes
de biofilmes é um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos, e no caso de
biofilmes de Candida albicans, a resisténcia a drogas azdlicas e anfotericina B
foi demonstrada em diversos estudos (Baillie & Douglas, 2000; Robbins et al.,
2011; Ruhnke et al., 2005).

Candida albicans pode ser isolada da cavidade oral de 25 a 50% dos
individuos saudéaveis e normalmente essa levedura pode coexistir com outros
microrganismos da microbiota oral de forma saprofitica (Bahna et al. 2007).
Alteracdes locais ou sistémicas podem proporcionar condicdes favoraveis ao

desenvolvimento de infeccdo conhecida como candidiase oral (Ellepola &
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Samaranayake, 2000). Fatores sistémicos incluem idades extremas, desordens
endocrinas, antibioticoterapia e imunossupressao (Nalbant et al., 2008). Os
fatores locais incluem a hipossalivacdo induzida por farmacos ou radiacao,
danos no tecido local (mucosite secundaria a radioterapia ou quimioterapia) e
uso de préteses dentarias removiveis com adaptacdo ou higienizacdo
inadequadas (Fischer & Epstein, 2008). Outras espécies do género além de C.
albicans também tém sido isoladas da cavidade oral como C. glabrata, C.
tropicalis, C. lusitaniae, C.guilliermondii e C. dubliniensis, principalmente em
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Kantarcioglu & Yucel, 2002).

Dentre as diversas formas clinicas da candidiase oral destaca-se a estomatite
induzida por protese, uma reacdo inflamatéria da mucosa alveolar e palatal
causada pelo uso continuo de préoteses dentarias removiveis que se
apresentam com higienizacdo inadequada ou adaptacdo incorreta. A
prevaléncia dessa infecgdo varia entre 15 a 65% em usuérios de protese total
removivel (Abbeele et al., 2008), e a espécie C. albicans atua como o
patdbgeno mais importante. A superficie rugosa da protese contribui para a

adeséao e formacao de biofilmes de C. albicans (Chandra et al., 2001).

Diferentes métodos de tratamento para a estomatite induzida por protese tém
sido propostos, e incluem higienizacdo eficiente e remocdo das préteses a
noite, além de limpeza por imersao das proteses em agentes quimicos como
hipoclorito de so6dio ou clorexidina. O tratamento pode ser associado a
antifangicos imidazdlicos topicos como miconazol e clotrimazol ou agentes
poliénicos como nistatina e anfotericina B (LaFleur et al., 2011). Agentes
triazodlicos sistémicos como o fluconazol e itraconazol também sé&o utilizados,
principalmente em pacientes com doencas sistémicas que causam
imunossupressao (Cross et al., 2004). Contudo, o desenvolvimento da
resisténcia aos antifingicos estd relacionada a administracdo de altas doses,
uso prolongado (Ruhnke et al., 2005) e associa¢gdo de biofilme (Perumal et al.,
2007).
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Os enxaguatérios bucais antissépticos (Anvisa) possuem  substancias
guimicas antissépticas em sua COmpOSiCao e constituem recursos quimicos
gue auxiliam na remocdo de biofiimes orais, controlando o crescimento
microbiano. Entre o0os compostos ativos mais utilizados podemos citar a
clorexidina, o cloreto de cetilpiridineo, 6leos essenciais entre outros. Os
antissépticos bucais tém papel importante na prevencéo e como coadjuvantes

no tratamento da candidiase oral.

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica € de origem
popular, e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incentivou o estudo
cientifico dessas plantas a partir dos anos setenta, com o objetivo de conhecer
seus beneficios e riscos (Almeida & Menezes, 2002). As plantas produzem
moléculas organicas que estdo envolvidas na protecdo contra bactérias, virus,
fungos, insetos e animais. Muitos desses compostos quimicos Sao
biologicamente ativos quando isolados, e podem ser considerados
medicamentos em potencial (Page et al., 2004). Ja existem no mercado
associacfes de plantas medicinais a dentifricios e enxaguatérios bucais e,
atualmente, diversos extratos de plantas sao testados com o objetivo de reduzir
a atividade de microrganismos da cavidade bucal (Molina et al., 2008; Lubian
et al., 2010).

A maioria dos estudos sobre atividade antifiungica de farmacos ou substancias
de origem natural é realizado com células planctdénicas (ndo aderidas).
Crescentes dados sobre resisténcia associadas a biofilmes tornam relevantes a
determinacdo da atividade de agentes quimicos que possam impedir ou
diminuir a adesédo celular e a formacdo de biofiime, para que sejam

efetivamente usados na prevencao e no tratamento da candidiase oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade de extratos de plantas e de antissépticos bucais sobre
isolados de Candida albicans.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir extratos de plantas medicinais com potencial acdo antifungica,
com base em pesquisa na literatura;

e Estabelecer Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de extratos de plantas
e antissépticos bucais através de microdiluicdo em placa;

e Avaliar a acado inibitéria (antiadesiva) de antissépticos bucais na

formacéo de biofilme em superficie artificial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Género Candida

O género Candida pertence ao reino Fungi, composto por cerca de 150
espécies descritas do género. A maioria das espécies de Candida € incapaz de
crescer a 37°C e por isso poucas sao associadas a colonizacdo em humanos.
Algumas espécies comensais em humanos podem agir como patégenos
oportunistas em individuos debilitados (Schauer & Hanschke, 1999). A espécie
mais patogénica e mais relacionada a processos infecciosos no ser humano é

Candida albicans.

As espécies de Candida, assim como outros fungos, sdo organismos
eucaridticos e possuem parede celular bem definida, composta por
manoproteinas, B-1,3-D-glucanas, B-1,6-D-glucanas, quitina e uma pequena
guantidade de proteinas e lipidios. A membrana plasmatica tem dupla camada
lipidica, contendo varios esterdis, onde o principal € o ergosterol (Akpan &
Morgan, 2002).

Candida albicans é uma espécie dipldide, cuja principal caracteristica genémica
€ o polimorfismo, fator adaptativo fundamental neste tipo de levedura. Candida
albicans pode se apresentar na forma de levedura (blastoconideo) no estado
saprofitico associada a colonizacdo assintomatica; ou na forma filamentosa
(pseudo-hifas e hifas) observada em processos patolégicos (Sudbery et al.,
2004). Na forma de levedura (Figura 1), as células se apresentam nas formas
esféricas ou ovais, enquanto as hifas sdo compostas de filamentos longos e
ramificados (Sudbery et al., 2004).
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Figura 1- Candida albicans na forma de levedura (Fonte: www.doctorfungus.org)

Hifas verdadeiras sdo distintas das pseudo-hifas (que sdo as leveduras
alongadas e unidas por constriccdes) por possuirem septos transversos dentro
dos filamentos (Williams & Lewis, 2011). A Figura 2 mostra hifas e pseudo-hifas
de Candida albicans coradas por Calcofluor branco (CFW), um corante
inespecifico que tem a capacidade de se ligar a quitina e exibe fluorescéncia

guando exposto a luz ultravioleta (Kumar et al., 2009).

Figura 2 - Hifas verdadeiras (*) e pseudo-hifas (+) de Candida albicans (Fonte:
Williams & Lewis, 2011).

A patogenicidade da Candida albicans esta relacionada a alguns fatores de

viruléncia, como a aderéncia, a producdo do tubo germinativo, a


http://www.doctorfungus.org/
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hidrofobicidade da superficie celular, a variacdo fenotipica (switching) e a
producédo de enzimas extracelulares (Sudbery et al., 2004).

Candida albicans encontra-se na forma leveduriforme quando coloniza
superficies epiteliais. A adeséo inespecifica de C. albicans as células epiteliais
€ iniciada através de interacbes fracas e reversiveis envolvendo forcas
hidrofobicas e eletrostaticas (Cotter & Kananagh, 2000). A adeséo especifica
entre C. albicans e receptores em tecidos do hospedeiro resulta em uma forte
ligacdo covalente. Genes da ALS (agglutinin-like sequence) (Hoyer, 2001) e
também Hwpl (hyfas wall proteins) (Staab et al., 1999) codificam glicoproteinas
de parede celular que promovem adesdo de C. albicans as superficies
epiteliais e a interacdo com bactérias orais; também podem estimular a

formacéo de biofilme em préteses dentais (Silverman et al., 2010).

A formacdo do tubo germinativo marca o comeco do crescimento das suas
hifas, promove sua aderéncia a células epiteliais e € uma forma de resisténcia
a fagocitose. A producdo de hifas também esta relacionada com maior
expressao de varios genes de viruléncia (Kumamoto & Vinces, 2005).

A producao de enzimas extracelulares € um fator importante na patogenicidade
de Candida albicans. As enzimas atuam quebrando barreiras do hospedeiro e
facilitando a penetragdo nos tecidos subjacentes. Dentre estas enzimas, as
aspartil-proteases secretadas (SAP) sao consideradas as mais importantes
(Naglik et al., 2004). Elas clivam vérias proteinas fundamentais para a defesa
do hospedeiro, como as imunoglobulinas A e G, além de degradar queratina e
colageno, facilitando a invaséo e infeccéo tecidual e promovendo uma fonte de
nitrogénio durante a colonizacdo. Diferentemente das outras proteases, estas
enzimas mostram oOtima atividade em condi¢cdes &acidas (pH < 4.0),
demonstrando um papel importante nas infeccbes orais em pacientes
portadores de préteses dentais removiveis que proporcionam em sua superficie

interna um ambiente acido (Williams et al., 2011).

Outro grupo de enzimas hidroliticas produzidas por espécies de Candida séo
as fosfolipases (PLs), com sete genes de codificacdo distintos ja identificados
em C. albicans. Através da hidrélise de ligacdes éster de fosfolipidos, as PLs
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podem degradar a membrana das células hospedeiras levando a lise celular e
morte. Por este processo, tanto a aderéncia de Candida aos sitios receptores e
da sua subsequente penetracdo do tecido danificado pode ser facilitada
(Williams & Lewis, 2011).

A elevada frequéncia de mudanca fenotipica reversivel de cepas de Candida
albicans permite uma melhor adaptacdo do patégeno ao meio, agindo como
mecanismo de evasdo da resposta imune do hospedeiro e promovendo a
formacdo de biofilme (Morschhauser, 2010; Soll, 2009). Esta caracteristica
também ¢é responsavel pela aparente dissonancia entre o0s resultados
encontrados as vezes “in vitro” daqueles encontrados “in vivo” em relagao aos

fatores de viruléncia da cepa (Soll, 2009).

3.2 Candidiase oral

Candidiase oral € uma infeccdo causada por Candida albicans que pode ter
manifestacbes clinicas variadas, como as formas de -candidiase
pseudomembranosa, candidiase eritematosa, candidiase hiperplasica e
candidiase mucocutanea (Neville et al., 2004).

Candidiase pseudomembranosa, conhecida como “sapinho”, é frequentemente
relatada em neonatos e em idosos a taxas de 5-10% (Samaranayake et al.,
2009). A infeccdo é caracterizada pela presenca de placas brancas superficiais
(Figura 3a), que sao facilmente removidas por raspagem suave da leséo,
revelando uma mucosa eritematosa subjacente (McCullough & Savage, 2005).
As placas brancas sdo compostas por uma massa de hifas, leveduras, células
epiteliais descamadas e fragmentos de tecido necrético (Neville et al., 2004). A
infeccdo geralmente ocorre quando ha uma limitacdo nutricional, supresséo
imunitaria ou uma doenca de base, mais notadamente infeccdo pelo HIV e
AIDS (Thompson et al., 2010).

Na candidiase eritematosa, a mucosa apresenta-se com vermelhiddo e edema,

e podem existir varias apresentagdes clinicas. Candidiase atrofica aguda é
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desenvolvida ap6s uma reducéo nos niveis da microbiota bacteriana associada
ao tratamento com antibiéticos de amplo espectro, o que diminui a competicao
microbiana de C. albicans em termos de nutricdo e locais de adesao (Williams
et al., 2011). Clinicamente apresenta-se como uma lesdo avermelhada e

dolorosa, frequentemente no dorso da lingua.

Outras formas de candidiase eritematosa sdo geralmente crbnicas e
assintométicas. Atrofia papilar da lingua ou glossite romboidal mediana
apresenta-se como uma area eritematosa bem delimitada na linha média da
superficie dorsal da lingua (Figura 3b). O eritema deve-se também a perda das
papilas filiformes nesta area (Neville et al., 2004). A queilite angular € descrita
como uma lesdo associada a Candida albicans e se manifesta nos angulos da
boca (Hatakka et al.,, 2007), caracterizada por eritema, fissuracdo e
descamacdo. Pode ocorrer isoladamente em pessoas idosas com dimenséao
vertical reduzida. Estudos microbioldgicos indicam a associacdo de Candida
albicans e Staphylococcus aureus em cerca de 60% dos casos de infeccao
(Neville et al.,, 2004). E importante ressaltar que queilite angular
frequentemente ocorre em pacientes com as formas existentes de candidiase

na mucosa oral.

A estomatite associada a protese pode desenvolver-se sob qualquer prétese
acrilica ou aparelho intra-oral, mas é quase exclusivamente encontrada nos
tecidos palatinos (Figura 3c). Os principais fatores do hospedeiro associados a
esta condicdo sao higiene inadequada dos tecidos bucais e da prétese, a
retencdo da protese na cavidade oral durante a noite, ou proteses mal
adaptadas que traumatizam a mucosa (Figueiral et al., 2007). A estomatite
associada a protese esta presente em cerca de 75% dos usuarios de protese
total (Penha et al., 2000), e mesmo apresentando sinais clinicos muitas vezes a
presenca desta infeccdo pode ndo ser percebida pelo usuéario por ser
assintomatica (Barbeau et al., 2003).

A levedura mais prevalente nas lesGes de estomatite associada a protese é a
C. albicans. Outras espécies isoladas de proteses incluem C. glabrata, C.

krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Estas espécies, no entanto, estdo
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presentes com menor prevaléncia que C. albicans (Campos et al., 2008). Além
de isolar a mucosa da acdo de limpeza da musculatura oral, as condi¢des
anaerodbicas e acidas sob a superficie da protese promovem um ambiente de
contato com a mucosa favoravel para a proliferacao fungica. A maior presenca
de hifas de C. albicans tem sido relatada em pacientes com estomatite. As
formas filamentosas podem aderir melhor e penetrar nas microfissuras da
superficie de proteses e sdo mais invasivas para a mucosa oral (Ramage et al.,
2004).

A candidiase hiperplasica crénica (leucoplasia por Candida) € caracterizada por
placas brancas que ndo podem ser removidas por raspagem e localizadas com
maior frequéncia na regido anterior da mucosa jugal ou no dorso da lingua
(Neville et al., 2004) (Figura 3d). Estudos indicam que essas lesbes possuem
maior probabilidade de transformacdo maligna (Barrett et al., 1998). As lesdes
brancas da candidiase hiperplasica ndo sdo removidas com friccdo, e a
inflamacéo sé pode ser diagnosticada através de exame histopatologico que
revela hifas de Candida invadindo o epitélio e um infiltrado inflamatério crénico
(Williams et al., 1997).

Em uma discussdo sobre as formas orais de candidiase, € necessério
mencionar a candidiase mucocutanea crénica (CMC), caracterizada pela
ocorréncia generalizada de candidiase superficial da pele, unhas, e as
membranas mucosas (incluindo as da cavidade oral) de individuos infectados
(Eyerich et al., 2010; Liu & Hua, 2007). CMC é primariamente associada com
desordens resultantes no incorreto funcionamento de linfocitos T (Eyerich et al.,
2010).
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Figura 3 — Formas clinicas da candidiase oral: (a) candidiase pseudomembranosa; (b)
candidiase eritematosa (atrofia papilar central); (c) candidiase eritematosa (estomatite

associada a prétese); (d) candidiase hiperpéasica. (Fonte: Williams & Lewis, 2011).

3.3 Biofilmes

Biofilmes s&do comunidades de microrganismos ligados a uma superficie e
embebidos em uma matriz extracelular produzida pelos préprios
microrganismos, que consiste de polissacarideos da parede celular e proteinas
(Costerton et al., 2003; Baillie & Douglas, 2000). Biofilmes sdo associados a
mais de 65% das infeccdes hospitalares (Douglas, 2003). Diferencas
fenotipicas ocorrem entre células sésseis (aderidas) e plancténicas e indicam
gque as cepas de Candida com alta capacidade de formar biofilmes sé&o

geralmente mais virulentas do que outras (Ramage et al., 2005).

Biofilmes de Candida albicans sdo amplamente conhecidos e ocorrem em

superficies artificiais ou biolégicas (Ramage et al., 2005). O biofilme formado
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em uma prétese dental € um importante fator predisponente a candidiase oral.
C. albicans adere rapidamente a superficie da protese e utiliza microfissuras

dentro do material para facilitar a retengéo (Figura 4) (Ramage et al., 2004).

Figura 4 - Representacdo microscopica (1000X) de células de Candida albicans
aderidas sobre a superficie de uma protese. (Fonte: Gendreau & Loewy, 2011).

Na cavidade oral, células aderidas podem ser protegidas contra a acéo
mecanica da saliva, e o biofime em si € uma barreira de defesa contra
penetracdo de fatores de defesa do hospedeiro e de antimicrobianos. Os
mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifungicos podem estar
relacionados com alteracdes fenotipicas das células no biofilme e ainda com o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por alteracdo do gendtipo das
células que incluem o aumento da densidade celular, o aumento de bombas de
efluxo de drogas e a diminuicdo do conteudo do ergosterol (Robbins et al.,
2011).

O passo inicial na formacéo de biofilme consiste na adeséo de células fungicas,
da forma de levedura a uma superficie, como pele, mucosas, implantes
médicos, cateteres e proteses. A adesédo inespecifica de Candida albicans a
uma determinada superficie € iniciada através de interacbes fracas e
reversiveis envolvendo forcas hidrofobicas e eletrostaticas (Cotter & Kavanagh,
2000). A natureza dessas forcas €, em parte, regida pelo ambiente local, no

entanto, a variagdo genotipica pode alterar a hidrofobicidade da célula e dar a
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certos isolados um maior potencial de patogenicidade (Hazen, 1989). A
adesdo especifica entre Candida albicans e receptores em tecidos do

hospedeiro resulta em uma forte ligagdo covalente.

Em seguida ocorre uma fase de filamentacdo e proliferagcdo, na qual sdo
formadas mdultiplas camadas de células sésseis de diferentes morfologias,
incluindo pseudo-hifas e hifas. A maturagdo do biofilme resulta em uma rede
complexa de células incorporadas em material extracelular polimérico,
composto de carboidratos, proteinas, hexosamina e acido urénico, bem como
constituintes do hospedeiro em ambientes naturais (Al-Fattani & Douglas,
2006). Ha evidéncias que glicoproteinas, acidos nucleicos e células, tais como
neutréfilos, podem participar na maturidade da matriz, em particular em sitios
da mucosa (Martins et al., 2010). Biofilmes maduros de Candida albicans
mostram uma arquitetura tridimensional complexa, com uma densa rede de

leveduras, hifas e pseudo-hifas (Kumamoto, 2002; Lopez-Ribot, 2005).

Uma vez atingida a maturag&o, ocorrem no biofilme uma série de alteracdes na
forma de crescimento e cooperacéo fisiologica entre as células (Costerton et
al., 2003). Existem evidéncias da presenca de moléculas de sinalizacdo celular
em biofilmes frequentemente denominados moléculas de quérum sensing, que
regulam a expressao de uma variedade de genes que podem coordenar nao s6
a taxa de crescimento, mas o desprendimento de biofilme, a viruléncia, a
resisténcia antimicrobiana e até mesmo inducao de citocinas do hospedeiro. No
caso de biofilmes de Candida, duas moléculas de deteccdo de quorum ja foram
descritas, farnesol (3,7,11-trimetil-2, 6,10 - dodecatriene-1-ol) e tirosol (2 - [4-
hidroxifenil] etanol). Farnesol demonstra ser um inibidor do desenvolvimento de
hifas em C. albicans (Shchepin et al., 2003), e a sua acumulagao no biofilme
maduro promove a liberacédo ou descolamento de leveduras a partir do biofilme
(Nickerson et al., 2006). Em contraste, tirosol parece acelerar a filamentacéo
das leveduras sob condi¢cbes adequadas (Chen et al., 2004), e desempenha
um papel importante na proliferacdo ap0s a fase de aderéncia (Alem et al.,
2006).
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O crescimento do biofilme esta limitado pela existéncia de nutrientes no meio
ambiente. O Ultimo passo, a dispersdo das células a partir de um biofilme,
desempenha um papel fundamental no ciclo de desenvolvimento de biofiime e

esta associado a candidemia e doencas invasivas (Uppuluri et al., 2010).

3.4 Tratamento da Candidiase Oral

O método mais importante para prevencdo da candidiase oral € minimizar ou
eliminar fatores predisponentes, que incluem o controle dos microrganismos
ndo somente nas mucosas, mas também em superficies artificiais, como
proteses removiveis, para evitar uma infeccdo (Ellepola & Samaranayake,
2000). Na presenca da infeccdo, entretanto, devem ser implementadas
medidas tanto de controle mecéanico quanto quimico da microbiota, de forma a
restabelecer seu equilibrio o mais prontamente possivel; dessa forma, a
utilizacdo de antimicrobianos se faz necessaria. Frequentemente a atencéo a
causa primaria de infeccdes fungicas ira eliminar a necessidade de tratamentos

prolongados (Scully et al., 1994).

3.4.1 Antifungicos

O tratamento da candidiase oral segue protocolo definido pela equipe de
trabalho e depende da gravidade do caso e da presenca de fatores causais
associados. Os antifungicos topicos utilizados sdo os derivados imidazélicos
miconazol (na forma de gel) e clotrimazol (pastilhas) (Andes, 2003; LaFleur et
al., 2011) ou polienos como nistatina e anfotericina B na forma de suspensao
oral e pastilhas (LaFleur et al., 2011). Polienos atuam através de ligagcdo direta
com o ergosterol encontrado nas membranas de células fungicas, o que
provoca a formacao de poros na membrana, perda de conteudo citoplasmatico

e morte celular (Katzung, 2006).

Nas situacdes em que os fatores predisponentes ndo podem ser eliminados,
como nos pacientes portadores de HIV ou pacientes transplantados, ou nos

casos em que a infeccdo possui um poder invasivo bem preponderante, faz-se
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necessario o uso dos derivados azolicos (itraconazol, fluconazol), visto que
estes possuem um efeito terapéutico sistémico mais eficaz frente aos agentes
topicos (Vazquez, 2000). O mecanismo de acdo € a inibicdo da enzima
lanosterol a-1 desmetilase envolvida na sintese do ergosterol, o que
compromete a permeabilidade da membrana e impede o crescimento celular
(Andes, 2003). O fluconazol apresenta um bom perfil de seguranca quando
administrado sistemicamente, com poucas contra-indicacdes ou efeitos
secundérios. Entretando resisténcia ao fluconazol tem sido demonstrada por

varios estudos (Ramage et al., 2005; Robbins et al., 2011).

3.4.2 Enxaguatorios bucais antissépticos

Dentre os agentes utilizados na prevencao e no tratamento de infeccdes da
cavidade oral, destacam-se 0s enxaguatérios bucais antissépticos (Anvisa),
gue séao indicados para auxiliar na remocdo quimica de biofilmes orais e
controle do crescimento microbiano. Os antissépticos bucais agem rompendo a
parede celular e impedindo a atividade enziméatica da célula microbiana, além
de prevenir a agregacao microbiana e diminuir sua multiplicacdo (Bugno et al.,
2006). Esses agentes tém um papel importante na prevengcdo e como
coadjuvantes no tratamento da candidiase oral, que em geral baseia-se no uso

de antifungicos tépicos ou sistémicos.

Ha uma grande disponibilidade de enxaguatérios bucais antissépticos contendo
diferentes ingredientes ativos, como 6leos essenciais, clorexidina, cloreto de
cetilpiridineo, entre outros. A maioria deles contém entre 5 a 25% de alcool,
gue é utilizado para estabilizar e dissolver os ingredientes ativos, proporcionar
uma sensacdo refrescante, aumentar o prazo de validade e prevenir a
contaminagdo por microrganismos. No entanto, o uso desses produtos é
desaconselhavel em criangas, gestantes, lactantes, alcoolistas, pacientes com
xerostomia e pacientes com mucosite ou que estao sob radioterapia de cabeca
e pescoco (White, 2005).
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A indicacdo correta dos antissépticos bucais é necessaria para garantir a sua
eficacia e seguranca. O uso prolongado dos antissépticos bucais que possuem
alcool em sua formulagédo pode causar uma descamacao da mucosa, além de
afetar as papilas linguais, interferindo na funcdo gustativa (White, 2005).
Atualmente existem apresentacfes comerciais sem alcool de diversos
antissépticos bucais. O aparecimento de manchas em dentes e restauracdes
pode ser solucionado com a descontinuidade do uso ou através de limpeza

profissional.

A clorexidina € um agente antimicrobiano altamente eficaz e pode ser utilizada
como padrdo-ouro para medir a poténcia de outros agentes. Ela é classificada
guimicamente como uma bisguanidina catiénica que se liga a superficies
carregadas negativamente, e essa ligacdo resulta em perda de integridade
estrutural da membrana, capacidade diminuida para aderir, fragmentacdo da
parede celular e morte do microrganismo (Reche, 2005). Uma propriedade
importante da clorexidina é a sua capacidade intrinseca de ser retida pelas
superficies orais e ser liberada gradualmente durante muitas horas, o que é
definido como substantividade. Ellepola & Samaranayake (2000) demonstraram
gue bochechos com clorexidina a 0,2% exibem beneficios clinicos no

tratamento de candidiase eritematosa e pseudomembranosa.

O cloreto de cetilpiridineo pertence a classe dos compostos de aménia
guaternaria e € um agente antimicrobiano amplamente utilizado (Paraskevas,
2005). O mecanismo de acdo esta relacionado com o aumento da
permeabilidade da parede celular que favorece a lise, diminui o metabolismo
celular e a habilidade do microrganismo em aderir a superficie dentaria. O
cloreto de cetilpiridineo liga-se facilmente aos tecidos orais, entretanto sua
substantividade € inferior a da clorexidina (Alves et al., 2012). Apesar da sua
maior retencgéo inicial o cloreto de cetilpiridineo é eliminado da cavidade oral

mais rapidamente.

O antisséptico bucal que apresenta o maior historico de uso € composto por
solucao hidroalcodlica dos 6leos essenciais timol, mentol e eucaliptol. Os 0Oleos

essenciais séo utilizados como flavorizantes, entretanto podem contribuir com a
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propriedade antimicrobiana do produto devido a presenca de compostos
fendlicos como seus principais constituintes, 0os quais agem principalmente
sobre bactérias gram-positivas e leveduras (Bugno et al., 2006). Como efeito
adverso, podemos citar a sensacdo de queimacao devido a alta concentracéao
de alcool em sua composicdo. Atualmente j4 existe no mercado a

apresentacao da formulacdo sem alcool.

O peroxido de hidrogénio é utilizado como um antisséptico para o controle de
varias condi¢gbes bucais. Trata-se de um agente oxidativo instavel, e sua acao
antimicrobiana se da pela formacéo de radicais hidroxila livres, que atacam a
membrana citoplasmatica, DNA e outros componentes celulares essenciais
(Modesto et al., 2000). Sua aplicacdo em Odontologia se d& principalmente
como complemento ao tratamento da doenca periodontal associado a
clorexidina, pois além de reduzir o manchamento causado pela clorexidina,
essa combinacdo € mais eficiente com relacdo ao potencial antimicrobiano

guando comparado aos efeitos destes antissépticos separados (Lee, 2001).

3.4.3 Estratégias para controle de biofilmes orais

Ndo ha uma Unica abordagem que possa ser utilizada para combater
especificamente biofiimes de Candida, mas uma variedade de métodos
mecanicos e quimicos para melhorar a higiene oral sdo geralmente adotados.
Um agente antimicrobiano ideal deve prevenir o desenvolvimento do biofilme, e
ser eficaz contra biofilmes estabelecidos. A escovacdo oferece beneficios na
remocdo do biofilme, mas pode ser limitada a sitios acessiveis dentro da
cavidade oral e pode ter efeitos deletérios sobre superficies de proteses
acrilicas se dentifricios abrasivos forem utilizados (Ramage et al., 2004). Em
tais casos, a superficie rugosa da protese pode ser mais propicia a
subsequente formacao de biofilme.

Nos casos de estomatite associada a prétese, € essencial a sua remocao
durante a noite, mantendo-a imersa em agua filtrada. No periodo em que a

prétese ndo estd em contato com a mucosa oral, agentes antimicrobianos
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podem ser empregados, utilizando preparacfes de limpeza de proteses como
hipoclorito de sodio a 0,5%, bicarbonato de sodio ou clorexidina a 0,2% por 30
minutos. Agua a temperaturas elevadas também pode ser uma alternativa para
a limpeza, além da desinfeccdo no micro-ondas por 03 minutos a 650 W (Nirale
et al., 2012).

3.5 Métodos de estudo de biofilmes

Existem varios métodos descritos para o estudo in vitro de quantificacdo de
biofilmes formados por microrganismos. As placas de poliestireno para
microtitulagdo com 96 pocgos permitem uso facil e generalizado, analises
comparativas entre as linhagens e espécies para testes de sensibilidade a
antifangicos (Pierce et al., 2008) e estudos de formacdo de biofilme de

diferente espécies de Candida.

Os métodos de estudo podem ser classificados em ensaios de biomassa, com
base na quantificacdo da matriz e ambas as células vivas e mortas; ensaios de
viabilidade celular, com base na quantificacdo de células viaveis; e ensaios de
guantificacdo da matriz, com base na coloragéo especifica de componentes da
matriz (Peeters et al., 2008). CondicBes Otimas para obter resultados

reproduziveis devem ser definidas para cada ensaio.

Biofilmes podem ser detectados por coloracdo e microscopia ou por
guantificacdo espectrofotométrica através da leitura da densidade oOptica (DO).
Os corantes utilizados para a quantificacdo da biomassa de todo o biofilme
como o cristal violeta (Stepanovic™ et al., 2007) e safranina séo corantes
basicos que se ligam a moléculas de superficie e polissacarideos na matriz
extracelular carregadas negativamente. Quando safranina € utilizada a leitura
da DO é realizada a 492 nm, e um valor de mais de 0,05 é necessério para
indicar a formacéo de biofilmes (Standar et al., 2010). Esse método tem uma

abordagem de leitura facil e requer pouco tempo e um custo menor.
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Para distinguir entre células vivas e mortas, técnicas baseadas na atividade
metabolica das células viaveis estdo disponiveis. O ensaio com o sal de
tetrazolio (XTT) baseia-se na reducdo do corante para um formazano sollvel
em agua (Gabrielson et al., 2002). A absorbéancia do sobrenadante de células é
proporcional ao numero de células metabolicamente ativas. Outro ensaio de
viabilidade baseia-se na reducédo da resazurina por células metabolicamente
ativas. Este € um composto azul que pode ser reduzido a resorufina rosa

fluorescente (O'Brien et al., 2000).

A quantificacdo da matriz de biofilme, um componente essencial do biofilme,
pode ser realizada com o corante 1,9 - dimetil azul de metileno (DMMB) que
forma um produto insolivel com polissacarideos sulfatados na matriz do
biofilme. A quantidade de corante liberado por adicdo de uma solugdo que
desfaz essas ligacbes € medida por espectrofotometria e reflete a quantidade
de polissacarideos sulfatados presentes na matriz de biofilme (Peeters et al.,
2008).

A quantificacdo do biofilme pode também ser feita por determinacdo da
guantidade de ATP libertada pelas células apds ruptura celular (Nikawa, 2003)
ou pela determinacdo da atividade respiratéria do biofilme. Os resultados
obtidos por esses métodos revelam excelentes correlagdes com os resultados

obtidos pela quantificacado do peso seco dos biofilmes.

3.6 Plantas medicinais

As plantas medicinais sédo representadas por todas as espécies silvestres ou
cultivadas, quando utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar ou
modificar um processo fisiolégico normal ou patolégico ou quando estas sao
fontes de farmacos ou de seus precursores. Assim, plantas medicinais s&o
valiosos produtos vegetais, frequentemente usados no tratamento de varias
doengcas e constituem uma importante fonte de novos componentes

biologicamente ativos (Page et al., 2004).
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O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € uma pratica
antiga, amplamente utilizada pela populagcdo mundial. O conhecimento popular
tem grande contribuicdo na divulgacdo dos beneficios obtidos a partir do uso
destas plantas e desperta o interesse de pesquisadores em estudos
multidisciplinares para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade
terapéutica ou com aplicacdes tanto na tecnologia farmacéutica quanto no
desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia de acao (Maciel et al.,
2002).

Vérias substancias utilizadas na medicina popular como agentes
antimicrobianos foram introduzidas nos produtos de higiene oral amparados por
estudos laboratoriais e clinicos. Carreto (2007) verificou que o extrato
hidroalcoodlico de Mentha piperita apresentou atividade fungistética e fungicida
para cepas de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Além disso, o 6leo
essencial de Mentha piperita exibiu atividade inibitéria sobre 48,75% das 80
cepas de Candida testadas. Hammer et al. (2000) demonstraram que o 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia foi capaz de inibir a formacdo de tubos

germinativos por C. albicans.

Prépolis é uma resina elaborada pelas abelhas a partir da coleta de
substancias secretadas pelas plantas, sendo amplamente utilizada no preparo
de cremes, locGes e pomadas. D'Aurea et al.(2003) avaliaram o efeito do
extrato de prépolis sobre os fatores de viruléncia da Candida albicans. Os
resultados demonstraram que houve reducéo significativa na formacéao de hifas
e atividade de fosfolipase. Molina et al. (2008) verificaram que os extratos
glicdlicos de proépolis apresentaram atividade fungicida para todas as cepas de
C. albicans testadas, e os extratos glicélicos de Salvia officinalis inibiram 80%
desses isolados. Weckesser et al. (2007) avaliaram extratos de diferentes
plantas, incluindo Salvia officinalis, sobre 29 bactérias aerdbias, anaerdbias e

leveduras e verificaram importante agc&o antimicrobiana.

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
foi aprovada por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, a qual se
constitui em parte essencial das politicas publicas de saiude, meio ambiente,
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desenvolvimento econdmico e social como um dos elementos fundamentais na
implementacéo de acdes capazes de promover melhorias na qualidade de vida
da populacao brasileira (Brasil, 2006). As acdes decorrentes desta politica,
manifestadas em um Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
sdo imprescindiveis para garantir a populacédo brasileira o acesso seguro e o
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo 0 usO
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da

industria nacional (Brasil, 2009).

Em Vitdria-ES, foi realizada pesquisa para averiguar 0 uso tradicional de
plantas medicinais que apontou a utilizacao por 80% da populacdo de plantas
medicinais para tratamento de doencas mais simples. A partir da articulacéo
intersetorial e das discussdes com a comunidade, implantou-se em 1990 o
Viveiro Municipal onde passaram a ser produzidas mudas de plantas
medicinais para posterior utilizacdo em trabalhos educativos e de campo em
todo o municipio (Vitéria, 2008). Com base em levantamento etnoboténico
sobre plantas utilizadas pela populacdo brasileira no tratamento de sinais e
sintomas relacionados as infec¢fes fungicas realizado por Fenner et al.(2006),
algumas espécies disponiveis no Viveiro Municipal foram selecionadas (Figura
5- A/B/C/D/E) para serem avaliadas quanto ao seu potencial efeito antifingico.

Algoddo (Gossypium hirsutum L.) pertence a familia Malvaceae e é
amplamente utilizado na medicina tradicional como cicatrizante. O cha das
raizes é utilizado para falta de memdria, e o cha das flores e frutos verdes é
aplicado em “frieiras” e micoses. Os constituintes mais importantes sédo o
gossipol e seus derivados, presentes na semente e em menor quantidade na
raiz e na casca (Lorenzi & Matos, 2002). Menegassi et al. (2008) isolaram uma
urease nas sementes de algoddo que apresentou atividade antifungica por
causar lesdes da parede ou membrana celular visualizadas por microscopia
eletronica de varredura. Foram evidenciadas modificac6es no crescimento das
hifas, como desorganizacdo e ramificacdes, além de ruptura da parede celular,

sugerindo assim a ocorréncia de plasmoélise e morte das células fungicas.
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Arctium lappa, conhecida popularmente como bardana, é uma planta perene,
originaria do Japéo, pertencente a familia Asteraceae, e caracteriza-se por
apresentar folhas grandes e flores arroxeadas. Diversas atividades biolégicas
desta planta ja foram descritas na literatura (Knott et al., 2008; Ferracane et al.,
2010), entre elas a atividade antimicrobiana in vitro sobre bactérias e leveduras
especialmente do género Candida (Lubian et al., 2010). A importancia dessa
planta levou sua inclusdo na Farmacopéia Brasileira primeira edi¢cdo (Brandao,
2006).

A cavalinha (Equisetum sp) pertence a familia Equisetaceae e é conhecida
também como equiseto (Martins, 2000). E uma planta perene que ndo possui
flores nem sementes. O nome cavalinha é dado indistintamente a todas as
espécies do género Equisetum ao qual ela pertence. As indicacbes e
propriedades terapéuticas, segundo a literatura popular, sdo para tratar
edemas por retencdo de liquidos (diurético), resfriados, gripes, herpes e aftas
(Lorenzi & Matos, 2002). Na composicdo quimica desse género, sao
registradas a presenca dos alcaldides nicotina e palustrina (equisetina), dos
flavondides apigenina, quercetina e campferol, e de derivados dos acidos

clorogénico, caféico e tartarico (Lorenzi & Matos, 2002).

Cecropia pachystachya Trécul. (embauba), também conhecida por nomes
como umbauba, imbauba, umbaubeira, arvore-da-preguica, entre outros, é
caracteristica de solos de maior umidade e tem preferéncia pelos locais
ensolarados. Essa planta se distribui desde o México até a Argentina
(Hikawczuk, 1998) e no Brasil situa-se principalmente no litoral do Nordeste,
passando por Sudeste, Centro-Oeste até Santa Catarina. E utilizada como anti-
hipertensiva e no tratamento de Ulceras e leucorréias (Fenner et al., 2006).
Estudos quimicos de espécies do género Cecropia revelam a presenca de
flavondides como metabdlitos predominantes. Simoni et al. (2007)
demonstraram que Cecropia pachystachya Trécul. apresentou atividade

antiviral contra herpesvirus animal em estudos de biomonitoramento.

Pogostemon heyneanus (patchouli), pertencente a familia Lamiaceae, € uma

planta herbacea nativa do sudeste Asidtico e cultivada extensivamente na
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india, Malasia, Indonésia e Cingapura. No Brasil, é cultivada principalmente no
norte e nordeste, onde é chamada de oriza. Plantas do genéro Pogostemon
produzem o Oleo essencial utilizado na fabricacdo de produtos cosméticos
como aromatizantes em perfumes e tém grande importancia na medicina
chinesa tradicional (Maia et al., 2001). Como propriedades terapéuticas
destacam-se as acfes antidepressiva, anti-inflamatéria, antisséptica e
afrodisiaca. Além destas propriedades, pesquisas recentes demonstraram

atividade antifungica, anti-helmintica e antitripanossoma do 6leo essencial de
patchouli (Sugimura et al., 2005; Zhao et al., 2005).

Figura 5 — Espécies vegetais selecionadas: A) Gossypium hirsutum L.(Malvaceae); B)
Arctium lappa (Asteraceae); C) Equisetum sp. (Equisetaceae); D) Cecropia
pachystachya Trécul. (Cecropiaceae); E) Pogostemon heyneanus (Lamiaceae)
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De acordo com a literatura, a utilizacdo de extratos naturais € promissora e 0S
estudos da atividade antimicrobiana devem ser ampliados para oferecer a
perspectiva da descoberta de novos extratos potentes e compostos bioativos

alternativos aos agentes antimicrobianos existentes.



4 METODOLOGIA

4.1 Plantas

4.1.1 Identificacéo e coleta

41

As plantas Gossypium hirsutum L., Arctium lappa, Equisetum sp., Cecropia

pachystachya Trécul. e Pogostemon heyneanus foram coletadas no Viveiro de

Plantas Medicinais da Prefeitura Municipal de Vitoria. O material botanico foi

identificado pela Prof2 Dr2 Luciana Dias Thomaz (Departamento de Botéanica)

com deposito de exsicata no Herbéario VIES da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), sob o nimero de Tombo 26419, 26420, 26421, 26423 e
26422 respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Plantas selecionadas

Nome Cientifico Nome Popular Familia Parte Utilizada
Gossypium hyrsutum L. Algodao Malvaceae Folhas

Arctium lappa Bardana Asteraceae Folhas
Equisetum sp. Cavalinha Equisetaceae Partes aéreas
Cecropia pachystachya Trécul. Embatba Cecropiaceae Folhas
Pogostemon heyneanus Patchouli Lamiaceae Folhas




42

4.1.2 Obtencao dos extratos brutos

As folhas das espécies Gossypium hyrsutum L. Arctium lappa, Equisetum sp.,
Cecropia pachystachya Trécul. e Pogostemon heyneanus foram coletadas,
secas e moidas separadamente. O p6 obtido foi submetido a extracdo através
de maceragdo com etanol. As solugbes extrativas foram recuperadas por
filtracdo e concentradas em rota-evaporador sob presséo reduzida a 80° C. Ao
final desse processo, os extratos brutos foram mantidos em geladeira a 4° C

até serem utilizados (Figura 6 - A/B).

Figura 6 (A/B) - Extratos brutos das plantas selecionadas

4.1.3 Diluigdo dos extratos

Partindo do peso seco do extrato, preparou-se as solucdes estoque (SE)
diluidas em dimetilsulféxido (DMSO), de modo a se obter a concentracdo de
5000 pg/mL. Os extratos diluidos foram homogeneizados em voértex até
dissolucéo completa. A partir da SE de 5000 pg/mL, foi preparada uma nova
solucdo (Figura 7) adicionando-se &gua destilada estéril para uma
concentracéo final de 1000 pg/mL (diluicdo 1:5), considerada como Diluicdo 1
(D1). A partir dessa solugdo D1 obteve-se uma diluicdo sequencial em escala
2, até a décima diluicdo, onde a concentracdo do extrato era de 1,95 pg/mL.
Para avaliar a acdo do solvente foi preparada uma solugcdo D1 de DMSO em
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agua destilada estéril com concentracdo de 20% (v/v) ou 1:5, que também foi

posteriormente diluida como os extratos.

Figura 7- Diluicdo 1 (D1) dos extratos : ALG (Gossypium hyrsutum L.), BAR (Arctium
lappa), CAV (Equisetum sp.), EMB (Cecropia pachystachya Trécul.), PAT

(Pogostemon heyneanus).

4.2 Antissépticos bucais

Foram utilizados os antissépticos bucais comerciais relacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Antissépticos bucais utilizados nos testes.

Produto Principio Ativo

Cepacol® Cool Ice (Sanofis, Brasil) Cloreto de Cetilpiridinio 0,500mg

Listerine® Cool Mint (Johnson & Johnson, Brasil) Timol, Eucaliptol, Mentol, Salicilato de Metila
Periogard® sem alcool (Colgate, Brasil) Gluconato de clorexidina 0,12%

Plax® Whitening (Colgate, Brasil) Peréxido de Hidrogénio 1,5%
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4.3 Meios de Cultura

O meio utilizado para os testes de microdiluicdo em caldo foi o RPMI-1640
(com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol)
tamponado em MOPS [4cido 3- (N-morfolino) propanossulfénico]. Os meios
utilizados para a semeadura prévia aos ensaios foram o &agar Sabouraud
Dextrose (ASD) e o caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) (Anexo 1).

4.4 Microrganismos

Foram utilizadas 62 isolados clinicos (mucosa oral: 25; mucosa vaginal: 06;
sangue: 20; trato urindrio:11) de Candida albicans pertencentes a colecéo
mantida congelada a -70 °C no Nucleo de Doencas Infecciosas (UFES). Nos
experimentos de biofilme foi também utilizada a cepa padrdo de Candida
albicans da American Type Culture Collection (ATCC®) numero 90028,
gentilmente cedida pelo Dr° Wander José da Silva, da Faculdade de

Odontologia de Piracicaba (Universidade Estadual de Campinas).

Para confirmar a identificacdo, as leveduras foram descongeladas e cultivadas
em ASD e posteriormente em meio cromogénico CHROMagar Candida®.
Isolados que cresceram com formacgdo de colbnias de coloracdo verde foram

confirmadas como espécies de Candida albicans.

4.5 Atividade antifungica de extratos vegetais e antissépticos bucais
(baseado no método de microdiluicdo em caldo - Documento M27-A3,
CLSI, 2008)

4.5.1 Preparo do in6culo

Foram utilizados 15 isolados clinicos (08 isolados produtores de biofilme e 07
iIsolados nao produtores de biofilme) nos testes de microdiluigdo com extratos e

antissépticos. As células foram previamente cultivadas em ASD a 35° C por 24
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horas. Apos o tempo de incubacédo, foram coletadas com alca bacteriol6gica 5
colénias de aproximadamente 1mm de didmetro para preparo de uma
suspensdo em 5mL de &gua destilada estéril. A suspensao foi agitada por
vortex por 15 segundos e a densidade celular foi ajustada por leitura
espectrofotométrica para escala 0,5 de MacFarland, equivalente a
transmitancia entre 85-90% em comprimento de onda de 530 nm e
correspondendo & concentracdo de 1 a 5x 10° células/mL. A suspens&o
utilizada no teste foi preparada por posterior diluicdo a 1:50 em agua destilada
estéril, seguida de diluicdo 1:20 em meio RPMI 1640 . A concentracao final

testada foi de 5x10% a 2,5x 103 células/mL.

4.5.2 Extratos vegetais

Para determinagcdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos,
foram realizadas diluicbes seriadas destes em caldo RPMI 1640, em
microplacas de 96 pocos. Na coluna 1 foram colocados 200 pL do extrato
preparado da diluicdo 1 (D1). Nas colunas 2 a 10 foram colocados 100 pL do
meio RPMI 1640; a seguir foram realizadas diluicbes seriadas (escala 2)
transferindo 100 uL do extrato da coluna 1 até a coluna 10, quando descartou-
se 100 pL. Apds as diluicbes estarem completas foram acrescentados 100 pL
do in6culo (preparado de acordo com o item 4.5.1) nos pocos 1 ao 10. Na
coluna 11 foram colocados 100 puL do meio RPMI 1640 e 100 pL do in6culo
como controle positivo e na coluna 12 apenas 200 pL de RPMI 1640 como
controle negativo (Figura 8). Em uma fileira horizontal foi adicionado apenas o
veiculo (DMSO), onde foram realizadas as mesmas diluicbes descritas acima,
como controle da acdo do veiculo. A seguir, foram acrescentados 100 pL de
in6éculo, conforme descrito no item 4.5.1. Os testes foram realizados em
duplicata. ApoOs incubacdo por 24 horas a 35°C, a CIM do extrato foi
determinada como a menor concentracdo capaz de inibir totalmente o

crescimento fangico.
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Concentragao dos extratos (pg/mL)
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Figura 8 - Distribuicdo e concentracao final dos extratos nas microplacas .

C+ (Controle positivo); C- (Controle negativo)

4.5.3 Antissépticos bucais

Para determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM), diluicdes seriadas
dos antissépticos foram preparadas em microplacas de 96 pocos, com caldo
RPMI 1640. Na coluna 1, foram colocados 200 pL do antisséptico na
concentracdo comercial. Nas colunas 2 a 10, foram colocados 100 puL do meio
RPMI 1640; a seguir foram realizadas diluicdes seriadas (escala 2) transferindo
100 pL do antisséptico da coluna 1 até a coluna 10, quando descartou-se 100
L. ApoOs as diluicdes estarem completas foram acrescentados 100 pyL do
indculo, obtido conforme item 4.5.1, nos pocos 1 ao 10. Na coluna 11, foram
colocados 100 pL do meio RPMI 1640 e 100 pL do indculo como controle
positivo e na coluna 12 apenas 200 pL de RPMI 1640 como controle negativo
(Figura 9). Os testes foram realizados em duplicata. Apds incubacgéo por 24
horas a 35°C a CIM do antisséptico foi determinada como a menor

concentracdo capaz de inibir totalmente o crescimento fangico.
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Concentragao dos Antissépticos (%)
50 25 125 625 313 156 078 0,39 0,20 0,10 C+  C-

Figura 9 - Distribuicdo e concentracao final dos antissépticos nas microplacas .

C+ (Controle positivo); C- (Controle negativo)

4.6 Biofilme
4.6.1 Preparo do in6culo

O preparo do inoculo foi realizado segundo Pierce et al. (2008) com algumas
modificagdes. Antes de cada ensaio, os isolados foram cultivados em ASD a
37° C por 24 horas. Com auxilio de al¢a bacteriolégica foram coletadas cerca
de 5 colbnias (com aproximadamente 1 mm de didmetro), inoculadas em baldo
contendo 20mL de caldo YPD e cultivadas em incubadora orbital com 120 rpm
a 35°C por 18 horas (overnight). Ao fim das 18 horas de crescimento, as
células foram submetidas a um processo de lavagem em que a suspensao foi
centrifugada durante 5 minutos a 3000 rpm. ApoOs remocéo do sobrenadante,
as células foram lavadas 2 vezes com PBS (solucao salina tamponada) gelado.
O “pellet” foi ressuspendido em meio RPMI 1640 pré-aquecido a 37°C de modo
a se obter uma suspensdo com concentracdo final de 1.0 x 10° células/mL,
equivalente a densidade optica (DO) de 0,1, ajustada em espectrofotbmetro

com comprimento de onda de 600 nm.
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4.6.2 Formacao de biofilme

Foram utilizados 62 isolados clinicos nos testes de formacdo de biofilme.
Foram colocados 200 pL do inéculo em microplacas com 96 pocos, tendo como
controle negativo 200 uL de RPMI 1640 e como controle positivo a cepa padréo
ATCC® 90028. As placas foram seladas e incubadas em estufa a 35°C por 24

horas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Ap6s o periodo de incubacao, o meio foi aspirado cuidadosamente e 0s pocos
foram lavados 3 vezes com 200 pL de PBS estéril para remover as células nao
aderidas. As microplacas foram invertidas sobre papel toalha para remover o
excesso de liquido, e depois foram deixadas por 20 minutos a temperatura
ambiente para secar. A seguir foram colocados 200 pL do corante safranina
0,1% por 15 minutos. O corante foi descartado e as placas foram lavadas por
imersdo em agua destilada, e deixadas por 1 hora a temperatura ambiente para
secar. Para solubilizar o corante, foram acrescentados 100 pL de alcool-éter
97% (v/v) e 100 pL de PBS. A leitura da DO foi realizada em leitor de ELISA
(Thermoplate Reader) em comprimento de onda de 492nm. Foi estabelecido
como ponto de corte ("cut-off*) a média dos valores do controle positivo. Os
isolados que apresentaram valores iguais ou superiores a média dos valores do
controle positivo foram considerados produtores de biofilme; e os que
apresentaram valores inferiores foram considerados como nao produtores de

biofilme.

4.6.3 Ensaio de inibicdo de formacdo de biofilme com antissépticos
bucais

A capacidade de inibicdo de formacdo de biofilme (antiades&o) dos
antissépticos bucais foi avaliada nos isolados clinicos classificados como
produtores de biofilme (Anexo 4). Os antissépticos foram testados
individualmente em microplacas e distribuidos em diluicdes. Na coluna 1, foram
colocados 200 pL do antisséptico na concentracdo comercial. Nas colunas 2 a
9, foram colocados 100 pL do meio RPMI 1640; a seguir foram realizadas

diluicdes seriadas (escala 2) transferindo 100 puL do antisséptico da coluna 1
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até a coluna 9, quando descartou-se 100 pL. Apds as diluicdes estarem
completas foram acrescentados 100 pL do inéculo, obtido conforme item 4.6.1,
nos poc¢os 1 ao 9. Na coluna 10 e 11, foram colocados 100 pL do meio RPMI
1640 e 100 pL do indéculo como controle positivo e na coluna 12 apenas 200 pL
de RPMI 1640 como controle negativo (Figura 10). A cepa padrdao ATCC®
90028 foi usada como controle positivo para formacéo de biofilme. As placas
foram seladas e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Todos 0s ensaios

foram realizados em duplicata.

Concentragao dos Antissépticos (%)
50 25 125 625 313 156 078 039 020 C+ C+ C-
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Figura 10- Distribuicdo e concentracao final dos antissépticos nas microplacas (ensaio
de inibicdo de formagéao de biofilme).

C+ (Controle positivo); C- (Controle negativo)

4.7. Analise dos dados

Para a andlise dos dados, foi utilizado o teste de varidncia ANOVA néo
paramétrico (Kruskal-Wallis) com o auxilio do programa GraPhad Prism 5.0b. O

nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Massa dos extratos obtidos

As massas dos extratos brutos obtidos e seus rendimentos podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento dos extratos brutos das espécies avaliadas

Massa da Massa do extrato Rendimento do
Planta .

planta (g) obtido () extrato (%)
Gossypium hyrsutum L. 68,85 7,41 10,76
Arctium lappa 88,58 8,08 9,12
Equisetum sp. 195,63 2,72 1,39
Cecropia pachystachya Trécul. 103,66 19,88 19,18
Pogostemon heyneanus 55,19 591 10,70

5.2 Testes de microdiluicao

5.2.1 Atividade antifungica (CIM - ug/mL) de extratos e antissépticos

A leitura do teste foi realizada por comparacdo visual do crescimento da
levedura ocorrido nos pocos referentes as diferentes concentracfes testadas
de extratos e antissépticos com 0 seu crescimento no pogo-controle positivo,

adotando-se 100% de inibicdo para determinacéao de CIM.

A Figura 11 mostra que o extrato de Gossypium hirsutum L. apresentou valores
de CIM entre 250 e 62,5 pg/mL; os extratos de Arctium lappa e Equisetum sp.
250 pg/mL; o extrato de Pogostemon heyneanus entre 125 e 62,5 ug/mL e os
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menores valores de CIM foram observados para o extrato de Cecropia
pachystachya Trécul., entre 7,81 e 3,91 pg/mL. O solvente DMSO inibiu o
crescimento flngico até a concentracdo de 10%(v/v), equivalente a
concentracédo de 500 pg/mL dos extratos, e considerou-se que os valores de

CIM abaixo desta concentracdo ndo sofreram interferéncia da acdo do

solvente.
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Figura 11- Valores de CIM (em pg/mL) dos extratos vegetais.

A Figura 12 mostra que os antissépticos Cepacol® Cool Ice e Periogard®
apresentaram 0s menores valores de CIM, entre 0,20 e 0,10%; Plax®
Whitening variou entre 1,56% e 0,39% e Listerine® Cool Mint apresentou
valores entre 6,25% e 0,39%. As diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis, p<
0,0001) revelaram que os antissépticos bucais Cepacol® Cool Ice e

Periogard® apresentaram os melhores resultados.
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Figura 12- Valores de CIM (%) dos antissépticos bucais.

5.3 Biofilme

5.3.1 Formacéao e quantificacdo de biofilme

Dos 62 isolados clinicos testados, apenas os 19 isolados que apresentaram
valores iguais ou superiores a média dos valores do controle positivo (cepa
padrédo) foram considerados produtores de biofilme (Figura 13). Os isolados
gue apresentaram valores inferiores a média dos valores do controle positivo
(cepa padrao) foram considerados como fracamente produtores ou néo

produtores de biofilme (Anexo 4).
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Figura 13- Isolados clinicos de C.albicans produtores de biofilme.

5.3.2 Inibicao de formacéao de biofilme

Foram considerados os valores de CIM dos antissépticos bucais que inibiram
100% da formacdo de biofilme dos isolados clinicos. Nos casos em que
ocorreu uma inibicdo parcial de formacao de biofilme (menor que 100%), os
resultados foram considerados negativos. Dos 19 isolados clinicos, 4 ndo foram
inibidos por nenhum dos produtos testados, 4 foram inibidos apenas por 1

produto e 1 foi inibido por 2 produtos (Anexo 5).

A CIM de Cepacol® Cool Ice ficou entre 0,39% e 0,20% para 8 isolados e
entre 25% e 12,5% para 4 isolados clinicos (Figura 14). Listerine® Cool Mint
(Figura 15) obteve CIM entre 0,39% e 0,20% para 8 isolados, 3,13% para 1

isolado e 12,5% para 2 isolados clinicos.
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Figura 14- Cepacol® Cool Ice
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Figura 15- Listerine® Cool Mint

(*) negativo ou inibicdo menor que 100%
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A CIM de Periogard® ficou entre 0,39% e 0,20% para 7 isolados,1,56% para 4
isolados, 6,25% e 3,13% para 2 isolados (Figura 16). Plax® Whitening obteve
CIM entre 0,78% e 0,20% para 10 isolados, 3,13% para 1 isolado e 50% e 25%

para 2 isolados clinicos (Figura 17).

Em relacdo a inibicdo de formacdo de biofilme, ndo houve diferencas
estatisticas entre os antissépticos bucais analisados (Kruskal-Wallis, p=
0,6915).
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6. DISCUSSAO

A capacidade de Candida albicans para colonizar materiais dentarios formando
biofilme & importante no desenvolvimento da estomatite associada a proétese,
embora a levedura possa ser encontrada na protese e mucosa oral de
individuos sem quaisquer sinais clinicos dessa infec¢cao (Abbeele et al., 2008).
Ramage et al. (2004) utilizaram microscopia eletronica de varredura para
demonstrar a capacidade de adesédo de C. albicans ao longo das imperfei¢cdes
e fissuras na superficie das préteses dentérias. As formas filamentosas
profundamente aderidas a superficie constituem, em parte, fator de resisténcia

do biofilme a terapia antifangica.

A eficacia da terapia antifungica no tratamento de estomatite associada a
protese pode ser limitada nos casos em que o biofilme ndo seja completamente
removido. A recorréncia da infeccdo pode manifestar-se apos a interrupcdo do
tratamento antifingico por recontaminacdo da superficie da prétese, assim a
limpeza rigorosa das proteses é necessaria para o tratamento e prevencao da
estomatite associada a protese. Chandra et al. (2001) relataram que
anfotericina, nistatina, clorexidina e fluconazol reduziram em até 8 vezes a
capacidade de inibir o crescimento de células de C. albicans cultivadas de
biofilmes formados em superficies de materiais dentarios in vitro, em relacao

aos seus efeitos sobre células provenientes de culturas simples.

A associacdo de higienizacéo inadequada de prétese e estomatite foi mostrada
por Pires et al. (2002) que constataram significativa melhora clinica apés a
substituicdo das proteses. Entre 39 individuos usando préteses totais e com
estomatite protética, mais de 80% nao realizavam higienizagédo eficiente das
proteses, e 100% apresentaram colonizacdo de suas proteses e mucosa oral
por C. albicans. A estomatite protética foi eliminada em quase dois ter¢cos dos
individuos nos 6 meses posteriores a instalacdo de novas proteses e execucao

de préticas corretas de higiene.
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Em nosso trabalho todos os antissépticos bucais analisados (Cepacol® Cool
Mint, Listerine® Cool Mint,Periogard® e Plax® Whitening) apresentaram acao
antifungica frente aos isolados de C. albicans. Entretanto, Cepacol® Cool Ice e
Periogard® apresentaram os melhores resultados com valores de CIM entre
0,20 (26,7% dos isolados) e 0,10% (73,3% dos isolados). Os fabricantes
recomendam o uso das formulacfes puras e em nosso trabalho o maior valor

de CIM encontrado foi de 6,25% que representa a diluicdo do produto em 1:16.

O cloreto de cetilpiridinio, principio ativo do Cepacol® Cool Ice, teve sua acéo
antimicrobiana previamente relatada na literatura (Bugno et al., 2006; Alves et
al., 2012), o que confirma os nossos resultados. Em trabalho realizado por
Rocha et al. (2006) Cepacol® apresentou valores de CIM entre 0,003 e
0,025ug/mL para leveduras isoladas da cavidade bucal de adultos portadores
de HIV.

Matos et al. (2009) encontraram valores de Maxima Diluicdo Inibitéria (MDI)
para a solugdo a base de clorexidina de 0,12%, variando entre 0,2% e 0,1%
para 72,7% dos isolados de C. albicans analisados. O poder antimicrobiano da
clorexidina sobre Candida spp. €é relatado na literatura (Ellepola &
Samaranayake, 2000; Ramage et al., 2011). Maekawa et al.(2010) avaliaram a
atividade de antissépticos bucais a base de clorexidina sem alcool em
comparacdo ao controle com alcool sobre isolados de C.albicans e néo

encontraram diferencas estatisticas entre 0s grupos.

A acdo fungistatica de Listerine® Cool Mint foi observada em concentracdes
maiores que 0s outros produtos testados neste trabalho. Os valores de CIM
encontrados foram de 6,25% (53,3% dos isolados), 3,13% (33,3% dos
isolados), 1,56% e 0,39% (6,7% dos isolados respectivamente). Nossos
resultados estdo parcialmente de acordo com Toti-Rodrigues (2008) que
analisando diferentes metodologias para testes de suscetibilidade de
antissépticos bucais frente a espécies do género Candida encontrou valores
de CIM de Listerine® entre 5 e 50%, maiores que 0S outros antissépticos

avaliados. Meiller et al. (2001) obtiveram valores mais altos de CIM para o
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Listerine® empregando a metodologia de macrodiluicdo em caldo frente as

espécies de Candida.

O peroxido de hidrogénio tem sua acdo antifungica discutida na literatura, pois
apresenta resultados controversos. Nossos resultados mostraram que o0
antisséptico Plax® Whitening apresentou valores de CIM entre 1,56% (60% dos
isolados) e 0,39% (26,7% dos isolados). No trabalho de Matos et al. (2009) a
solucdo comercial & base desse agente apresentou Maxima Diluicdo Inibitoria
(MDI) de 0,78% para 86,35% das amostras. Modesto et al. (2000) relataram
resultados significativos do peroxido de hidrogénio a 3% sobre C. albicans in

vitro e sobre biofilme dentario.

Estudos sobre a atividade de antiadesdo sao importantes para demonstrar a
capacidade de um antimicrobiano para controlar infeccbes associadas a
biofilmes formados em superficies artificiais ou biolégicas. Embora a
capacidade de C. albicans para formar hifas seja essencial para o
desenvolvimento de biofilmes, nem todos os isolados clinicos sdo capazes de
formar biofilmes com niveis equivalentes. Em nosso trabalho foi avaliada a
capacidade de formacéao de biofilme de 62 isolados clinicos de C. albicans, dos
quais apenas 19 foram classificados como formadores de biofilme quando
comparados a uma cepa padrao.

Em relacdo a inibicdo de formac&o de biofilmes, consideramos apenas o0s
valores de CIM que inibiram 100% da formacéo de biofilme. Nossos resultados
revelaram que as CIM de Cepacol® Cool Ice entre 25% e 0,20%; Listerine®
Cool Mint entre 12,5% e 0,20%; Periogard® entre 6,25% e 0,20% e Plax®
Whitening entre 50% e 0,20% foram inibitérias. Embora a metodologia utilizada
em nosso trabalho tenha analisado a inibicdo da biomassa do biofilme, os
dados mostram certa concordancia com estudos que avaliam a reducdo da

viabilidade celular em biofilmes.

Ramage et al. (2011) demonstraram que os antissépticos bucais Corsodyl®
(clorexidina 0,2%) e Listerine® tém a capacidade de reduzir a viabilidade de
biofilmes pré-formados in vitro em 80% apos enxague de 30-60 segundos, de
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acordo com as recomendacbes de cada fabricante. Estudos anteriores
relataram dados semelhantes, onde clorexidina a 0,12% e Listerine®
mostraram ser eficazes contra biofilmes de fungos (Meiller et al., 2001; Shapiro
et al.,, 2002). Pusateria et al. (2009) demonstraram que discos de acrilico
previamente tratados com clorexidina a 0,12% tiveram uma reducao
significativa no crescimento do biofilme de C. albicans em sua superficie ao

longo de todo o curso de 72 horas.

Nosso estudo mostrou que cerca de 50% dos isolados da mucosa oral
formadores de biofilme tiveram inibicdo na formacdo de biofilme pelos
antissépticos bucais e, dentre estes, Periogard® obteve o0s melhores
resultados, o que demonstra concordancia com seus resultados nos testes de
inibicdo de células planctbnicas de C. albicans. Todos os isolados de mucosa
vaginal formadores de biofilme foram inibidos pelos antissépticos bucais, com o
melhor resultado obtido por Cepacol® Cool Ice. A maioria dos isolados do
sangue e trato urindrio formadores de biofiilme n&o foram inibidos por
antissépticos bucais. A eficicia dos antissépticos bucais contra biofilmes de
isolados de mucosa oral de Candida albicans in vitro sugere que 0s ensaios
clinicos devem ser projetados para estabelecer seu papel no manejo clinico de

candidiase oral.

Os componentes ativos nos antissépticos bucais tém amplo espectro de
atividade antimicrobiana, através da ruptura da membrana e, ao contrario dos
azllicos e polienos, sua acdo nao estd relacionada com o ergosterol da
membrana celular e consequente toxicidade. Entretanto existem algumas
desvantagens para o a utilizacdo de antissépticos bucais como coloracéo
superficial de esmalte e também da prétese dentaria, sensacdo de ardor e
alteracOes do paladar. Muitos deles também tém um elevado teor de alcool,
gue pode ser contraindicado em algumas situacbes especificas. Como
resultado, os compostos alternativos tém atraido a atencédo dos pesquisadores.

A eficacia antimicrobiana atribuida a algumas plantas no tratamento de
doencas tem sido corroborada por dados na literatura cientifica (Lubian et al.,
2010; Molina et al., 2008). Devido a sua utilizacdo popular como remédios para
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muitas doencas infecciosas (Fenner et al., 2006), pesquisas de plantas que

contenham substancias antimicrobianas séo frequentes.

Neste trabalho utilizamos o solvente DMSO para solubilizar os extratos
vegetais, e sua acdo antimicrobiana interferente foi analisada durante a
realizacdo dos ensaios. A concentracdo deste agente que interferiu no
crescimento foi de 10% (v/v), encontrada apenas no po¢co 1. Assim foram

consideradas as inibicbes que ocorreram a partir do pogo 2 .

Em nossos trabalho os extratos avaliados apresentaram os seguintes valores
de CIM: Gossypium hirsutum L. 250 a 62,5 pg/mL; Arctium lappa e Equisetum
sp. 250 pg/mL; Cecropia pachystachya Trécul. 7,81 a 3,19 ug/mL; e
Pogostemon heyneanus 125 a 62,5ug/mL. Concluimos que todos os extratos
apresentaram acdo antifungica, mesmo em concentracfes maiores, e que 0S
resultados de Cecropia pachystachya Trécul revelaram-se promissores para
estudos de profilaxia ou terapia alternativa para candidiase oral, principalmente
para utilizacdo na descontaminacao de préteses dentarias. Sua atividade pode
converté-lo em uma alternativa promissora para o tratamento tépico da
candidiase oral e estomatite associada a protese. No entanto potencias efeitos

toxicos de alguns destes compostos devem ser considerados.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos conduzidos para avaliar o
efeito de extratos das duas espécies de “bardana” (Arctium minus e Arctium
lappa) que evidenciaram atividades biologicas variadas, incluindo atividade
antifingica e antibacteriana (Ferracane et al., 2010). Lubian et al. (2010)
demonstraram que o extrato aguoso das folhas de Arctium minus possui efeito

fungistatico in vitro contra espécies orais de Candida spp.

Segundo Bertalot et al. (2010) o preparado de Equisetum sp. é muito eficaz
para evitar fungos em substratos de mudas para horticultura. Garcia et
al.(2010) realizaram pesquisa etnofarmacoldgica entre os migrantes que vivem
na Mata Atlantica do sudeste de Diadema, S&o Paulo, e relataram o uso de
Equisetum arvensis L. como diurético e Gossypium sp. como anti-inflamatorio,

entretanto essas atividades ainda n&o foram confirmadas por estudos
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farmacologicos. Estas espécies devem ser alvo de investigacfes futuras,
porque a manutencdo do uso durante as migracdes humanas pode ser

indicativo de potencial bioativo.

Pogostemon sp. € popularmente utilizado no tratamento de eczema, dermatite
inflamatdria, micoses, acne, e como cicatrizante de feridas. No trabalho de
Cérrea & Goncgalves (2010) com 6leos essenciais de plantas aroméaticas foi
possivel constatar que a espécie Pogostemon cablin ndo apresentou acdo
antifingica contra espécies de Candida.

Estudos confirmam o efeito antioxidante que o acido clorogénico presente na
Cecropia pachystachya Trécul. possiu ao reduzir o estresse oxidativo e
proteger contra danos nos tecidos em diabetes (Chan et al., 2012; Aragao et
al., 2010). A seiva da "embauba" foi relatada como téxica, mas seus frutos sao
usados para combater a bronquite (Garcia et al., 2010). Outras pesquisas
relatam que esta espécie possui atividade cardiotdnica, sedativa (Consolini et
al., 2006) e anti-inflamatoria (Schinella et al., 2008).

Pesquisas sobre aplicacdo clinica de extratos vegetais no tratamento de
candidiase oral mostram resultados promissores. Sabzghabaee et al. (2012)
realizaram um estudo randomizado com 80 pacientes que utilizaram gel de
Satureia hortensis a 1% ou placebo para o tratamento de estomatite protética
por 14 dias consecutivos. O grupo de intervencdo apresentou melhora
significativa de eritema na mucosa e contagem de coldnias de Candida spp. em
relacdo ao grupo controle, demonstrando que esse agente pode ser eficaz para

o tratamento de estomatite associada a protese.

Alguns fatores ambientais envolvidos no momento da coleta da planta devem
ser considerados como: sazonalidade, clima, tipo de solo e temperatura do ar.
A producdo de metabdlitos secundérios pela planta ocorre em funcdo da
interacdo planta versus ambiente em resposta a fatores quimicos e biolégicos.
Este fato pode explicar resultados divergentes de extratos da mesma espécie,
mas coletado em locais e periodos diferentes. Todos os extratos testados neste

estudo foram obtidos a partir de espécies vegetais colhidas em Unica estacao
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do ano (primavera), em unico periodo do més (novembro de 2010) e da mesma

localidade do municipio de Vitoria.

Concluimos que extratos em concentracdes superiores associadas ao maior
namero de linhagens de Candida albicans sdo necessarios, com a finalidade de
obter resultados mais robustos sobre o efeito dos extratos vegetais sobre esta
espécie. Ressaltamos ainda que este estudo corrobora a importancia dos
dados de levantamentos etnofarmacoldgicos na selecdo de plantas para

triagem de bioatividade.

A alta prevaléncia de estomatite protética entre usuarios de protese total e sua
associacdo com a falta de adequada higiene de préteses sugere que apenas
uma minoria de usuarios de préteses realmente pratica a limpeza rigorosa de
suas proteses. Entre os fatores envolvidos estdo dificuldades motoras para
executar a higienizacao (individuos com idade avancada), custo elevado dos
produtos disponiveis no mercado e fatores psicossociais que impedem a

remocado das proteses por periodos prolongados.

Estratégias para impedir o desenvolvimento de biofilme em proteses dentarias
constituem a melhor abordagem para evitar a infeccdo, principalmente através
de higienizagdo usando agentes antimicrobianos alternativos. Esta abordagem
evita repetidas exposicbes de leveduras aos azolicos e diminui o

desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos.

As pesquisas com extratos vegetais buscam novos produtos com atividade
farmacologica, menor toxicidade e maior biocompatibilidade, e que apresentem
custos mais acessiveis a populacdo. A utilizacdo de plantas medicinais tem
como objetivo tornar-se uma conduta clinica criteriosa pela qual o profissional
opta por ser eficaz, por provocar efeitos colaterais minimos e por estar ao
alcance de todos, como um recurso de baixo custo dentro de programas
preventivos e curativos, incluindo os programas promovidos pelo Sistema

Unico de Saude (SUS).
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7. CONCLUSOES

Todos o0s extratos vegetais avaliados (Gossypium hirsutum, Arctium lappa,
Equisetum sp., Cecropia pachystachya Trécul. e Pogostemon heyneanus)

apresentaram acédo antifungica in vitro frente aos isolados de C. albicans.

Atividade antifangica foi mais evidenciada com o extrato de Cecropia
pachystachya Trécul. que apresentou os menores valores de CIM, em relacdo

aos demais.

Todas as formulacdes comercializadas dos antissépticos bucais analisados
(Cepacol® Cool Ice, Listerine® Cool Mint, Periogard® e Plax® Whitening)
apresentaram acédo antifingica in vitro frente aos isolados de C. albicans.

Atividade antifungica foi mais evidenciada com Cepacol® Cool Ice e

Periogard®, que apresentaram os menores valores de CIM.

Todos os antissépticos bucais analisados foram capazes de inibir a formacao
de biofilme in vitro pela cepa padréo e pelos isolados de C. albicans, mas sem

diferencas estatisticamente significantes entre estes produtos.
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9 ANEXOS

Anexo 1 — Meios de cultura e reagentes utilizados

1) Agar Sabouraud Dextrose (ASD) com cloranfenicol (Difco)

Agua destilada q.S.p.......c.covvvvenene.. 1L

e O meio é pesado de acordo com a determinacdo do fabricante (para
preparo de 1 litro de meio) e levado ao micro-ondas para fundir o agar;

e Apo6s homogeneizacdo o meio € esterilizado em autoclave a 121°C durante
15 minutos e distribuido em placas de Petri estéreis. As placas sédo

armazenadas em geladeira a uma temperatura entre 2-5°C.

2) CHROMagar Candida

CHROMagar Candida ( CHROMagar) .........cccccevvueeee 47,79

Agua destilada eStéril ...........cccvveviiieeiieieeeeeeeeeeeeeee s 1L

e O agar é adicionado a agua destilada estéril e levado ao micro-ondas até a
completa fusdo do agar, evitando a fervura, sendo depois distribuido em
placas de Petri estéreis (90X15 mm). As placas sdo armazenadas em

geladeira a uma temperatura entre 2-5°C.
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3) Meio RPMI -1640 (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato de sédio ................ 10,49
AQUE AESHIATA .......c.eeivieeiie e e, 1L

e O meio é solubilizado em &agua destilada, sob agitacdo com barra
magnética, sem aquecimento; o pH é ajustado para 7,0 com tampédo MOPS
(0,165 M);

e A solucéo é esterilizada por filtracdo em membrana com poro de 0,22um de
diametro (Millipore) e conservada em frasco estéril em geladeira a uma

temperatura entre 2-5°C.

4) YPD

Peptona ... 20g
Dextrose ..........cccociiiiiiennnnns 20g
Extrato de levedura ............. 10g
Agua destilada ...................... 1L

e Os constituintes sao dissolvidos em 1 litro de 4gua destilada sob agitacdo e
com aquecimento. Apos ajuste do pH para 6,5 +0,2, 0 meio € esterilizado
em autoclave a 121°C durante 15 minutos e armazenado em geladeira a

uma temperatura entre 2-5°C.
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5) Tampéao PBS 0,2M

e Preparar as solugbes A e B

e Solucdo A: Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO4H.0) 0,2M — 2,76
g/100mL de agua destilada.

e Solucdo B: Fosfato de sédio dibasico (Na,HPO,4 H,0) 0,2M — 5,365 g/ 100
mL de agua destilada.

SOIUCAO A ..o 14mL
Solucdo B .....cccoveeeeeeee. 36mL
NaCl ..., 8,59
Agua destilada q.s.p ......... 1L

e Os constituintes sdo misturados sob agitacdo e o pH ajustado para 7.2. A
solucdo é esterilizada em autoclave a 121°C durante 15 minutos e

armazenada em geladeira a uma temperatura entre 2-5°C.
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Anexo 2- Valores de CIM dos isolados clinicos de Candida albicans nos testes

de microdiluicdo com extratos.

Teste Microdilui¢do Extratos (CIM - pg/mL)

Gossypium  Arctium : Cecropia Pogostemon
Isolados hirsutum L. la Equisetum sp. pachy’stachya hevnean

bpa Trécul. eyneanus
02B 62,50 250 250 7,81 125
03B 125 250 250 3,91 125
05B 250 250 250 3,91 125
06B 62,50 250 250 3,91 125
68B 250 250 250 7,81 125
134B 62,50 250 250 7,81 62,50
78V 62,50 250 250 3,91 62,50
o7V 62,50 250 250 3,91 62,50
121V 125 250 250 7,81 125
141V 250 250 250 7,81 125
163 125 250 250 7,81 125
167 125 250 250 3,91 62,50
81H 125 250 250 7,81 125
84H 62,50 250 250 3,91 62,50

85H 62,50 250 250 3,91 62,50
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Anexo 3 — Valores de CIM dos isolados clinicos de Candida albicans nos testes

de microdiluicdo com antissépticos bucais.

Teste Microdiluicdo Antissépticos (CIM - %)

Isolados Cepacol® Cool Ice Listerine® Cool Mint Periogard® Plax® Whitening

02B 0,20 1,56 0,20 1,56
03B 0,20 6,25 0,20 1,56
05B 0,10 6,25 0,10 1,56
06B 0,20 3,13 0,20 1,56
68B 0,10 6,25 0,10 1,56
134B 0,10 6,25 0,10 0,39
78V 0,10 0,39 0,10 0,39
97V 0,10 3,13 0,10 0,39
121V 0,10 6,25 0,10 1,56
141V 0,10 6,25 0,10 1,56
163 0,10 6,25 0,10 1,56
167 0,10 6,25 0,10 0,78
81H 0,10 3,13 0,10 0,78
84H 0,10 3,13 0,10 0,39

85H 0,20 3,13 0,20 1,56




Anexo 4 — Valores de leitura da D.O. nos testes de formacao de biofilme

Isolados de C.

albicans D.O Local de Isolamento
ATCC 90028 0,102 Cepa Padrao
01B 0,050 Mucosa Oral
02B 0,020 Mucosa Oral
03B 0,112 Mucosa Oral
04B 0,116 Mucosa Oral
05B 0,025 Mucosa Oral
06B 0,020 Mucosa Oral
100B 0,070 Mucosa Oral
104B 0,103 Mucosa Oral
110B 0,000 Mucosa Oral
120B 0,035 Mucosa Oral
122B 0,065 Mucosa Oral
127B 0,069 Mucosa Oral
128B 0,000 Mucosa Oral
134B 0,105 Mucosa Oral
135B 0,000 Mucosa Oral
140B 0,018 Mucosa Oral
142B 0,000 Mucosa Oral
66B 0,001 Mucosa Oral
68B 0,000 Mucosa Oral
71B 0,040 Mucosa Oral
72B 0,039 Mucosa Oral
73B 0,124 Mucosa Oral
80B 0,023 Mucosa Oral
82B 0,298 Mucosa Oral
83B 0,004 Mucosa Oral
121V 0,009 Mucosa Vaginal
141V 0,041 Mucosa Vaginal
67V 0,104 Mucosa Vaginal
76V 0,308 Mucosa Vaginal
78V 0,090 Mucosa Vaginal
97V 0,181 Mucosa Vaginal
163 0,000 Sangue
165 0,069 Sangue
167 0,000 Sangue
175 0,165 Sangue
180 0,059 Sangue
184 0,065 Sangue

186 0,357 Sangue



187
189
190
195
268
269
02C
04C
168A
266C
AP424
T266
T405
107H
115H
121H
66H
78H
81H
84H
85H
89H
90H

93H

0,074
0,137
0,151
0,070
0,000
0,000
0,028
0,033
0,000
0,067
0,032
0,058
0,192
0,105
0,034
0,000
0,048
0,033
0,120
0,158
0,684
0,090
0,108
0,051

Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinario
Trato Urinério
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Anexo 5 — Resultados dos testes de inibicdo de formacéo de biofilme.

Concentracao (%) (100% de Inibi¢ao)

Isolados Cepacol® Cool Ice Listerine® Cool Mint Periogard® Plax® Whitening

90028 25 12,5 0,39 0,78
03B 0,39 * * *
04B 0,20 0,20 0,20 0,20
73B * * * 50
82B 25 12,5 25 25
104B * * * *
134B * * 1,56 *
67V 0,20 0,20 1,56 0,20
76V 0,20 0,39 0,39 0,20
97V 0,20 0,20 0,20 0,20
T405 0,39 0,20 0,20 0,20
175 * * 1,56 0,78
186 * * * *
189 * * * *
190 0,20 0,20 0,20 0,20
81H 12,5 0,39 0,39 0,78
84H 12,5 3,13 3,13 3,13
85H * * 6,25 *
90H * * * *
107H 0,20 0,20 0,20 0,20

(*) Sem inibicdo ou inibicdo menor que 100%



Anexo 6 — Fotos das placas nos testes de suscetibilidade aos extratos
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Anexo 7 — Fotos das placas nos testes de suscetibilidade a antissépticos

bucais

R N R DA 4 ¢
: ‘ \‘&Q& & & 4 we HQ‘ "f"‘\‘}k\
Foto 1 - Cepacol® Cool Ice Foto 2 - Listerine® Cool Mint
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Foto 3 - Periogard® Foto 4 — Plax® Whitening




Anexo 8 — Fotos das placas nos testes de biofilme

Cepacol® Cool Ice

Listerine® Cool Mint

Periogard®

Plax® Whitening

Foto 1 - Inibicdo da formacao de biofilme, apds 24 horas de incubacéao

Foto 2 - Inibicdo da formacao de biofilme, apds preparacao para leitura da DO
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