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ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO LINALOL FRENTE A Candida spp. ISOLADAS DE
INDIVIDUOS COM CANDIDOSE BUCAL ASSOCIADA AO USO DE PROTESE

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar, in vitro, a susceptibilidade de Candida spp. isoladas de
individuos com diagndstico clinico de candidose bucal associada ao uso de prétese dentaria,
frente ao linalol. Amostras bioldgicas foram coletadas, por meio de um swab estéril, na regido
de mucosa afetada de 12 pacientes que faziam o uso de prétese dentaria. Para identificacdo
das colénias de fungos do género Candida, as amostras foram semeadas em CHOMégar
Candida®; depois as placas foram incubadas a temperatura de 36°C em estufa e, apds 48
horas, foi realizada a leitura. Apos a realizacdo do exame micoldgico laboratorial, constatou-
se o diagnostico de candidose bucal para cerca de oito pacientes (66,6%). Verificou-se que a
espécie de fungo mais prevalente foi Candida albicans (37,5%), seguida por Candida krusei
(25,0%); e Candida tropicalis (4,2%). A atividade antifingica foi realizada por meio da
técnica de microdiluicdo em caldo. Apds este teste, a CIM e as duas concentracdes anteriores
a CIM, bem como os controles positivos, foram subcultivadas em placas de Agar Sabouraud
Dextrose para determinacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM). Os ensaios foram
realizados em triplicata e a nistatina foi utilizada como controle positivo em todos os testes. A
melhor atividade antiflngica foi observada sobre a C. tropicalis onde apresentou a CIM (500
pug/mL), seguida por C. albicans CIM (1.000 pg/mL), e C. krusei que apresentou sensivel a
concentragdo (2.000 pg/mL). Diante das condi¢des estudadas e dos resultados obtidos,
conclui-se que as cepas de Candida foram susceptiveis ao fitoconstituinte linalol.

Palavras-Chave: Candidiase. Fitoterapia. Candida albicans. Saude bucal.
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1 INTRODUCAO

A candidose bucal, quando ocorre sob prétese total ou parcial removivel, é
denominada estomatite protética ou candidose eritematosa. E a infeccdo fungica que afeta a
grande maioria dos usuarios de protese dentéria parcial ou total; fatores como: falta de
higiene, material da prétese, tempo prolongado de uso e a espécie flngica envolvida podem
favorecer a proliferacdo da infeccdo. Em torno de 60% dos usuarios de protese apresentam
algum processo inflamatorio provocado por fungos do género Candida (MELO et al, 2013).
Outras condiges que favorecem significativamente a colonizagdo dessas leveduras na
cavidade bucal s&o, pacientes com diabetes, baixa imunidade do hospedeiro e traumas
causados por proteses mal adaptadas (FERREIRA et al, 2012).

Candida albicans € a espécie mais prevalente e de maior patogenicidade entre as
espécies envolvidas com o desenvolvimento da candidose bucal. Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida parapsilosis e Candida guilliermondii também fazem parte do curso da
doenca, sendo que a C. albicans, representa mais de 80% dos isolados clinicos
(CAVALCANTI et al, 2011).

O tratamento da candidose consiste na combinacdo de antifingico tépico ou sistémico,
orientacdo do paciente quanto a higienizacdo da protese e verificacdo da necessidade de troca
da mesma (SCALERCIO et al, 2007). A nistatina e 0 miconazol sdo as drogas de escolha
inicial. Caso a terapéutica topica ndo apresente resultado, € iniciado o tratamento sistémico,
sendo o fluconazol a droga mais prescrita (PAIVA et al, 2009; CASTRO, 2010). Porém, o uso
dos antifingicos convencionais podem desencadear a ocorréncia de alguns fatores
indesejaveis como o aparecimento de reagdes adversas e 0 aumento da resisténcia fangica
(ALVES et al, 2006).

Diante da necessidade de ampliar o arsenal terapéutico para o tratamento da candidose
bucal, novos agentes quimicos tém sido investigados, incluindo os de origem natural, com
objetivo de producdo de novos medicamentos que melhorem a qualidade de vida das pessoas,
tentando minimizar ao maximo os efeitos colaterais e a resisténcia dos microrganismos
(ALMEIDA et al, 2008, EVANGELISTA, 2013).

O Brasil € um pais com a maior diversidade vegetal do mundo, que, aliada ao
conhecimento tradicional e a tecnologia capaz de validar cientificamente esse aprendizado,
possibilita um grande potencial do pais para o desenvolvimento de fitomedicamentos

(DANTAS, 2013). As plantas sédo importantes fontes de compostos biologicamente ativos,
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muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos
(VIEIRA, 2009).

Em meio a classes de compostos isolados de plantas com propriedades antibacteriana e
antifangicas, os 0leos essenciais consistem na forma de apresentacdo que concentra a maior
quantidade de fitoconstituintes com propriedades bioldgicas ativas, apresentando destacada
diversidade em sua composicao quimica, e por apresentar atividade contra um grande nimero
de microrganismos (BRAZAO, 2012, FREIRE et al, 2014).

O linalol é um fitoconstituinte encontrado como componente de éleos essenciais de
varias especies de plantas aromaticas, como perila (Perilla frutescens), alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), aroeira (Pistacia lentiscus), sendo o constituinte majoritario do Oleo de
manjericdo (Ocimum Basilicum L.). E um 4&lcool insaturado de monoterpeno muito
empregado na industria de perfumaria, cosmética e culinaria, e testado como acaricida,
bactericida e fungicida (BLANK et al, 2007, LUZ et al, 2009, BEZERRA et al, 2013).

De acordo com estudos realizados por Bezerra et al (2013), verificou-se que as
linhagens bacterianas de Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e Streptococcus
salivarius mostraram-se susceptiveis a acdo do linalol. Desde modo, observou-se o potencial
antibacteriano do linalol, pois este, in vitro, inibiu o crescimento dos microrganismos
testados, representando uma possivel aplicacdo deste produto na prevencao e tratamento da
cérie dentaria.

Diante disto, a busca por novos agentes quimicos capazes de inibir o desenvolvimento
desses microrganismos tem sido impulsionada, devido ao limitado numero de antifingicos
disponiveis para o tratamento (CAVALCANTI et al, 2011). Assim, foi propdsito desse estudo
avaliar o potencial antifingico do linalol, frente as cepas clinicas de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei, isoladas da cavidade bucal de individuos com

diagnostico de candidose bucal associada ao uso de protese dentaria.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifingica do fitoconstituinte linalol frente as cepas de Candida

spp. isoladas de individuos com diagnostico de candidose bucal associada ao uso de protese.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as espécies de Candida spp. na mucosa bucal de individuos usuérios de prétese
dentéria;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do linalol frente as cepas de Candida
spp. de origem clinica;

e Determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do linalol frente as cepas de

Candida spp. de origem clinica.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Segundo Lakatos e Marconi (2010), utilizou-se uma abordagem indutiva, com
procedimento comparativo-descritivo e técnica de pesquisa por documentacédo direta intensiva

em laboratorio.

3.2 POSICIONAMENTO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), sob o nimero do parecer 731.152, CAAE:
32255214.6.0000.5187 (ANEXO). Os individuos avaliados assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

3.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE
3.3.1 Critérios de Inclusdo

Individuos acima de 30 anos de idade; portadores de proteses parciais removiveis e/ou

proteses totais e presenca de manifestagdes clinicas de infecgédo fungica.

3.3.2 Critérios de excluséo
Individuos que estavam realizando tratamento com antimicrobianos topicos e/ou

sistémicos
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3.3.3 Delineamento amostral

A definicdo do tamanho da amostra foi conduzida por critérios ndo-probabilistico e
estatistico, sendo, portanto, delimitado por conveniéncia.

Os individuos atendidos na clinica-escola do departamento de odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), foram informados de forma verbal sobre os
objetivos e a metodologia da pesquisa e, apos aceitarem participar de forma voluntéria, foram
coletadas as informacgdes referentes aos sinais e sintomas da doenca, por meio do
preenchimento da ficha clinica (APENDICE B), sendo respeitado o sigilo referente a estes

dados.

3.4 DIAGNOSTICO MICOLOGICO E ISOLAMENTO DAS CEPAS CLINICAS DE
Candida spp.

No periodo compreendido entre agosto de 2014 a dezembro de 2014, foram coletadas
as amostras de 12 individuos que apresentaram diagnoéstico clinico, para a candidose bucal
associada a protese. Os sujeitos da pesquisa foram atendidos na clinica-escola da UEPB,
referéncia nas especialidades de estomatologia, patologia e protese dentéaria e no tratamento
da candidose associada a proétese.

Para o diagnostico micoldgico das espécies de Candida spp. envolvidas no processo,
foi realizada a coleta de material clinico na regido afetada, com o auxilio de um swab estéril.
O mesmo foi inserido na mucosa delicadamente, por meio de movimentos de friccdo, em toda
a area eritematosa da mucosa palatina e em toda area da protese, ndo realizando nenhuma
intervencdo nos individuos.

As amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo solucdo salina (0,85%) e,
encaminhadas ao Laboratorio de desenvolvimento de medicamentos (LABDEM) da UEPB,
onde foram realizados os testes micologicos a fim de descartar e/ou confirmar o diagnostico
clinico de candidose bucal dos sujeitos.

Para a identificacdo das colonias de fungos do género Candida, as amostras foram
semeadas em meio de cultura CHOMagar Candida®. Este meio cromogénico, baseia-se na
producdo de diferentes pigmentos produzidos por reacdo enzimatica, permitindo a réapida
distingéo entre as diversas cepas, em que se observam as colbnias de levedura com coloragdes
diferentes (MENEZES et al, 2011). Neste meio, observa-se a C. albicans como colonia verde;

C. tropicalis com coloracéo azul e a C. krusei pode ser vista como uma coldnia rosa. Depois



15

de semeadas, as placas foram incubadas a temperatura de 36° C em estufa e, apds 48 horas,

foi realizada a leitura.

3.5 LINALOL

O linalol, foi obtido na Quinari®, que produz e comercializa 6leos essenciais e seus
derivados em escala industrial. A inddstria forneceu laudo com informacdes técnicas do
produto, apresentando densidade de 0,85 g/mL e lote nimero 02235. A solucgéo foi preparada
no momento de execugdo dos testes, para alcance da concentracdo desejada nos testes de
sensibilidade. A diluicdo ocorreu em agua destilada esterilizada g.s.p. e foi utilizado o Tween
80 como agente emulsificante (FIGURA 1).

Figura 1. Fituconstituinte testado, linalol

3.6 PRODUTO SINTETICO

Foi utilizado como controle positivo ou droga padrao a nistatina, adquirida na Sigma-
Aldrich (Sao Paulo), na forma de p6. A solucgéo foi preparada no momento da execucéo dos
testes, para alcance da concentracdo desejada nos testes de sensibilidade. O DMSO (Dimetil

sulfoxido) foi utilizado como solvente no preparo da mesma.
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37 LOCAL DA REALIZACAO DA PESQUISA E ISOLAMENTO DOS
MICRORGANISMOS

O ensaio para a determinacéo da atividade antifingica do fitoconstituinte foi realizado
no Laboratério de Microbiologia Oral, localizado no Nucleo de Medicina Tropical
(NUMETROP) pertencente ao Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Foram utilizadas, nos testes, cinco diferentes cepas de isolados clinicos, as
quais foram identificadas por cddigos e selecionadas de acordo com a origem ou local de
isolamento: C. albicans CA 032 (base de prétese), CA 051 (mucosa); C. tropicalis CT 011
(mucosa) e C. krusei CK 032 (base de protese), CK 031 (mucosa), coletadas de pacientes
atendidos na clinica-escola da UEPB. As cepas foram mantidas em Agar Sabouraud Dextrose

— ASD, em ambiente refrigerado.

3.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo utilizando placas de 96
pocos (ALAMAR®, Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Inicialmente, foi distribuido 100uL de
Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) (HIMEDIA®, Mumbai, india) nos orificios da placa. Em
sequida, 100 pL da emulsdo do linalol foram transferidos para o primeiro poco, a uma
concentracdo inicial de 2.000 pg/mL™, a qual foi diluida seriamente a partir da retirada de
uma aliquota de 100 uL da cavidade mais concentrada, para a cavidade sucessora, por meio
de uma diluicao seriada em raz&o de dois, gerando uma concentracéo final de 15,62 pg/mL™
(FIGURA 2) (CLSI, 2002).

Nos orificios de cada coluna, foram dispensadas aliquotas de 100 uL do in6culo
preparado em CSD, na concentracdo de 2,5 x10° UFC mL™, correspondente a cada cepa
ensaiada. Os testes para determinacdo da CIM foram realizados em triplicata, e as placas
foram incubadas em estufa por 24 horas a 37°C. Paralelamente, foram realizados controle da
viabilidade das cepas ensaiadas e controle de esterilidade do meio de cultura. Também foi
realizado controle positivo utilizando o antifungico nistatina, considerada droga de escolha na
utilizacdo clinica, em concentragdo inicial de 12,5 pg/mL™ a qual também foi diluida
seriamente a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade mais concentrada, para
a cavidade sucessora, gerando uma concentracéo final de 0,097 pg/mL™.

A determinacdo da CIM foi observada mediante leitura visual, analisando-se a

presenca ou ndo de aglomerados de células (“botdao”) no fundo das cavidades da placa. Desta
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forma, foi considerada como CIM, a menor concentracdo do produto capaz de produzir
inibicdo visivel (auséncia de aglomerados de células) sobre o crescimento das cepas de
Candida.
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Figura 2. Esquema metodol6gico da técnica da microdiluigdo.

Para a confirmacdo da presenca de microrganismos viaveis, foi utilizado o corante
TCT (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio), no volume de 50 pL. Esse corante reflete a atividade
das enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiragdo celular. Com isto, torna
possivel distinguir as amostras vivas, coloridas em vermelho, das mortas que mantém a sua
cor (FIGURA 3) (DESWAL; CHAND, 1997).

hc_ﬂ-"-*’“* B e

Figura 3. Ensaio para a confirmacdo da CIM, utilizando o corante TCT.
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3.9 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Apds determinacao da CIM, aliquotas da concentracdo correspondente a inibitoria e as
duas concentracdes anteriores a CIM (CIM, CIMx2 e CIMx4), bem como os controles
positivos, foram subcultivadas em placas de ASD. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, foi
realizada a leitura das placas e a CFM definida como a menor concentracdo do produto que
impediu o crescimento visivel do subcultivo, ou seja, que foi capaz de eliminar o fungo
(CLSI, 2002) (FIGURA 4).

L L LNNN CCCE

il Mindl
CInanz

am O

L = linalol

N = niastina

CC = controle de crescimento [CSD + inoculo)
CE = controle de esterilidade [CSD)

Figura 4. Esquema metodoldgico da determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e
disposicao da solucéo testada na placa de microdiluico.

3.10 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram analisados descritivamente, e os resultados obtidos foram

organizados em tabelas.

4 RESULTADOS

4.1 TESTE MICOLOGICO
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A Tabela 1 descreve as frequéncias percentuais das principais espécies de fungos
identificados apos a analise micoldgica laboratorial. Verificou-se que a espécie flngica mais
identificada foi C. albicans (37,5%), seguida por C. krusei (25,0%); C. tropicalis (4,2%).

Tabela 1. Frequéncias percentuais das principais espécies de fungos identificados apos a analise micolégica
laboratorial.

ESPECIES FUNGICAS %
C. albicans 37,5
C. krusei 25,0
C. tropicalis 4,2
Negativo 33,3
Total 100,0

Durante a realizacdo do presente trabalho, 12 individuos apresentaram lesdo na
mucosa associada ao uso de protese total. Os resultados obtidos confirmaram oito (66,7%)
individuos apresentaram diagndstico micoldgico positivo para a candidose bucal e quatro
(33,3%) negativos. Dos oito individuos, sete eram mulheres 87,5%, com a média de idade de
61 anos. Seis (75%), das préteses usadas pelos sujeitos avaliados ndo apresentavam boa
estabilidade e retencdo. O uso continuo das proteses dentarias, mesmo durante o sono, foi
relatado por seis individuos (75%), fato que contribui para a colonizacdo por leveduras na
cavidade bucal. Além disso, cinco individuos, correspondendo a 62,5%, apresentaram higiene
desfavoravel e possuiam sintomatologia dolorosa. Metade da populacdo estudada, quatro

(50%), relataram ter diabetes, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncias absolutas e percentuais das variaveis relacionadas as caracteristicas dos individuos com
diagnostico clinico de Candidose associada ao uso de prétese dentaria.

VARIAVEIS n %
Sexo
Feminino 7 87,5
Masculino 1 12,5
Apresenta alguma doenca sistémica
Diabetes 1 12,5
Hipertensao 3 37,5
Hipertenséo e diabetes 3 37,5
Nao 1 12,5
Uso continuo das proteses dentarias
Sim 6 75,0
Né&o 2 25,0
Préteses dentarias com estabilidade e retencéo
Sim 2 25,0
Né&o 6 75,0
Higiene desfavoravel
Sim 5 62,5
Né&o 3 37,5
Presenca de sintomatologia dolorosa
Sim 5 62,5
Né&o 3 37,5
Diagnostico laboratorial de Candidose
Sim 8 66,7
Né&o 4 33,3

4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO FUNGICIDA
MINIMA (CFM)

A tabela 3 apresenta os resultados dos testes para a determinacdo da atividade
antifungica do linalol. A mesma expressa os valores da CIM e CFM do fitoconstituinte
testado e da nistatina contra as cepas clinicas de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. A
tabela mostra que o linalol apresenta melhor atividade antifingica sobre a cepa de C.

tropicalis.
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A nistatina, antifungico padrdo utilizado como controle, apresentou CIM de 0,39
pg/ml, concentracdo na qual inibiu 100% das cepas.

Tabela 3: Valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) do
fitoconstituinte linalol e nistatina frente a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei em pg/mL.

LINALOL NISTATINA
MICRORGANISMOS CIM CEM CIM CEM
(Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)
Candida albicans 032 2000 2000 0,39 0,39
Candida albicans 051 1000 2000 0,39 0,78
Candida tropicalis 011 500 500 0,39 0,39
Candida krusei 032 2000 2000 0,39 0,78
Candida krusei 031 2000 2000 0,39 0,78

5 DISCUSSAO

A candidose bucal é uma doenca frequentemente causada pela Candida albicans,
comum na cavidade bucal, e presente na microbiota de 50% da populacdo. Lesbes sdo
frequentes na mucosa palatina, sob proteses totais ou parciais, apresentando-se inicialmente
como pontos hemorragicos, evoluindo para um eritema associado com edema (BOMFIM et
al, 2008).

A candidose ndo € de facil tratamento, sendo comum a recidiva ap0s a interrupcao da
terapia com antifungicos convencionais. Tendo em vista as limitaces dos antifungicos
sintéticos disponiveis atualmente, devido principalmente as reacGes adversas, resisténcia
fangica e do pequeno numero de drogas disponiveis no mercado, faz-se necessario
desenvolver novas estratégias terapéuticas, visando obtencdo de uma alternativa ao tratamento
(MARTINS, 2009).

A qualidade de satde bucal da grande maioria da populacdo brasileira ainda esté longe
do ideal. O levantamento epidemioldgico em saude bucal, realizado no Brasil pelo Ministério
da Saude em 2010, considerou a perda dentaria como um dos maiores problemas de saude
bucal da terceira idade. Este levantamento comparou dados de 2003 a 2010, onde revelou que
em adolescentes houve uma reducdo de 30% e em adultos caiu 17% a perda dentéria.

Entretanto, na populacéo de 65 a 74 anos houve uma diminuicédo de apenas 1%. Sendo assim,
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em 2010 ainda havia mais de 3 milhdes de idosos no Brasil necessitando de protese total nas
duas arcadas dentarias e outros 4 milhdes precisando usar protese parcial em umas das
arcadas (CARVALHO et al, 2013).

A escolha da metodologia aplicada para identificacdo das leveduras na cavidade bucal
foi direcionada pelo tipo de leséo a ser investigada, pois cada técnica apresenta vantagens e
desvantagens (FERREIRA et al, 2012). A técnica de swab bucal foi utilizada, pois, além de
atender as necessidades da pesquisa, € uma técnica de facil aceitacdo pelos individuos,
apresenta baixo custo, é rapida e pratica.

A C. albicans é a principal espécie envolvida em processos inflamatorios associados
ao uso de protese dentéria, apresentando uma prevaléncia de 32%, em relacdo a outras
espécies do género Candida (MELO et al, 2013). O que corrobora com os dados do presente
trabalho, uma vez que o mesmo apresenta uma maior prevaléncia da C. albicans de 37,5%,
seguida por C. krusei (25,0%); C. tropicalis (4,2%). De acordo com Menezes (2008), a
presenca desse fungo ndo € necessariamente indicativa de doenca, pois pode ser isolada em
cerca de 40% de individuos saudaveis. Porém, em certas condi¢cdes como, baixa imunidade do
hospedeiro, diabetes, uso de protese e a falta de higiene, esses fungos podem comportar-se
como patdgenos oportunistas originando infeccdes como a candidose eritematosa.

Atualmente espécies de Candida ndo-albicans vem apresentando maior importancia
na etiologia das infecc¢Ges fungicas, principalmente quanto ao problema da resisténcia fungica.
Preocupacdes com o surgimento de cepas resistentes aos antifungicos convencionais tém
aumentado, e a realizacdo de estudos de vigilancia da resisténcia antifingica tem ocorrido
frequentemente. Espécies como C. krusei apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol, ao
passo que outras espécies, como C. tropicalis e C. glabrata tém apresentado crescente
resisténcia adquirida (ABRANTES et al, 2013).

Quanto ao sexo, verificou-se que maioria dos individuos com o diagnéstico
micoldgico positivo é mulher (87,5%), com a media de idade de 61 anos. Este resultado
condiz com o estudo de Melo et al (2013), em que a prevaléncia de mulheres com candidose
foi de 66,7%, com idade média de 61,3 anos, ainda de acordo com o autor, a candidose
associada a protese € mais frequente em mulheres do que em homens, acima dos 40 anos,
devido a diminui¢do na produgdo de hormdnios, e com isso possa estar associada a maior
predisposi¢do em desenvolver lesdes da mucosa bucal relacionadas ao uso de protese dentaria.

Segundo Arnaud et al (2012), este fato também pode ser justificado devido a maior

procura aos servigos de Saude por individuos do sexo feminino favorecendo o diagnostico,
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como também sup&e que mulheres utilizam as proteses dentarias por mais tempo, inclusive o
uso noturno por questdes estéticas, favorecendo a ocorréncia da les&o.

Os individuos com diabetes mellitus estdo mais propensos a desenvolver infec¢es na
cavidade bucal. A susceptibilidade para infec¢bes bucais, a exemplo da candidose, é
favorecida pela hiperglicemia, diminui¢do do fluxo salivar e alteragdes na composi¢édo da
saliva (ALVES et al, 2006, STRAMANDINOLLI et al, 2010, MASCARENHAS et al, 2011).
Os resultados desse estudo corroboram com essa observacdo, ja que o numero de ndividuos
acometidos por esta doenca foi elevado (50%). Neste caso, dos oito individuos com
diagndstico positivo, quatro relataram possuir diabetes, representando uma alta prevaléncia da
doenca entre os individuos, com diagndstico de candidose.

Quanto a frequéncia de uso das proteses, apenas dois (25%) dos individuos afirmaram
utilizar a mesma somente durante o dia, a maior parte dos entrevistados, seis (75%)
informaram permanecer com a protese mesmo durante o sono, ou seja, fator que pode ter
contribuido significativamente para o aparecimento da lesdo nos individuos. Tais achados sdo
semelhantes ao estudo desenvolvido por Bomfim et al (2008), onde 71,2% dos individuos
avaliados dormiam com a protese.

Os pacientes devem ser orientados a remover a protese durante o sono. O relaxamento
e descanso dos tecidos, bem como a acdo de limpeza exercida pela saliva, lingua e bochechas
séo fundamentais para a higidez da mucosa bucal (MELO et al, 2013).

No presente estudo, 75% das préteses utilizadas pelos individuos, ndo apresentaram
uma boa estabilidade e retencdo. De acordo com Mascarenhas et al (2011) e Melo et al
(2013), os tecidos da boca sofrem alteragdes em decorréncia do uso constante da protese, as
quais devem ser acompanhadas por um profissional capacitado. O ndo acompanhamento pode
resultar em proteses mal adaptadas que provocam desconforto, dores e lesbes que podem
favorecer o surgimento de condicBes patoldgicas na cavidade bucal e exacerbando a agédo
patogénica dos microrganismos.

Dos oito individuos com candidose, cinco (62,5%) apresentaram sinais e sintomas
como petéquias hemorragicas, dor, sensacdo de queimacao, prurido, halitose e xerostomia. De
acordo com Mascarenhas et al, (2011), notificaram que a candidose pode ser acompanhada de
sintomatologia dolorosa, apresentando condicdo variavel de eritema e petéquias hemorrégicas,
localizadas na area das bordas de proteses superiores.

O linalol é um constituinte quimico de grande valor no mercado de cosméticos e

perfumaria. Tem sido largamente testado como acaricida, bactericida e fungicida. Na
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medicina tem sido aplicado com sucesso, como sedativo e anticonvulsivo (BLANK et al,
2007).

Os resultados do presente estudo mostraram que o linalol, apresentou atividade
antifangica frente a C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, em todos os testes realizados. Os
valores de CIM obtiveram resultados diferentes entre as cepas em teste. Porém, a C.
tropicalis, apresentou a menor concentrag@o inibitdria, estabelecida em 500 ug/mL, seguida
por C. albicans em 1.000 pg/mL e 2.000 ug/mL para C. krusei. Desde modo, observou-se que
o linalol apresentou grande potencial de inibicdo sobre o crescimento da C. tropicalis.

A atividade bioldgica do produto foi interpretada, por meio da CIM, conforme os
seguintes critérios adotados por Dantas (2013), que: a atividade biolégica de um produto pode
ser interpretada quando, a CIM variando de 50 a 500 pg/mL, é considerado como sendo de
atividade excelente/6tima. J& compostos que apresentam uma varia¢do na CIM de 600 a 1500
pug/mL, como atividade moderada, e maior que 1500 como atividade fraca. Logo, de acordo
com esses parametros citados pelo autor, pode-se afirmar que neste estudo, o linalol,
apresentou atividade antimicrobiana considerada 6tima para as cepas de C. tropicalis, como
também de atividade moderada frente as espécies de C. albicans.

Na literatura consultada ndo ha dados relacionados a estudos in vitro que abordam as
propriedades antifungicas do linalol frente as espécies do género Candida. Portanto, o
presente estudo é pioneiro, em pesquisar a susceptibilidades de diferentes cepas clinicas de
Candida, frente ao linalol.

No entanto, estudos tem demonstrado que o linalol possui atividade antibacteriana,
como observado em estudos de Bezerra et al (2013), que avaliaram a atividade antimicrobiana
in vitro do linalol frente as espécies bacterianas Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e
Streptococcus salivarius. Foi utilizada a metodologia de difusdo em meio sélido. Observaram
que o linalol, apresentou uma boa atividade antimicrobiana, com halos de inibicdo variando
de 8.0 mm a 9.0 mm para as espécies bacterianas em teste.

Para todas as espécies em teste, a CFM apresentou 0 mesmo valor que a CIM. Com
excecdo da C. albicans coletada de mucosa. Este resultado sugere que a substancia €
fungicida, pois a mesma concentrac¢do que inibiu o crescimento visivel do fungo, também foi
capaz de eliminar o fungo.

O fato da escolha de amostras clinicas, se baseia na necessidade de dados referentes a
estas amostras, visto que a literatura utiliza mais cepas padrao para ensaios microbioldgicos.
Portanto, ndo foram identificados estudos que reportassem o efeito inibitério do

fitoconstituinte linalol sobre a espécie do género Candida, especialmente em C. tropicalis, a
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qual foi a espécie de Candida mais sensivel ao produto em teste. Assim, justifica-se a
continuacdo de novos estudos para investigacdo de sua acdo antifungica, devido a escassez de
estudos sobre a atividade deste fitoconstituinte.

A variabilidade genética entre diferentes espécies clinicas de Candida, assim como a
possibilidade de existirem formas de resisténcia adquiridas pelas espécies decorrentes dos
desafios apresentados pelo meio bucal e/ou contato prévio com antifungicos, geram algumas
diferencas de abordagem e discussdes dos resultados, mas devem ser vistas como avanco na
literatura cientifica, visto que o estudo de cepas isoladas clinicamente reflete melhor a
realidade.

A partir desses resultados, deduz-se que o linalol representa uma nova possibilidade
entre os produtos naturais com atividade antifingica contra a espécie clinicas do género
Candida. Todavia, faz-se necessario a realizacdo de estudos posteriores, acerca do seu

mecanismo de acdo e toxicidade, objetivando uma possivel aplicacdo terapéutica.

FINANCIAMENTO: A Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico (CNPq) e ao Programa Institucional de Bolsas de
Iniciacdo Cientifica (PIBIC).

6 CONCLUSOES

Apbs a realizacdo deste estudo, observou-se que:

A Candida albicans foi a espécie mais prevalente, seguida por Candida krusei e
Candida tropicalis.

Foi possivel concluir que as cepas de Candida envolvidas neste estudo foram
susceptiveis ao linalol. No entanto, a melhor atividade antifungica foi observada sobre a
Candida tropicalis.

Para todas as espécies em teste, a CFM apresentou 0 mesmo valor que a CIM. Com
excecdo da C. albicans coletada de mucosa. Este resultado sugere que a substancia é
fungicida, pois a mesma concentrac¢do que inibiu o crescimento visivel do fungo, também foi

capaz de eliminar o fungo.
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Linalool ANTIFUNGAL ACTIVITY OF FRONT Candida spp. ISOLATED
INDIVIDUALS WITH ORAL candidiasis ASSOCIATED WITH IMPLANT USE

ABSTRACT

This study evaluated in vitro susceptibility of Candida spp. isolated from patients with clinical
diagnosis of oral candidiasis associated with the use of dental prosthesis, opposite the linalool.
Biological samples were collected through a sterile swab in the mucous region affected in 12
patients who were using dental prosthesis. To identify the fungi of the genus Candida
colonies, samples were sown in CHOMA&gar Candida®; then the plates were incubated at 36 °
C in an oven and after 48 hours, the reading was performed. After completion of the
laboratory mycological examination, there was a diagnosis of oral candidiasis for about eight
patients (66.6%). It was found that the most prevalent species of fungus was Candida albicans
(37.5%), followed by Candida krusei (25.0%); and Candida tropicalis (4.2%). The antifungal
activity was performed using the broth microdilution technique. After this test, the MIC and
the two concentrations above the MIC, as well as the positive controls were subcultured on
Sabouraud dextrose agar plates to determine the Minimum Fungicidal Concentration (MFC).
Assays were performed in triplicate and nystatin was used as a positive control in all tests.
The best antifungal activity was observed on C. tropicalis which showed the MIC (500 ug /
ml), followed by C. albicans MIC (1.000 mg / mL), and C. krusei which showed appreciable
concentration (2.000 mg / mL) . On the studied conditions and the results obtained, it is
concluded that the Candida strains were susceptible to fitoconstituinte linalool.

Key-words: Candidiasis. Herbal Medicine. Candida albicans. Oral health.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-TCLE

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa intitulada de “Avaliar a atividade antifungica do fitoconstituinte
linalol frente as cepas de Candida spp. isoladas de pacientes com diagndstico de
candidose bucal associada ao uso de protese”, trata-se sobre a avaliagdo da atividade anti-
Candida de um produto natural sobre espécies obtidas da boca de pacientes com estomatite
protética, uma doenca da mucosa bucal caracterizada por uma inflamacdo da regido do “céu”
da boca. Essa doenca pode estar relacionada a ma higiene bucal, protese mal adaptada, ndo
remoc¢do da protese a noite, e principalmente a infec¢bes causadas por fungos presentes na
boca. A pesquisa esta sendo desenvolvida por Erika Regina lldefonso Silva, vinculada ao
Curso de Odontologia do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba,
sob supervisdo da Prof? Dra. Daliana Queiroga de Castro Gomes, professora do
Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba. O principal objetivo do
estudo é avaliar, em laboratério, se 0s produtos naturais testados sdo capazes de eliminar os
fungos presentes na doenca. A finalidade deste trabalho € contribuir para a busca e
desenvolvimento de novas alternativas de tratamento para a candidose oral e estomatite
protética através de produtos naturais. Dessa forma, solicitamos a sua colaboracdo para
submeter-se a um exame bucal e laboratorial através da coleta de material da superficie da
mucosa bucal, utilizando um cotonete especial. Caso venha a ocorrer algum tipo de incbmodo
durante a coleta dos dados, os pesquisadores suspenderdo os procedimentos e estardo a
disposicdo para ajuda-lo (a). Uma vez diagnosticada a Estomatite protética associada a
Candida, sera prescrito medicamento para solucdo do problema. Solicitamos também a sua
autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de saude e publica-
los em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em
sigilo. Informamos que essa pesquisa ndo oferece riscos previsiveis para a sua saude,
mediante o beneficio do tratamento. Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria
e, portanto, o (a) senhor (a) ndo € obrigado (a) a fornecer as informagGes e/ou colaborar com
as atividades solicitadas pela pesquisadora. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver
a qualquer momento desistir do mesmo, nao sofrerd nenhum dano, nem havera modificacdo

na assisténcia que vem recebendo na Instituicdo onde o estudo esta sendo realizado. Os



pesquisadores estardo a sua disposicao para qualquer esclarecimento que considere necessario
em qualquer etapa da pesquisa. Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido
(a) e dou 0 meu consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados.

Estou ciente que receberei uma copia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa Impressao digital

Assinatura da Testemunha

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel: Caso necessite de maiores informacdes sobre o
presente estudo, favor ligar para os pesquisadores:

Daliana Queiroga de Castro Gomes. Departamento de Odontologia da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB) Endereco: Av. Rodrigues Alves, 1125, Apt. 603, Bela Vista, CEP. 58.101-
290. Campina Grande — PB. Telefone: (83) 9602-3553. E-mail: dgcgomes@hotmail.com

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde - Campus | — UEPB:
Rua Baraunas, 351 - Bairro Universitario - Campina Grande-PB, CEP 58429-500.



APENDICE B

FICHA CLINICA (DIAGNOSTICO CLINICO)
Anamnese

Data de nascimento:

. Sexo:

Endereco:

. Telefone:

Idade:

. Alergia a algum medicamento: ( ) Sim, Qual?

Doencas sistémicas:

( ) Hipertensdo () Aids
() Hipotenséo () Insuficiéncia renal
() Diabetes () Cancer

. Terapia medicamentosa:

( ) Néo

Higiene oral e da protese: () Favoravel ( ) Desfavoravel
Inspecédo da protese

. Tempo de desdentado:

NUmero de préteses utilizadas:

Idade da protese:

Uso continuo: () Sim ( ) Néo

. Apresenta retencdo e estabilidade: ( ) Sim () Néo

. Alteracdo decor: ( )Sim ( ) Né&o

. Superficie rugosa: () Sim () Néo

Presenca de camara de succdo: () Sim () Né&o



Inspecdo da area de suporte da protese

1. Presenca de alteracdo de cor: () Sim. Intensidade: ( ) Néo
2. Alteracéo da textura da mucosa: ( ) Sim. Intensidade_~ () Néo
3. Presenca de placas esbranquicadas susceptiveis a remocao por raspagem:
() Sim. Intensidade ( ) Né&o
4. Mucosa subjacente eritematosa:
() Sim. Intensidade:__ () Nao
5. Sintomatico: () Sim () Nao
6. Em caso afirmativo, quais sdo os sintomas:
() dor. Intensidade
() queimagdo. Intensidade_
() prurido. Intensidade_
() halitose. Intensidade__
Diagnostico
1. Diagndstico clinico de candidose: () Positivo () Negativo

2. Diagndstico laboratorial de candidose: () Positivo () Negativo



ANEXO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIB!
PROREITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUIS
GOMITE DE ETICA-EM PESQUISA

Coordenadora do Comitd de Etica em Pesquisa

PARECER DO RELATOR: (X)
Numero do parecer: 32255214.6.0000.5187

Data da relatoria: 10 de julho de 2014
Apresentacéo do Projeto:

O Projeto é intitulado “Susceptibilidade de Candida spp. Isoladas de paciente com
Candidose Bucal associada ao uso de protese frente a um enxaguatério a base de

produtos naturais.”

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem como objetivo geral: avaliar in vitro a susceptibilidade de cepas de
Candida spp. isoladas de pacientes com diagnéstico de candidose bucal associada ao
uso de protese dentaria, frente a um enxaguatorio a base de produtos naturais contendo
Caléndula officinallis, Lippia sidoides, Anacardium occidentale, Stryphnodendrom adstrigens
e a Propollis.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Considerando a justificativa e os aportes tedricos e metodologia apresentados no presente
projeto, e ainda considerando a relevancia do estudo as quais sado explicitas suas
possiveis contribuicdes, percebe-se que a mesma nédo trara riscos aos sujeitos a serem
pesquisados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa: Os participantes da pesquisa receberéo
orientacdes referentes a saude bucal e higienizacdo da prétese. O estudo também
contribuira para o fortalecimento de uma linha de pesquisa em salde no uso de produtos a
base de extratos naturais.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria: Os termos encontram ..
anexados.

Recomendacdes: Sem recomendacoes.

Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacfes: Sem pendéncias. Situacdo do

parecer: Aprovado



