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RESUMO

A Candidose € uma infeccao de ocorréncia comum na cavidade bucal, consequéncia
de parasitismo temporario por leveduras do género Candida. Nesta pesquisa, foram
coletadas amostras de saliva de 86 pacientes, 40 do sexo masculino e 46 do sexo
feminino, com idade entre 18 e 82 anos, sem candidose clinicamente visivel. Destes
86 pacientes 38 (44,18%) foram positivos para Candida, sendo 20 (23,25%) homens
e 18 (20,93%) mulheres. Foram isoladas 38 amostras de 6 espécies, 18
caracterizadas como C. albicans, 13 C. tropicalis, 3 C. parapsilosis, 2 C.
guilliermondii, 1 C. krusei e C. kerfyr. Foi avaliada a sensibilidade destas cepas de
Candida frente a trés fitoterapicos; Anacardium occidentale, Arctium lappa, Plantago
major e o produto natural prépolis, através de dois testes in vitro e dois in vivo. Os
testes in vitro foram o teste de difusdo em agar e o teste em tubo de ensaio para
determinar o numero de células sensiveis aos extratos. Os testes in vivo foram de
recuperacdo de Candida da boca de ratos e desenvolvimento de candidose na
lingua de ratos. Como comparacdo foram também realizados dois testes de
sensibilidade aos antifUngicos comerciais, o teste de difusdo em agar com discos
impregnados em antifungicos da Cecon Ltda (antifungigrama) e o teste da ATB
Fungus (bioMérieux). Os resultados mostraram uma efetiva acdo da propolis tanto
nos testes in vivo quanto in vitro. O fitoterapico mais efetivo frente as amostras de
Candida foi o cajueiro. A bardana e a tanchagem apresentaram menor acao sobre
as leveduras e ndo mostraram diferengas significativas entre si.

Palavras-chave: plantas medicinais, Candida, cavidade bucal, propolis



ABSTRACT

Candidosis is a current intraoral infection, resulting from temporary parasitism of
Candida, mostly C. albicans. The use of phytotherapics for prevention and control of
candidosis is not well stablished. The presence of Candida was determined in the
oral cavity of 86 patients, 40 males and 46 females, aging from 18 to 82 yars, without
clinical signs of candidosis by plating saliva samples on sabouraud dextrose.
Candida was found in 38 (44,18%) individuals, 20 (23,25%) male and 18 (20,93%)
female. From 38 samples, 18 were C. albicans, 13 C. tropicalis, 3 C. parapsilosis, 2
C. guilliermondii, 1 C. Krusei and 1 C. kerfyr. The sensitivity of these Candida
isolates were evaluated throught three phytotherapics, Anacardium occidentale,
Arctium lappa, Plantago major and the natural product propolis. The sensitivity of the
yeasts was demonstrated in vitro, using a test of diffusion in agar and a test in tube to
determine the number of yeasts killed by the phytotherapics and in vivo by the
recovery of Candida from the oral cavity of rats treated with them and by the
induction of candidosis in the rat’s tongue. As a comparison, tests with two types of
commercial antifungal agents were performed. The results showed an effective
action of propolis in both in vivo and in vitro tests. The most effetive phytotherapic
was the cajueiro (Anacardium occidentale). Bardana (Arctium lappa) and tanchagem
(Plantago major) showed less effetiveness without statistical significance.

Key-words: phytotherapics, oral cavity, Candida, propolis
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1 INTRODUCAO

Como toda especialidade da Odontologia, a Ortodontia tem evoluido
sensivelmente nas ultimas décadas, ndo apenas no aspecto do planejamento, tipos
de fios, braguetes e bandas, como também nos materiais usados para a fixacao
desses acessorios aos elementos dentais envolvidos no tratamento ortodontico.

Historicamente a Ortodontia utilizava bandas de ouro, posteriormente foram
substituidas por bandas de aco, que eram fabricadas pelo proprio profissional, as
quais evoluiram e passaram a ser pré-fabricadas e comercializadas (NEWMANN,
1969). Essas bandas apresentavam desvantagens tanto na adaptacdo como
também na fixacdo pois eram cimentadas com cimento de fosfato de zinco ou o
cimento de policarboxilato de zinco, dificultando a sua remoc¢cdo para a verificacao
de lesbes de caries.

Devido a essas desvantagens a técnica de multibandas foi abandonada com o
surgimento dos braquetes com bases apropriadas para serem colados diretamente
sobre o esmalte dentario.A colagem direta de braquetes foi introduzida por Newman
(1968), baseado no estudo pioneiro de Buonocore (1955) que preconizava 0
condicionamento do esmalte com &cido fosforico.

As vantagens da colagem dos acessorios ortodénticos comparadas com a
técnica de multibandagens séo significativas e dentre elas pode-se citar: melhor
estética, nao apresentar espacos a serem fechados no final do tratamento, melhor
acesso para higienizacdo, diagnosticar com facilidade caries proximais e menor
agressao ao periodonto. (BOYD, 1982).

A técnica do condicionamento acido tornou-se um procedimento rotineiro, mas

sujeito a variaveis que influem diretamente no resultado da adeséo, como o tipo e a



12

concentracdo do acido, o tempo de condicionamento, o tipo de resina composta
usada, caracteristica dos braquetes e da estrutura do esmalte segundo Gwinnett
(1971).

Desde os primeiros estudos de Newmann (1969) sempre houve a busca por
um material adesivo ideal, com forca de adeséo suficiente para resistir as forcas
decorrentes da mastigacdo e as forcas aplicadas durante a movimentacao
ortodontica. Ainda ndo devem ser toxicos, ter tempo de trabalho compativel com as
necessidades clinicas, ter coeficiente de expansdo térmica semelhante ao dente,
nao danificar a superficie dentaria,ser insoluvel aos fluidos bucais,ndo sofrer
alteracéo de cor e permitir a remocao do aparelho sem provocar danos ao esmalte.

Os estudos de adesividade de Zachrisson (1977) que iniciaram com o
cimento de carboxilato de zinco, aproveitando a sua propriedade parcial de
adesividade ao esmalte dentario e ao metal, apds surgiram as resinas acrilicas e
epoxis, mas a partir de 1970 consolidaram-se as resinas compostas (BIS-GMA ou
resina de Bowen) e, atualmente, o profissional tem disponivel para uso resinas
adesivas com boa forca de adesdo e estabilidade dimensional clinicamente
satisfatoria.

Em decorréncia do aparecimento de lesdes cariosas associadas a colocacao
dos acessorios ortodonticos, buscou-se o desenvolvimento de novos materiais
adesivos com propriedades cariostaticas, como o cimento de iondmero com a sua
comprovada capacidade de adesdo quimica ao esmalte dentario, liberacdo e
recarga de flior. Com a mesma finalidade surgiram as resinas compostas com fluor,
com o objetivo de associar as boas propriedades mecéanicas dos compadsitos, com a

acao preventiva do flior Underwood, Rawls e Zimmerman, (1989).
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Com o intuito de produzir materiais adesivos melhores, foram desenvolvidos os
hibridos de ionémero de vidro/resina composta, 0s quais sdo uma tentativa de se
combinar a adesdo quimica e o potencial cariostatico dos iondmeros, com
resisténcia mecanica muito proxima a das resinas (CORDEIRO, et al 1999).

Outro fator importante na adesdo que deve ser considerado sédo os tipos de
braquetes e seus respectivos tipos de base, onde os pesquisadores buscaram
definir qual o melhor material para a confeccdo da base desses acessorios, 0s quais
sao colados diretamente a superficie dental ( SANTOS, 2000 ).

Pode-se encontrar quatro tipos de base: 1) plastica; 2) plastica com reforgo
metalico; 3) metalicas e 4) ceramicas, os quais foram estudados por alguns autores
Miura et al (1971 ), Retief (1973 ) e Buzzita et al. (1982 ), os quais concluiram que
as metdlicas sdo as que oferecem maior seguranca no contexto geral do
tratamento, apesar do fator anti-estético. Com a preocupacao de aprimorar a estética
dos braquetes metalicos, ha uma tendéncia continua em se reduzir a dimensao da
sua base, o0 que esta sendo possivel gracas ao melhoramento dos adesivos.

Véarios sdo os fatores responsaveis pela adeséo, partindo das variacdes da
técnica do condicionamento acido do esmalte (concentracdo e tempo), tipos de
materiais (resina composta ou hibrido resina/ionémero), tipos de braquetes e a
qualidade do esmalte dentario.

Com a constante evolucdo tecnoldgica, novas resinas surgiram no final dos
anos noventa, conhecidas como resinas pasta unica ou ONE STEP , as quais nao
necessitam de manipulacdo, com apenas uma resina “primer” e a resina composta
propriamente dita.

Aplica-se a resina fluida “primer” na superficie do dente condicionado e na

superficie do braquete. Intermediariamente coloca-se a resina composta que ira
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realizar uma polimerizacdo quimica. Essas resinas apresentam as vantagens quanto
ao tempo de trabalho clinico e a facilidade técnica de uso. Entretanto a literatura
apresenta controveérsias e poucos estudos sobre essas novas resinas pasta Unica ou

ONE STEP, portanto, acredita-se ser licito maiores investigacdes sobre este tema.



2 PROPOSICAO

O propésito desta pesquisa in vitro foi avaliar a resisténcia adesiva ao
cisalhamento da colagem de braquetes especificos para pré-molares, utilizando dois
tipos de materiais de colagem direta: A) resina Concise ortodontico - 3 M (Grupo

Controle) e B) resina Ortho-One- Bisco (Grupo Experimental).



1- INTRODUCAO

A candidose é uma infeccdo enddgena de ocorréncia comum na
cavidade bucal, sendo consequéncia de parasitismo temporario por leveduras do
género Candida. Dentro deste género encontramos mais de 200 espécies, sendo
gue as mais importantes como patdégenos humanos séo: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. kruzei, C. kerfyr, C. glabrata, C. guilliermondii e C. dublinensis
(Cannon et al., 1995 ; Samanarayake ; Samanarayake, 2001). Dentre estas
espécies, C. albicans merece destaque na micologia médica do ponto de vista
etiologico e seu indice de incidéncia, que varia de 33% a 60% (Jorge et al., 1997 ;
Lima et al., 1994). As infec¢des fungicas estdo cada vez mais prevalentes pelo
aumento do numero de pacientes com imunossupressdo. Doencas crbnicas como
cancer ou transplantes de medula ou oO6rgdos sodlidos; uso prolongado de
corticosterdides, infeccdes por HIV, deixam o0s pacientes mais suscetiveis a
infeccdes fangicas oportunistas. Em hospitais, procedimentos cirargicos complexos,
uso de dispositivos implantaveis e o uso de antibidticos de amplo espectro,
aumentam a incidéncia de infec¢des fungicas. Em revisdo sobre infec¢des fungicas,
Keuneth e Rolston (2003), Anderson Céancer Center, Houston, Texas, declarou que
as varias espécies de Candida séo a quarta principal causa de infeccdes da corrente
sanguinea, sendo associadas a uma alta letalidade, de 40%. Na sua forma
convencional, o tratamento da candidose consiste no uso de antifungicos de uso
topico ou sistémico sendo os derivados poliénicos e azolicos, 0os mais usados
(COSTA, 1999), porém a possibilidade de efeitos colaterais principalmente em

pacientes imunodeprimidos deve ser considerada (LAGUNA et al., 1996).
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O uso de plantas medicinais vem dos primérdios da medicina, papiro
de Ebers XVIII Dinastia egipcia. No Brasil este uso data do século XVI, quando
Gabriel Soares de Souza autor do Tratado Descritivo do Brasil de 1587, denominava
os produtos medicinais utilizados pelos indios de “as arvores e ervas da virtude”.
Muito se tem pesquisado em relacdo as plantas medicinais e seu uso terapéutico.
Estes numeros estdo crescendo ainda mais, tendo em vista nossa enorme
biodiversidade. Tendo isto em vista nos propusemos a estudar as acoes terapéuticas
do cajueiro (Anacardium occidentale), bardana (Arctium lappa), tanchagem

(Plantago major) e da propolis em relacdo a Candida isolada da cavidade bucal.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Género Candida

Dentro do género Candida, encontram-se cerca de 200 espécies,
sendo que as mais importantes como patégenos humanos sdo C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kerfyr, C. glabrata, C. guilliermondii e C.
dublinensis (CANNON et al., 1995; SAMARANAYAKE ; SAMARANAYAKE, 2001).
Dentre essas espécies, C. albicans merece destaque na micologia médica por sua
alta patogenicidade.

Espécies de Candida fazem parte da microbiota normal do homem e
podem ser encontradas na orofaringe, boca, secrecdo bronquica, dobras da pele e
vagina de 60 a 70% da populacéo adulta jovem sadia (STENDERUP, 1990).

Candida séo fungos imperfeitos, da classe dos Deuteromycetes que
podem ser encontrados na forma de leveduras e hifas (FARAH et al., 2000). Na
forma de leveduras apresentam-se como organismos eucariéticos, unicelulares, com
morfologia variando entre ovoide, redonda, cilindrica, alongada e apiculada, medindo
aproximadamente 2 a 8um de largura por 3 a 14 um de comprimento. Hifas s&o
filamentos lineares contendo multiplas unidades celulares divididas por septos
(WEBB et al., 1998). Sao microrganismos Gram positivos, cultivados em aerobiose,
mas podendo crescer em anaerobiose (MEYER, 1987). S&o cultivadas em agar
Sabouraud dextrose, apresentando-se como coloénias brancas ou branco-
amareladas, com diametro entre 4 e 8 mm, umidas, cremosas e com odor
caracteristico. C. albicans para passar da forma leveduriforme para a forma de hifas
requer um estagio nutritivo apropriado, fatores indutores, temperatura maior que

33°C e pH proximo ao neutro (SAMARANAYAKE ; McFARLANE, 1990).
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Lacaz (1980) demonstrou que na forma leveduriforme, C. albicans é
constituida quimicamente de 60% de polissacarideos, 13% de proteinas, 8.5% de
lipidios e 18.5% de compostos inertes, enquanto que nas hifas observou-se uma
quantidade de quitina 3 vezes maior e também maior quantidade de proteina.

A identificacdo das espécies de Candida é feita através do
microcultivo em agar fuba, onde se observa a formacdo de estruturas globosas
denominadas clamidoconidio ou clamidosporos; formacao de tubo germinativo apos
inoculacdo em soro estéril a 37°C; fermentacdo e assimilacdo de acgucares como
glicose, maltose, sacarose, lactose, galactos, rafinose e outros (LACAZ, 1998).
Meios cromogenos também séo utilizados pra identificacdo de espécies de Candida.
Em agar CHROM, C. albicans apresenta colbnias verdes; C. tropicalis col6nias
azuis; C. krusei, rosa palido; e C. glabrata, colonias roxas (WILLIAMS ; LEWIS,

2000).

2.1.1- Candidose bucal

Candidose bucal é uma infeccao oportunista causada por leveduras
do género Candida, especialmente C. albicans. Outras espécies estado
freqientemente relacionadas ao desenvolvimento de candidoses, na maioria dos
casos em individuos imunocomprometidos. A capacidade de Candida causar
infeccdo esta relacionada ao estado geral de saude do hospedeiro ou a presenca de
fatores predisponentes, locais ou sistémicos. Assim, a viruléncia de Candida é
determinada mais pelo hospedeiro que por fatores inerentes a propria levedura

(ALLEN, 1992 ; BUDTZ-JORGENSEN, 1990).
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Os mecanismos de patogenicidade de C. albicans nao estao
completamente esclarecidos, pois dependem do tipo e local de infeccdo, estagio de
invasdo e resposta do hospedeiro (HAYNES, 2001). Varios fatores tém sido
implicados na patogenicidade de Candida. Entre estes fatores podemos citar a
capacidade de aderéncia a mucosa, habilidade em formar tubo germinativo e hifas,
producdo de enzimas histoliticas e toxinas (AKPAN ; MORGAN, 2002).

Um dos passos mais importantes para o desenvolvimento de
candidose bucal € a capacidade de aderéncia das leveduras as células epiteliais. Os
mecanismos envolvidos neste processo podem ser a interagdo entre moléculas de
superficie do microrganismo e receptores especificos no hospedeiro; forcas
eletrostaticas, agregacdo celular e hidrofobicidade de superficie (COTTER,;
KAVANAH, 2000; GHANNOUM et al.,, 1990). A aderéncia deve-se a moléculas
especializadas, chamadas adesinas, que reconhecem estruturas nos tecidos, como
proteinas celulares, colageno, fibrinogénio, fibronectina e laminina (CANNON et al.,
1995 ; WEBB et al., 1998). Dentre as adesinas temos glucano, quitina, proteinas da
parede celular, lipidios e manoproteinas, sendo essas Ultimas consideradas as mais
importantes (PENDRAK; KLOTZ, 1995). A adeséao de Candida as células epiteliais
ocorre através da porcdo protéica da manoproteina da levedura e fucose ou N-
acetilglicosamina, nas glicoproteinas das células epiteliais (WEBB et al., 1998). A
aderéncia € necessaria para a colonizacdo inicial. Sem se aderir, a taxa de
crescimento de C. albicans é insuficiente para manter o fungo na boca ou trato
gastrintestinal.

Macourtie e Douglas (1984) encontraram relacdo direta entre a
composicao da superficie celular, aderéncia e viruléncia de C. albicans. Amostras de

C. albicans foram capazes de sintetizar uma camada de superficie fibrilar em
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resposta as altas concentracfes de aglucar no meio e esta modificacdo resultou no
aumento de adeséo as células epiteliais e na viruléncia para camundongos.

Dente as espécies de Candida, a C. albicans possui maior
capacidade de aderéncia as células epiteliais e outras superficies, 0 que pode estar
diretamente relacionado com sua maior patogenicidade, quando comparada as
outras espécies (KIMURA; PEARSAL, 1978).

Outro importante mecanismo de patogenicidade é a formacdo de
tubo germinativo e hifas por C. albicans. Estes mecanismos sdo importantes, uma
vez que aumentam a capacidade de aderéncia das leveduras aos tecidos, acrilico e
pele e aumentam a capacidade de invasdo no hospedeiro (KIMURA; PEARSAL,
1980); aumentam a resisténcia a fagocitos devido as dimensdes fisicas
(SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001). Martin et al., (1984) verificaram que
cepas de C. albicans que ndo formavam tubo germinativo eram incapazes de causar
candidose bucal em camundongos enquanto que as amostras produtoras de tubo
germinativo causavam lesdes com inflamacéo crénica, invaséo dos tecidos por hifas
e hiperplasia epitelial.

A producdo de enzimas hidroliticas geralmente contribui para a
patogénese de infec¢cdes microbianas. C. albicans produz um grande ndamero de
enzimas, como fosfolipase, lipase, fosfomonoesterase, hexosaminidases e pelo
menos 3 proteinas asparticas. As proteinases sao secretadas predominantemente
por espécies patogénicas de Candida, especialmente C. albicans e C. tropicalis. A
capacidade proteolitica de C. parapsilosis € moderada e as demais espécies que
sdo de menor interesse medico ndo secretam proteinase (CANNON, 1995 ; HOEGL

et al., 1996). A fosfolipase também € uma enzima importante para C. albicans, pois
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catalisa a hidrélise de fosfolipidios que s&o importantes componentes das
membranas celulares (GHANNOUM, 2000 ; LANE; GARCIA, 1991).

A producdo de toxina é um importante fator de viruléncia para C.
albicans. Iwata (1975) isolou a canditoxina, uma toxina endogena, protéica, que tem
acdo letal sobre outros fungos e bactérias. O fator Killer € uma exotoxina
inicialmente observada em Sacharomyces cereviseae por Bevan e Makower (1963
apud MAGLIANE et al.,, 1997) e tem sido usada na diferenciacdo biologica de
leveduras dentro da mesma espécie, podendo ser usado como marcador
epidemiolégico (BENDOVA, 1986).

Varios sdo os fatores predisponentes presentes no hospedeiro que
favorecem o desenvolvimento de candidose bucal. Estes podem ser locais ou
sistémicos. Dentre os fatores locais, a xerostomia e o uso de antibidticos s&o
considerados 0s mais importantes, principalmente pela alteracdo do equilibrio da
microbiota indigena local (FOTOS et al., 1992). Individuos xerostdmicos apresentam
facilidade de implantacdo de Candida. Primeiro porque a limpeza mecénica da boca,
exercida pela saliva, estd ausente ou diminuida, contribuindo para a presenca de
maior numero de microrganismos na boca e para retencdo de alimentos. Além disso,
a auséncia de substancias antimicrobianas presentes na saliva como a lisozima,
lactoferrina, lactoperoxidase, comprometem a integridade local. Antibidticos,
principalmente de largo espectro, podem impedir ou inibir o desenvolvimento de
microrganismos indigenas que atuariam como antagonistas a implantacdo da
levedura, seja por competicdo por alimentos ou pela aderéncia a receptores nas
células epiteliais que também servem de receptores para a Candida (OKSALA,

1990).
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Sherman et al. (2002) e Takakura et al. (2003) citam entre os fatores
predisponentes a candidose bucal a imunossupressdo, distarbios enddcrinos,
deficiéncia nutricional, medicacdes, doencas malignas, proteses dentérias,
alteracOes epiteliais, mudanca quantitativa ou qualitativa da saliva, dieta rica em
carboidrato, idade, higiene oral deficiente e tabagismo. Santos et al (1999)
estudaram a influéncia do uso de proteses removiveis na presenca de Candida na
cavidade bucal de adultos e encontraram 88.2% dos usuarios de prétese removiveis
positivos para Candida, sendo que em 17.4% o numero de leveduras ultrapassou
400 ufc/mL. Os autores observaram ainda que 91.2% dos pacientes apresentavam
higiene bucal e das préteses regular ou deficiente. Ainda Santos et al., (1999)
estudando o perfil da populacdo que busca atendimento odontoldgico universitario,
verificaram que o0 uso de proteses totais ou parciais mal adaptadas e mal
higienizadas foi o principal fator predisponente a presenca de numero elevado de
Candida na boca.

Candidose € um termo usado para determinar um grupo de doencas
resultantes da infec¢cdo por Candida spp (McINTYRE, 2001). Essas les6es podem
variar desde lesbes superficiais na mucosa até infec¢des sistémicas extremamente
graves (WEBB et al., 1998).

Clinicamente, a candidose bucal pode apresentar-se como
pseudomembranosa, eritematosa e hiperplasica (SAMARANAYAKE;
SAMARANAYAKE, 2001). A forma pseudomembranosa caracteriza-se como placas
brancas e cremosas aderentes a mucosa bucal que quando removidas pela
raspagem expde uma mucosa adjacente normal ou eritematosa (SHERMAN et al.,
2002). Histologicamente a pseudomembrana é formada por tecidos necréticos,

restos alimentares, leucécitos e bactérias, juntamente com leveduras e hifas de
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Candida, que podem apresentar invasdo na camada queratinizada do epitélio.
Observa-se ainda acantose, edema e microabscessos intraepiteliais. Infiltrado
inflamatorio PMN, linfocitos e macrofagos estdo presentes no tecido conjuntivo
(FARAH et al.,, 2000; REICHARD et al., 2000). Os sitios mais freqientemente
atingidos por esse tipo de candidose sédo o palato mole, orofaringe, dorso da lingua,
mucosa jugal e gengiva (McINTYRE, 2001). A candidose eritematosa tem sido
associada com infeccdo pelo HIV, representando cerca de 50% das candidoses
encontradas nesses pacientes. Ocorrem na maioria dos casos no dorso da lingua,
ou palato, como areas avermelhadas de bordas pouco definidas. Histologicamente,
0 aspecto € semelhante ao observado na pseudomembranosa, entretanto a
quantidade de hifas € menor e a reacédo inflamatéria no tecido conjuntivo € mais
intensa (BUDTZ-JORGENSEN, 1990).

A forma hiperplasica € uma condicdo cronica cujo aspecto clinico é
caracterizado pela presenca de placas brancas que nado podem ser removidas pela
raspagem. E caracterizada por intensa penetracéo de hifas na superficie do epitélio,
que apresenta hiperplasia e acantose, com reacdo inflamatéria variando de
moderada a severa, no tecido conjuntivo subepitelial (NEVILLE et al.,, 1998 ;

REICHARD et al., 2000 ; SHERMAN et al., 2002).
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2.2- Acdao Antimicrobiana de Fitoterapicos

A procura de plantas com poder curativo para diferentes doencas
data de muitos anos. Desde a pré-historia até os dias atuais, centenas, sendo
milhares de plantas tém sido usadas por pessoas de todos os continentes, seja na
forma de emplastos, infusdes, decoccdo, e outros. Embora cerca de ¥4 a % dos
farmacos distribuidos nos Estados Unidos tenham origem de plantas superiores,
poucos sao usados como agentes antimicrobianos, uma vez que bactérias e fungos
sao as principais fontes desses agentes (COWAN, 1999).

Com o advento dos antibidticos na década de 50, o uso de derivados
de plantas como antimicrobianos € quase inexistente. Entretanto, microbiologistas
tém pelo menos duas razdes para verificar a eficacia antimicrobiana de extratos de
plantas medicinais. Primeiro observa-se na literatura que em média, dois ou trés
antibioticos produzidos por microrganismos sao langcados no mercado a cada ano,
mostrando que o tempo de vida de qualquer antibidtico € extremamente curto
(CLARK, 1996) e que novos agentes antimicrobianos (incluindo vacinas) devem ser
pesquisados e dentro dessas novas fontes de pesquisa, encontram-se as plantas.
Segundo, a populacéo ja esta tomando conhecimento dos problemas de prescricdo
desnecessaria e incorreta dos antibioticos tradicionais e querem ter mais autonomia
sobre seus cuidados médicos e uma grande quantidade de compostos de plantas
sao facilmente encontrados no mercado. Na década de 90, aproximadamente 1/3 da
populacdo americana ja tinha feito uso de pelo menos um tipo de terapia nao
convencional (EISENBERG et al., 1993). Neste contexto, o interesse em plantas
com propriedades terapéuticas abrangendo aquelas com atividade antimicrobiana

tem crescido bastante, ndo apenas por constituir-se em recurso terapéutico
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alternativo, mas ainda devido as perspectivas de isolar substancias que apresentem
eficacia significativa e menor indice de desvantagens (QUEIROZ, 1998).

As plantas possuem uma infinidade de compostos aromaticos, a
maioria deles fendis e seus derivados. Cerca de 12.000 metabdlitos secundarios ja
foram isolados e este numero corresponde a apenas 10% do total (SCHULTES,
1978). Dentre os principais grupos de compostos derivados de plantas que
apresentam efeito antimicrobiano estédo os fendlicos e polifendis. Estragao e tomilho
contém acido cafeico, cuja eficacia ja foi demonstrada contra virus, bactéria e fungos
(BRANTNER et al., 1996 ; DUKE, 1985). Catecol e pirogalol sdo compostos
hidroxilados com acdo antimicrobiana. Um dos mecanismos responsaveis pela
toxicidade do fenol para microrganismos € a inibicdo enzimatica pelos compostos
oxidados (MASON; WASSERMAN, 1987). Eugenol é um representante dos
compostos fenodlicos ja bem caracterizados. E um 6leo essencial encontrado no
cravo da india, considerado bacteriostatico e fungistatico (DUKE, 1985 ; THOMSON,
1978).

As plantas constituem uma grande reserva de recursos
medicamentosos e 0s principios ativos de varias plantas tém sido investigados
quanto a acao antimicrobiana. Plantas medicinais, principalmente na América do Sul,
constituem a primeira linha no tratamento de varias doencas infecciosas e nao
infecciosas. Leal-Cardoso e Fonteles (1999) estudaram a acéo farmacologica de 15
espécies de plantas aromaticas do nordeste brasileiro. Segundo os autores, os 0leos
essenciais tiveram efeitos sobre a contragcdo muscular, antiespasmaodico, analgésico,
antiinflamatoério, anticonvulsivante e antibacteriano, validando assim seu uso na
medicina popular. Eugenol, obtido da planta Ocimum gratissimum, usado na

medicina popular brasileira, demonstrou atividade contra bactérias Gram positivas e
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negativas. Tradicionalmente € usado para controle de infec¢des do trato respiratério
superior, diarréia, infeccbes na pele, pneumonia, tosse, febre e conjuntivite
(NAKAMURA et al., 1999).

O efeito das quinonas sobre microrganismos € extremamente
grande pois estas sdo uma fonte estavel de radicais livres e formam complexos
irreversiveis com aminoacidos nucleofilicos nas proteinas, geralmente levando a
quebra da proteina e perda da funcédo. Os possiveis alvos nas células bacterianas
sdo as adesinas e polipeptidios da parede celular e enzimas ligadas a membrana.
Kazmi et al (1994) demonstram acao bacteriostatica das quinonas para B. anthracis,
Corynebacterium pseudodiphthericum e P. aeruginosa e bactericida para P.
pseudomalliae.

Outro composto fendlico com efeito antimicrobiano sédo os
flavondides. Estes séo sintetizados pelas plantas em resposta a uma infeccéo
microbiana. Sua atividade deve-se provavelmente a sua habilidade de formar
complexos com proteinas sollveis e extracelulares e com a parede celular de
bactérias. Alguns flavondides lipofilicos podem também quebrar as membranas
bacterianas, como foi demonstrado por Tsuchiya et al. (1994) frente a
Staphylococcus aureus meticilina resistentes. Tanino € 0 nome de um grupo de
substancias fenolicas poliméricas. As atividades antimicrobianas dos taninos, como
das quinonas, devem-se a capacidade de inativar adesinas, enzimas e proteinas de
transporte do envelope celular (HASLAN, 1996). Cumarina sdo substancias fendlicas
com efeito anti-trombotico, antiinflamatorio e vasodilatador. Thornes (1997) na busca
de agentes para tratamento de candidose vaginal em mulheres gravidas demonstrou

o efeito “in vitro” da cumarina contra C. albicans.
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A fragrancia das plantas deve-se aos 0leos essenciais ou terpenos.
Oleos essenciais ou tepernoides sdo ativos contra bactérias (AMARAL et al., 1998 ;
BARRE et al., 1997) virus (FUJIOKA; KASHIWADA, 1994) e fungos (AYAFOR et al.,
1994 ; KUBO et al., 1993 ; RANA, 1997). Petalotemunol € um terpeno com grande
atividade contra bactérias Gram positivas e moderada ou fraca acao contra Gram
negativas e contra Candida (HUFFORD et al., 1993). Batista et al. (1994)
demonstraram a eficacia de dois diterpenos no controle de Candida albicans. C.
albicans também foi sensivel ao extrato de Soanum nigrescens, demonstrando a
mesma sensibilidade que apresenta para nistatina (GIRON et al., 1988).

Queiroz (1998) testaram a acédo de extratos e 6leos essenciais de
Anacardium occidentale (cajueiro), Plectranthus amboinicus (malva), Punica
granatum (roma) e Phithecellobium avaremotemo (barbatemao) frente a isolados de
C. albicans, C. stellatoidea, C. guilliermondii, C. kruzei e C. tropicallis e observou que
todos os extratos e Oleo essencial mostraram efeito inibitorio frente as leveduras
estudadas.

Compostos heterociclicos de nitrogénio sdo chamados de alcaloides
e 0 primeiro exemplo de um alcaldide usado como medicamento € a morfina.
Apresenta acao antifingica, antimicrobiana, antiparasitaria (COWAN, 1999).

As lectinas e polipeptidios com agcao sobre microrganismos foram
demonstrados em 1942. Seu mecanismo de acdo € provavelmente a formacéo de
canais de ions na membrana do microrganismo ou atraveés da inibicdo competitiva
das proteinas do microrganismo aos receptores polissacaridicos no hospedeiro.

A ascensdo do HIV determinou a investigacdo de derivados de
plantas que possam ter eficacia no seu controle, principalmente para o uso em

paises subdesenvolvidos que tém acesso limitado aos medicamentos atuais (DE
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CLERCK, 1995). Alves et al. (2000) verificaram que 42 dentre 60 espécies de
plantas medicinais da savana brasileira apresentaram efeitos antimolusco,
antifingica e antibacteriana. Extrato purificado de Prunela vulgaris foi capaz de
bloquear a transmissdo célula-célula do virus HIV-1, preveniu a formacdo de
sincicios e interferiu na habilidade do HIV-1 e da proteina GP-120 de se ligarem ao
receptor CD4. Analise por PCR confirmou a auséncia de DNA proviral do HIV-1 em
células expostas ao virus na presenca do extrato, sugerindo que o extrato purificado
inibe a infeccdo de células susceptiveis pelo HIV-1, impedindo a adeséo do virus ao
receptor CD4 (YAO et al., 1992).

Vérias das indicacoes fitoterapicas sdo de conhecimento popular e
muitas delas tem comprovacao cientifica para seu uso, mesmo assim, a fitoterapia
em odontologia ainda € incipiente no contexto da odontologia oficial. Apesar da
utilizacao de produtos naturais como o eugenol, guta percha, timol e outros, todos de
origem vegetal, usados na manipulacdo de alguns materiais dentarios, cujas acdes
bacteriostatica e bactericida estdo devidamente comprovadas, a fitoterapia em

odontologia constitui um tema recente (MATOS, 1994 ; SAMPAIO, 1997).

2.2.1- Anacardium occidentale (cajueiro)

Pertencente a familia Anacardiaceae, o cajueiro, também conhecido
por acajuba, acajaiba, caju-manso, cacaju, oacaju e anacardo é uma arvore
amazobnica que pode atingir até 15m de altura. Tem origem na América do Sul,
estando largamente espalhado pela faixa litoranea da regiéo tropical e subtropical do
Brasil. Seu principal endemismo encontra-se na regido nordeste. Botanicamente, a
pseudofruta € um pedunculo macio que cresce atrds da fruta propriamente dita e

serve de suporte para esta; possui uma espessa polpa suculenta que é utilizada
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para fabricacdo de sucos. O verdadeiro fruto, a castanha, cresce na extremidade da
pseudofruta ou pedunculo, € recoberta por duas conchas e entre essas conchas
existe Oleo toxico e caustico espesso chamado cardol, que deve ser removido antes
gue esta possa ser ingerida. Os principios ativos do cajueiro podem ser isolados das
folhas e casca, onde temos os taninos, gomas, resinas, material corante e
saponinas; do pseudofruto pode-se isolar taninos, vitamina C, acguUcares fibras e
agua; da castanha obtém-se acido anacardico, anacardol, cardol, taninos e da
améndoa (semente), Oleo fixo, proteinas e sais minerais. A atividade antimicrobiana
do cajueiro foi documentada pela primeira vez, num estudo in vitro de 1982.
Akipendu (2001) demonstraram a¢ao antimicrobiana do extrato metandlico da casca
do cajueiro frente a 13 de 15 espécies bacterianas isoladas, na concentracao de
20mg/mL. Kudi (1999) demonstraram que extratos brutos da casca do cajueiro
apresentaram acao antibacteriana, tanto para bactérias Gram positivas quanto para
Gram negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Helicobacter
pylori € um microrganismo atualmente relacionado a causa da gastrite aguda. Kubo
et al (1993) demonstraram que acidos anacardicos e (E)-2 hexenal extraidos do
cajueiro possuem atividade anti Helicobacter pylori e que estes produtos apresentam
capacidade de inibir urease, um mecanismo de viruléncia desses microrganismos.
Os diferentes compostos produzidos a partir do cajueiro apresentam uma ampla
gama de aplicacdo. A casca e a folha do cajueiro sdo grandes fontes de taninos, um
grupo de fitoquimicos com propriedades biolégicas bem documentadas. Em paises
como Brasil e Peru, o cha feito com a casca ou folha do cajueiro € usado em banhos
como anti-séptico vaginal. No Brasil a fruta é usada no tratamento de lesdes de pele
relacionadas a sifilis. Principios ativos de plantas da medicina popular tém sido

investigados. Santos Filho (1990) examinaram a acdo antibacteriana de 120
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espécies de plantas pertencentes a 28 familias, dentre elas Anacardiaceae e

demonstraram acao dessa espécie no controle de microrganismos.

2.2.2 Arctium lappa (bardana)

A bardana, pertencente a familia Compositae, € comumente usada
na medicina popular no tratamento de distirbios sanguineos, circulatoérios,
digestivos, imunes, nos rins, figado e pulmdes. Possui acdo antibibtica, antifungica,
anti-séptica e anti-tumoral (BLANCO, 2003).

Apresenta como principios ativos 6leo essencial até 0,2%, polifendis,
inulina 40 a 50%, mucilagens, lapatina, taninos, sais minerais, principio antibiotico,
acido clorogénico, vitaminas do grupo B e A, fuquinona, glicosideos, resina, calcio,
potassio, magnésio, principio amargo. Conhecida desde a antiguidade na medicina
caseira, nunca tendo sido contestada ao longo dos séculos. As raizes e as folhas
tenras podem ser utilizadas como alimento, podendo a raiz também ser consumida
crua. Na Europa as folhas e brotos novos sao consumidos como verdura e no Japao
€ cultivada uma variedade para producao de raizes comestiveis. No Brasil tem um
crescimento vigoroso, sendo considerada uma espécie daninha em pomares e
terrenos baldios no sul do Brasil. Antigamente era utilizada em mistura com outras
ervas, para clarear a pele, a bardana tem hoje aplicacbes como depurativo e
cicatrizante (BLANCO, 2003).

O decocto de suas raizes é eficaz, como purificador do sangue, em
doencas reumaticas, afec¢des renais e disturbios digestivos. Externamente, prepara-
se com elas uma pomada para eczema e uma lo¢cao para evitar a queda de cabelo.
Do ponto de vista nutricional, esta raiz apresenta boas qualidades: fornece

proteinas, glicidios, fibras, calcio, fésforo, ferro, vitamina A, B1, riboflavina, niacina e
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vitamina C. Assim como todas as raizes, a bardana também é rica fonte de sais
minerais.

Uma cataplasma das folhas frescas alivia as dores provocadas por
picadas de insetos, torcoes e hemorroidas, e a sua infusédo serve para limpar feridas
e inflamacbes cutaneas. O extrato das sementes e também suas infusdes ou
decoccbes sdo especialmente indicados para a cura de enfermidades cronicas da
pele. As folhas esmagadas e aplicadas diretamente sobre a epiderme tém uma acao
bactericida e antimicética que a torna um remeédio eficaz contra inUmeras doencas
de pele, como dermatoses Umidas e purulentas, acnes, eczemas, pruridos, tinha,
seborréia da face ou do couro cabeludo e herpes simples. O 6leo de bardana é

considerado um estimulante capilar.

2.2.3 Plantago sp (tanchagem)

Tanchagem pertence a familia das plantaginaceas, que compreende
muitas espécies, cinco das quais sdo comestiveis: Plantago maior L., Plantago
australis Lam. var hirtella (HBK) Banhn, Plantago guilheminiana Desc., Plantago
catharinea Desc. e Plantago tomentosa Engl. Todas elas s&o conhecidas
vulgarmente no Brasil como lingua-de-vaca, plantagem, tanchagem ou tansagem.
S&o0 plantas perenes, de raizes curtas e fibrosas. E uma planta ereta, sem caule,
atingindo mais de 40cm de altura. Suas folhas, de formato variado, sédo agrupadas
na base, dotadas de nervuras bem marcadas, com ou sem pelos. Em forma de
rosetas, saem diretamente do solo e medem cerca de 20 cm de comprimento. As
flores sdo pequenas, entre esverdeadas e acastanhadas, agrupadas em espigas

alongadas, continuas ou néo, providas de um longo eixo. Pode-se observar numa
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mesma planta varios eixos com idade e altura diferentes, o que possibilitara mais
tarde a existéncia de sementes se propagando por um periodo de tempo mais longo
do que se todas as espigas se desenvolvessem na mesma época. Os frutos sdo
muitos pequenos, com sementes escuras e achatadas. Como planta de clima
temperado, desenvolve-se melhor em solos Uumidos e locais frescos e com boa
iluminacdo. P. major contém compostos biologicamente ativos como
polissacarideos, lipidios, derivados de acido cafeico, flavonoides, iridoides e
teperndides. Também foram isolados alcalbides e alguns acidos organicos
(SAMUELSEN, 2000).

Pesquisas com espécie Plantago australiana realizadas na
Universidade Federal do Parand comprovaram a presenca de aucubina e catalpol,
responsaveis pela acdo antiinflamatéria e antibidtica. Zanon et al. (1999)
demonstraram o efeito antiviral de extrato alcodlico de Plantago brasiliensis e
Plantago major contra Herpes suis virus, inibindo 2x mais a infectividade desse
virus. PMII € um polissacarideo soluvel isolado das folhas de P. major. Hertland
(1999) induziram infeccdo sistémica por Streptococcus pneumoniae em
camundongos e demonstraram que este polissacarideo conferiu protecdo contra a
infeccdo quando este foi administrado sistemicamente antes da inoculacdo do
microrganismo e que os efeitos protetores devem-se a estimulacdo do sistema
imune inato e ndo da resposta adaptativa.

Holetz et al. (2002) verificaram o efeito antibacteriano e antifungico
de 13 extratos de plantas, entre elas o cajueiro e tanchagem, contra C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis e C. tropicais, isoladas de pacientes com candidose. Através
da técnica de microdiluicdo em caldo Miller Hinton e determinacdo da concentracao

inibitéria minima, verificaram que Plantago major demonstrou resposta moderada
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contra C. krusei, fraca atividade contra C. tropicalis e ndo demonstrou atividade
contra C. albicans e C. parapsilosis.

Extratos de Plantago apresenta uma série de atividades bioldgicas
que incluem cicatrizacéo de feridas, acao antiinflamatoria, analgésica, antioxidante,
antibiotica, regulatoria do sistema imune e atividade antiulcerogénica, o que faz seu

uso bastante freqiente na medicina popular (SAMUELSEN, 2000).

2.2.4 Propolis

Prépolis € uma substancia resinosa produzida pelas abelhas (Apis
mellifera L) e utlizada pela medicina popular devido as propriedades
farmacodinamicas e antimicrobianas (VICENTE; HIROOKA, 1987).

Os componentes quimicos da propolis tém sido isolados e
analisados em diferentes paises, sendo o &cido cafeico, acido cumarico e
flavonoides os possiveis responsaveis pelo poder antibidtico da resina. Pinocembrin,
galangin, sakuranetin, kaempferol e acido hydroxycinamico, isolados e identificados
em propolis brasileiras séo considerados flavonéides de acéo antibiotica.

Essa substancia é composta por 55% de resinas e balsamos, 30%
de ceras, 10% de Oleos volateis 5% de pdélem, sendo identificados ainda acidos
aromaticos insaturados, flavondides e microelementos. A composicdo quimica da
propolis varia de acordo com a espécie de abelha, a area geografica de origem e
dos métodos de extracdo e controle de qualidade do produtor e até da época do

ano.
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Prépolis tem sido utilizada pela populacdo mundial como
medicamento alternativo, indiscriminadamente e sem indicacdo médica. E ainda
considerada um cosmeético.

A propolis é alvo constante de estudos in vitro e in vivo, em diversos
paises, com o objetivo de se obter o0 maximo de informacdes, na tentativa de fazer
com que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), bem como os Ministérios de
Saude dos diversos paises aprovem a propolis como medicamento.

Segundo Cruz (1992) o extrato alcoodlico de propolis apresenta
atividade antifangica na concentracdo de 1,25g/mL, no entanto, apresenta apenas
atividade inibitoria parcial para o desenvolvimento de leveduras nas concentracdes
estudadas 1,25g/mL, 2,5g/mL e 5,0g/mL. Vicente e Hirooka (1987) estudaram a
atividade antimicrobiana de propolis frente a Streptococcus pyogenes,
microrganismos da microbiota bucal e fungos produtores de micotoxinas. Os autores
observaram que houve inibicdo da producdo de hemolisina pelo S. pyogenes
quando semeado em agar sangue e efeito bactericida da propolis sobre este
microrganismo em caldo BHI. Houve acdo bacteriostatica sobre a microbiota oral e
os fungos produtores de micotoxina nao foram inibidos pela propolis.

Considerando que a propolis tem um baixo custo e por ser de facil
acesso a populacéo, ndo existindo contra-indicacdes quanto ao seu uso terapéutico,
ela podera ser utilizada topicamente em pacientes portadores de candidose. Estudos
in vivo deverdo ser feitos com rigor, considerando a dinamica do corpo humano
como um todo, bem como a interferéncia de parametros sistémicos na ecologia

bucal.



Figura 1- Anacardium occidentale (cajueiro)

Figura 2- Arctium lappa (bardana)

Figura 3- Plantago major (tanchagem)

Figura 4- Prépolis bruta
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3- PROPOSICAO

Propusemo-nos a avaliar a acdo antifungica de trés plantas
medicinais tradicionalmente usadas na medicina popular e da propolis frente a

leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal.
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4- MATERIAL E METODOS

4 .1- Coleta de Saliva e Isolamento de Candida

Foram coletadas amostras de saliva de 86 pacientes, sendo 40
homens e 46 mulheres, com idade entre 18 e 82 anos, que procuraram atendimento
nas clinicas odontologicas da Universidade Estadual de Ponta Grossa. A saliva foi
coletada apds o paciente estar ciente dos procedimentos a serem realizados e ter
assinado um termo de consentimento (Anexo A). Nenhum paciente apresentava
candidose clinicamente.

A saliva foi coletada com “swab” esterilizado, que foi passado por
toda a superficie da cavidade bucal, especialmente lingua e palato. A seguir o
material foi semeado em placas contendo agar Sabouraud Dextrose adicionado de
0.1mg de cloranfenicol (Carlo Erba — 0.1mg/mL de meio). As placas foram incubadas
a 37°C/48h. Apé6s este periodo, verificou-se o crescimento de col6nias
caracteristicas de Candida (colonias esféricas, branco-foscas com aspecto de
porcelana e odor caracteristico) que foram confirmadas através de esfregacos
corados pelo Gram, onde se observou células Gram positivas, ovaladas, com ou
sem brotamento. Uma col6nia de Candida de cada paciente foi transferida para agua

destilada esterilizada e estocada para posterior identificacao.
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4.2 - ldentificacdo das espécies de Candida

Para identificacdo das espécies de Candida, as amostras estocadas
em agua destilada esterilizada foram semeadas em agar Sabouraud Dextrose e
incubadas a 37°C/24-48h. A identificacdo das espécies foi realizada de acordo com
o descrito por Samaranayake e MacFarlane, (1990) e Sandvéen (1990) com
modificacdes, consistindo nas provas de formacao de tubo germinativo, microcultivo

em agar fuba, fermentacao e assimilacao de carboidratos.

4.2.1- Formacao de tubo germinativo

A formacédo de tubo germinativo a partir das células leveduriformes
foi verificada inoculando-se uma alcada de cultura pura de 24h da levedura em 0.5
mL de soro de coelho estéril em tubo de ensaio. O tubo foi levado ao banho-maria a
37°C por até 3h e a seguir o material foi homogeneizado e uma gota foi colocada

entre lamina e laminula para observacdo em microscopia de luz.

4.2.2- Microcultivo em agar fuba

O agar fuba (Anexo B) adicionado de 1% de Tween 80, previamente
fundido, foi colocado sobre laminas de vidro esterilizadas no interior de placas de
Petri. Apos solidificacdo do agar, as amostras a serem identificadas foram semeadas
em estria central Unica na superficie do meio e cobertas com laminulas. O material
foi incubado em temperatura ambiente por até 7 dias e a seguir levado ao

microscopio de luz para observacdo de clamidoconidios, hifas e leveduras.
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4.2.3 Fermentacao de carboidratos

Para verificacdo da fermentacdo de carboidratos pelas espécies de
Candida, utilizou-se o meio de cultura caldo vermelho de fenol adicionado de 1% dos
seguintes acucares: glicose, maltose, sacarose e lactose. O meio de cultura com o
respectivo acucar foi distribuido em tubos de ensaio contendo tubos de Duhran
invertidos em seu interior. Os tubos foram semeados com culturas puras de 24h das
amostras a serem identificadas e incubados a 37°C por até 7 dias. ApOs este
periodo verificou-se a fermentacdo dos acucares atraves da producdo de acido e
formacao de gas. A producado de acido foi observada pela queda do pH do meio de
cultura que faz com que sua cor inicialmente vermelha torne-se amarela. A producéao
de gas foi verificada pela presenca de bolhas de ar aprisionadas no interior do tubo

de Duhran.

4.2.4- Assimilacdo de carboidratos

Para esta prova, um meio quimicamente definido (Anexo C) foi
fundido e ao atingir a temperatura de 45°C, foi vertido sobre 0.1 mL de suspenséo de
Candida preparada a partir de crescimento de 24h da levedura e com concentracao
correspondente ao tubo 10 da escala de McFarland. Apos homogeneizacdo em
movimentos em forma de 8 (oito), 0 meio foi deixado para solidificacdo. A seguir,
discos de papel de filtros embebidos em solucbes a 20% de glicose, maltose,
sacarose, lactose, galactose e rafinose, foram colocados sobre a superficie do agar.
Apoés incubacdo a 37°C/48h, observou-se assimilacdo do acucar através do

crescimento da levedura ao redor do disco de papel de filtro.
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4.2.5 - Interpretacdo dos testes para identificacdo das espécies de Candida

As amostras de Candida foram identificadas através da interpretacéo
dos testes fornecida em Samaranayake e MacFarlane (1990) e Sandvén (1990) com

modificacdes e estdo apresentadas no quadro abaixo.

QUADRO 1- Identificacdo de espécies de Candida através de formacao de tubo germinativo (TG),
clamidoconidio (CL), hifas (HIF), provas de fermentacdo e assimilacdo de
carboidratos.

Fermentacéo Assimilacao
Espécies de TG CL | HIF | GL S M L GA |GL | S M L | GA
Céndida
C. albicans + + + AIG | Al- AlG | -/- AlG + + + - +
C. Stellatoidea | V V + AIG | Al- AG | -/- AlIG + - + - +
C. - - + AIG | AIG | -/- -/- AIG + + + - +
guilliermondii
C. glabrata - - - AIG | -I- -/- -/- -/- + - - - -
C. krusei - - + -/- -/- -/- -/- -/- + - - - -
C. lipolytica - - + AIG | -/- -/- -/- -/- + - - - -
C. lusitaniae - - + AIG | AIG | -/- -/- AlIG + + + - +
C. parapsilosis | - - + AlIG | -/- -/- -/- V + + + - +
C. tropicalis - V + AIG | AIG | AIG | -/- V + + + - +
C. kerfyr - - + AIG | AIG | -I- AlG AlG + + - + +

GL: glicose, S: sacarose, M: maltose, L: lactose, Ga: galactose, R: rafinose
A: acido; G: gas
(+): prova positiva; (-): prova negativa, (v): prova variavel

4.3- Manipulacao dos Fitoterapicos

Para realizacdo deste estudo foram manipulados extratos alcodlicos de
cajueiro (Anacardium occidentale), bardana (Arctium lappa), tanchagem (Plantago
major) a 60°GL e tintura de prépolis a 30% (Farméacia de Manipulacdo Ervafarma,
Ponta Grossa, PR), (Fig. 1). Os certificados de analise dos produtos utilizados foram
fornecidos pela Ervafarma manipulacao, farmacéutica responsavel Dr2. Vera LUcia
Daniel Pupo (Anexo D). Na tabela 1 esta demonstrada a concentracdo dos extratos

e qual parte da planta utilizada para preparacédo dos mesmos.
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TABELA 1- Descricdo das caracteristicas dos fitoterapicos testados frente a amostras de Candida
isoladas da cavidade bucal.

Planta Parte da planta Solvente Concentracéo
Cajueiro Casca Alcool de cereais 60%
Bardana Raiz Alcool de cereais 60%

Tanchagem Folha e flor Alcool de cereais 60%
Prépolis - Alcool de cereais 30%

Figura 5 - Extratos de cajueiro, bardana, tanchagem e proépolis de uso comercial, utilizados no
experimento.
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4.4- Sensibilidade dos Isolados de Candida aos Fitoterapicos

4.4.1 Testes realizados para determinacdo da sensibilidade de Candida aos
fitoterapicos

A verificacdo da sensibilidade das amostras de Candida aos
fitoterapicos foi verificada através de testes in vitro e in vivo. Os testes in vitro foram:
a) teste de difusdo em agar, com discos de papel de filtro embebido no fitoterapicos
e com pocos confeccionados nos meios de cultura; b) teste em tubo, com diluicbes
seriadas da levedura. Os testes in vivo foram: c) recuperacdo de C. albicans da
cavidade bucal de ratos tratados com fitoterapicos e d) desenvolvimento de
candidose na lingua de ratos tratados com fitoterapicos. Os testes foram realizados

como descrito abaixo.

Testes in vitro

a) Teste de difusdo em agar (disco e poco)

A acdo antifungica dos extratos alcoodlicos de cajueiro, bardana,
tanchagem e da tintura de propolis foi determinada através do teste de difusdo em
agar. As amostras de Candida, ja identificadas foram semeadas em agar Sabouraud
Dextrose e incubadas a 37°C/ 24h. Do crescimento foi preparada uma suspensao
comparativa com o tubo 0.5 da escala de McFarland e ajustada em
espectrofotdmetro, contando aproximadamente 10° ufc/mL. Apés homogeneizacéo,
aliquotas de 0.1 mL da suspensdo foram semeadas em duplicata em placas

contendo agar Sabouraud Dextrose. As placas foram levadas a estufa por 10 min
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para secagem. A seguir, discos de papel de filtro foram embebidos com 10uL dos
fitoterapicos e depositados na superficie do agar. As placas foram incubadas a
37°C/48h. Apbs realizou-se a medicdo dos halos de inibicdo do crescimento fungico.
Considerou-se 0 produto ativo contra as espécies fungicas em estudo, aquele que
produziu halos acima de 10mm de diametro (QUEIROZ, 1998).

Em outras placas semeadas com as leveduras, poc¢os de 0.5mm de
didmetro por 0.4mm de profundidade foram confeccionados no agar Sabouraud. A
seguir os pocgos foram preenchidos com os fitoterapicos e o0 processo seguiu-se

semelhante ao anterior.

b) Teste em tubo

A partir de suspensdo de Candida comparativa com o tubo 0.5 da
escala de McFarland e ajustada em espectrofotdmetro, contando aproximadamente
10° ufc/mL, foram feitas diluicbes decimais até 10°. Da amostra mée e de cada
diluicdo, foi transferido 1 mL para tubo de ensaio contendo 0.1 mL dos extratos de
cajueiro, bardana, tanchagem e prépolis. Os tubos foram homogeneizados e
deixados em repouso por 10 min. A seguir 0.1 mL de cada tubo foi semeado em
placas contendo agar Sabouraud Dextrose. As placas foram incubadas a 37°C/48h e

a seguir foi determinado o numero de ufc/mL de Candida vidvel em cada diluigdo.
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Testes in vivo

c) Recuperacao de Candida da cavidade bucal de ratos

Vinte e cinco ratos (Rattus novergicus albinus), machos, pesando
cerca de 250g, provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
foram divididos em cinco grupos de quatro animais. Com o auxilio de uma seringa de
1 mL, os animais receberam 3 inoculacdes de 0.2 mL de suspensdo contendo 10°
células de C. albicans/mL na cavidade bucal, com intervalos de 1h entre elas. A
amostra de C. albicans utilizada foi isolada de um paciente deste estudo. Uma hora
apos a ultima inoculacdo, os animais receberam os extratos de cajueiro, bardana,
tanchagem e propolis na agua de beber, na concentracdo de 1,5% durante 24h.
Cinco ratos receberam agua “ad libitum” e foram usados como controle. Vinte e
quatro horas apos a inoculacéo, foi realizada a recuperacao da levedura da cavidade
bucal dos ratos com o auxilio de um “swab” esterilizado que foi passado na pelas
estruturas bucais durante 1 minuto. O “swab” foi colocado em um tubo de ensaio
contendo 1.0 mL de solucao fisiologica. A partir dessa amostra, foram feitas diluicbes
decimais até 10 e aliquotas de 0.1mL da suspens&o inicial e das diluicdes foram
semeadas em duplicata em agar Sabouraud Dextrose adicionado de cloranfenicol.
As placas foram incubadas a 37°C/48h e a seguir realizou-se a contagem do namero
de ufc/mL de levedura recuperado da boca dos animais (Fig. 6). O mesmo
procedimento foi realizado fazendo-se uma Unica inoculacdo da levedura, com

sacrificio dos animais também apos 24h.
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d) Candidose na lingua de ratos

Apoés realizacao da coleta de material para recuperacao de Candida,
os animais foram sacrificados por inalacdo excessiva de éter etilico e a lingua foi
retirada e fixada em formol a 10% para andlise histolégica. A lingua foi seccionada
sagitalmente e transversalmente na regido do tubérculo intermolar, processada e
incluida em parafina. Os cortes obtidos, de 5um, foram corados pelas técnicas de
HE e PAS-H. A presenca de candidose foi verificada por toda a extensao do epitélio

da lingua, compreendendo as papilas cbnicas simples da regido anterior e as papilas

gigantes e verdadeiras da parte posterior da lingua.
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E

Figura 6 - A- Inoculacédo de C. albicans na cavidade bucal dos ratos; B - Transferéncia do “swab”
para tubo de ensaio contendo solucao fisiolégica, apds recuperacdo da levedura; C-
Diluicdo da amostra; D — Semeadura em agar sabouraud Dextrose; E — contagem do
numero de ufc/mL de C. albicans recuperado da cavidade bucal dos animais.

4.5- Sensibilidade de Candida a antifungicos comerciais (Antifungigrama)

4.5.1- Testes realizados

A sensibilidade das amostras de Candida aos antifingicos
comerciais foi determinada através de dois testes: a) teste de difusdo em agar, com
discos embebidos no antifungico (CECON Ltda) e b) teste ATB Fungus (bioMeriéux),

seguindo-se a metodologia determinada pelo fabricante, e descrita a seguir.

a) Teste de difusdo em Agar

Das amostras de Candida isoladas e identificadas, foi selecionada
uma amostra de cada espécie para realizacdo do antifungigrama. As espécies de
Candida foram semeadas em agar sabouraud dextrose e incubadas a 37°C/24h. Do

crescimento foi preparada uma suspensdo comparativa com o tubo 0.5 da escala de
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McFarland e ajustada em espectrofotdmetro, contando aproximadamente 10°
ufc/mL. Apés homogeneizacédo, aliquotas de 0.1 mL da suspenséao foram semeadas
em duplicata em placas contendo agar Sabouraud dextrose. As placas foram
levadas a estufa por 10 min para secagem. A seguir, discos de papel de filtro
embebidos nos antifungicos (Nistatina 100 Ul, Ketoconazol 50 mcg, Anfotericina B
100 mcg, Fluconazol 25 mcg, Clotrimazol 50mcg, Miconazol 50 mcg, 5
Fluorocitosina 1 mcg, 5 Fluorocitosina 10 mcg, CECON — Centro de Controle e
Produtos para Diagnostico Ltda.), foram depositados sobre a superficie do meio de
cultura. Apos incubacédo a 37°C/48h, foi realizada a medicao dos halos de inibicdo do
crescimento e feita comparacdo com tabela enviada pelo fabricante (Anexo E) (Fig

6).

b)- ATB fungus

As galerias ATB FUNGUS (bioMeriéux — Anexo F) permitem
determinar a sensibilidade das leveduras em meio semi-sélido. As galerias contém
16 pares de cupulas; 04 pares ndo contém antifungico e servem de controle de
cultura. Os outros pares contém diferentes antifingicos em duas concentracdes para
classificar as estirpes. Dois antifingicos estdo presentes em varias concentracoes, 0
que permite completar a resposta mediante uma CMI. A levedura a analisar é posta
em suspensao e depois transferida para o meio de cultura e inoculada na galeria.
ApoOs 24-48 horas de incubacao, a leitura do crescimento fez-se com o sistema ATB.

O resultado permite classificar a estirpe como Sensivel, Intermediaria ou Resistente

(Fig. 4).
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4. 5.2- Preparacédo do indculo

Preparou-se uma suspensdo de leveduras com opacidade equivalente ao
padréo dois de McFarland na ampola presente no Kit; utilizou-se para verificacdo o
densitbmetro fornecido pela bioMérieux. Transferiram-se 100ul desta suspensao

para uma ampola de ATB F Medium utilizando-se uma pipeta automatica (Fig. 9).

4.5.3 - Inoculagao da galeria

Foi utilizado o método automatico, no qual colocou-se no suporte do
inoculador ATB uma galeria, uma ponta ATB e duas ampolas de ATB F Medium,
inoculadas como acima mencionado. A ampola da direita recebeu 50ul de ATB F
Buffer (substancia tamp&o). O inoculador realiza automaticamente a
homogeneizacdo do ATB F Medium e o preenchimento das cupulas (Figura 5).

Colocou-se uma tampa na galeria e incubou-se por 48 horas a 30° C em aerobiose.

4.5.4- Leitura da galeria e interpretacao

Foi usado o método automatico, com o software fornecido pela
bioMérieux. Colocou-se a galeria no suporte do aparelho ATB e deu-se a ordem de
leitura ao computador (Figura 10). Os antifungicos usados no teste foram Flucitosina,

Anfotericina B, Nistatina, Miconazol, Econazol e Ketoconazol.
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Figura 7 - Antifingicos comerciais utilizados no experimento
do teste de difusdo em agar

C

Figura 8 - Sistema ATB FUNGUS — A: ATB- MEDIUM: meio de preparo da suspensdo de
Candida, B: ATB- BUFFER: solucdo tampédo, C: Galeria de antifungicos em
diferentes concentracgdes.
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Figura 9 - Sistema ATB FUNGUS: Pipetador automatico e densitdbmetro para padronizacéo da
suspensao de Candida.

Figura 10 - Sistema ATB FUNGUS: Leitora da galeria de antifingicos
e software (bioMeriéux) para o teste.



5- RESULTADOS

5.1- Coleta de Saliva e Isolamento de Candida.

A pesquisa de Candida na cavidade bucal foi realizada em 86
pacientes, sendo 40 do sexo masculino e 46 do sexo feminino, com idade entre 18 e
82 anos. Destes 86 pacientes, 38 (44.18%) foram positivos para Candida, sendo 20
(23.25%) homens e 18 (20.93%) mulheres. Nenhum dos pacientes apresentava

candidose clinica.

5.2- Identificacdo das Espécies de Candida

Das 38 amostras isoladas, 18 foram caracterizadas como C.
albicans, 13 como C. tropicalis, 3 como C. parapsilosis, 2 como C. guilliermondii, 1

C. krusei e 1 C. kerfyr.

5.3- Sensibilidade dos Isolados de Candida aos Fitoterapicos e Propolis

Foram realizados quatro tipos de testes, dois in vitro e dois in vivo:
Os testes in vitro séo: a) teste de difusdo em agar, b) teste em tubo de ensaio. Os
testes in vivo séo: c) recuperacdo de Candida da boca de ratos e d) candidose na

lingua de ratos.
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a) Teste de difusdo em agar

Quando se comparou os resultados obtidos nos métodos de discos
de papel e pocos confeccionados no agar, os resultados foram semelhantes. Assim,
apenas os resultados em disco de papel seréo apresentados.

As amostras foram consideradas sensiveis aos extratos de cajueiro, bardana,
tanchagem e propolis, quando os halos de inibicdo de crescimento foram superiores

a 10mm, segundo proposto por Queiroz (1998).

5.3.1- Cajueiro

O numero e porcentagem de amostras de Candida sensiveis ao
extrato de cajueiro esta demonstrado na tabela 2.

Das 18 amostras de C. albicans testadas, em sete ndo houve
inibicdo do crescimento (0 mm); e em 4 amostras o diametro variou entre 6 e 7 mm.
Sete isolados apresentaram halos com didametros maiores que 10mm, que variaram
entre 11 e 15mm. Para C. tropicalis, sensibilidade ao extrato de cajueiro foi
observada em 4 das 13 espécies, com halos entre 10 e 13mm. As amostras de C.
parapsilosis, C. guillliermondii, C. krusei e C. kerfyr ndo foram inibidas pelo extrato

(Gréfico 1).

Tabela 2- Numero de amostras de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillliermondii, C.
krusei e C. kerfy que apresentaram sensibilidade ao extrato de cajueiro.

Espécies de Numero de amostras sensiveis % de amostras
Candida sensiveis
C. albicans (n=18) 7 38.9%
C. tropicallis (n=13) 4 30.8%
C. parapsilosis (n=3) 0 0
C. guilliermondii  (n=1) 0 0
C. krusei (n=1) 0 0
C. kerfyr (n=1) 0 0
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Grafico 1 - Halos de inibicdo de crescimento de C. albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis,
C.guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr frente ao extrato de cajueiro

5.3.2- Bardana

O numero de amostras de Candida sensiveis ao extrato de bardana
esta demonstrado na tabela 3.

Das 18 amostras de C. albicans testadas, em 11 ndo houve inibicéo
do crescimento (0 mm); e em cinco amostras o didmetro variou entre 6 € 9 mm.
Apenas 2 das amostras isoladas apresentaram halos de inibicdo com diametros
maiores que 10mm, sendo uma com 11mm e a outra com 12mm. Para C. tropicalis,
sensibilidade ao extrato de bardana foi observada em 1 amostra, com inibicdo de
crescimento de 14mm; 11 foram negativas e apenas 1 apresentou halo de 9mm. As
amostras de C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr ndo foram

inibidas pelo extrato (Gréfico 2).
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Tabela 3 - Numero de amostras de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillliermondii, C.
krusei e C. kerfyr que apresentaram sensibilidade ao extrato de bardana.

Espécies de Numero de amostras sensiveis % de amostras
Candida sensiveis
C. albicans (n=18) 2 11.1%
C. tropicallis (n=13) 1 7.6%
C. parapsilosis (n=3) 2 66.6%
C. guilliermondii  (n=1) 0 0
C. krusei (n=1) 0 0
C. kerfyr (n=1) 0 0
£
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Gréfico 2 - Halos de inibicdo de crescimento de C. albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis,
C.guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr frente ao extrato de bardana.

5.3.3- Tanchagem

O numero de amostras de Candida sensiveis ao extrato de

tanchagem esta demonstrado na tabela 4. Das 18 amostras de C. albicans testadas,

em 11 ndo houve inibicdo do crescimento (0 mm); e em cinco amostras o diametro

variou entre 6 e 9 mm. Apenas 2 das amostras isoladas apresentaram halos de

inibicdo com diametros de 10mm. Para C. tropicalis, sensibilidade ao extrato de

tanchagem foi observada em 1 amostra, com inibicdo de crescimento de 12mm e as
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demais foram negativas. A amostra de C. guilliermondii apresentou halo de inibicdo
de 9mm. As amostras de C. parapsilosis, C. krusei e C. kerfyr ndo foram inibidas

pelo extrato (Grafico 3).

Tabela 4 - NUmero de amostras de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C.
krusei e C. kerfyr que apresentaram sensibilidade ao extrato de tanchagem.

Espécies de Numero de amostras sensiveis % de amostras
Candida sensiveis
C. albicans (n=18) 2 11.1%
C. tropicallis (n=13) 1 7.6%
C. parapsilosis (n=3) 0 0
C. guilliermondii (n=1) 0 0
C. krusei (n=1) 0 0
C. kerfyr (n=1) 0 0

halos em mm

C. Albicans C. Tropicalis

Gréfico 3 - Halos de inibicdo de crescimento de C. albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis,
C.guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr frente ao extrato de tanchagem

5.3.4- Propolis

Dentre os extratos testados, a prépolis foi a mais eficaz, inibindo o
crescimento de 72.2% das amostras de C. albicans, 84.6% das amostras de C.
tropicalis, 66.6% das amostras de C. parapsilosis. C. kruzei ndo foi sensivel ao

extrato de propolis (Tabela 5).
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Das 18 amostras de C. albicans testadas, em trés ndo houve

inibicdo do crescimento (0 mm); e em duas amostras o diametro foi de 9mm. Nas 13

restantes, o diametro dos halos de inibicdo variou entre 10 e 23 mm. Para C.

tropicalis, sensibilidade ao extrato de prépolis foi observada em 11 das 13 amostras

estudadas, sendo que nas duas outras os halos apresentavam 7 e 8 mm. Uma

amostra de C. parapsilosis e a amostra de C. krusei apresentaram halos medindo

respectivamente 6 e 8 mm. As duas amostras de C. parapsilosis apresentaram halos

de inibicdo entre 12 e 14 mm e as de C. guilliermondii e C. kerfyr, apresentaram

respectivamente 13 e 19 mm de diametro do halo de inibicao (Grafico 4).

Tabela 5 - Nomero de amostras de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillliermondii, C.
krusei e C. kerfy que apresentaram sensibilidade ao extrato de propolis.

Espécies de NUumero de amostras sensiveis % de amostras
Candida sensiveis

C. albicans (n=18) 13 72.2%
C. tropicallis (n=13) 11 84.6%
C. parapsilosis (n=3) 2 66.6%
C. guilliermondii  (n=1) 1 100%
C. krusei (n=1) 0 0%

C. kerfyr (n=1) 1 100%
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Grafico 4 - Halos de inibicao de crescimento de C. albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis,
C.guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr frente ao extrato de prépolis
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Prépolis apresentou maior atividade inibitoria frente a todas as
espécies, exceto C. kruzei, que nao foi sensivel a nenhum deles. Cajueiro foi eficaz
para inibir grande nimero de amostras de C. albicans e C. tropicalis. Bardana e
tanchagem mostraram efeito apenas sobre um ndmero pequeno de amostras. C.

kruzei nao foi inibida por nenhum dos produtos testados (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero e porcentagem de amostras sensiveis aos extratos de cajueiro, bardana,
tanchagem e propolis e média do didmetro (em mm) dos halos de inibicdo do
crescimento das espécies de Candida testadas.

Extratos Cajueiro Bardana Tanchagem Propolis

amostras halo amostras halo amostras halo amostras halo
C. albicans 7 (38.9%) 12 2(11.1%) 11,5 2(11.1%) 10 13 (72.2%) 15,8
C. tropicalis 4(30.8%) 115 1 (7.6%) 14 1 (7.6%) 12 11 (84.6%) 16.2

C. parapsilosis 0 2 (66.6%) 13 0 2 (66.6%) 13
C. guilliermondii 0 0 0 1 (100%) 13
C. kruzei 0 0 0 0
C. kerfyr 0 0 0 1 (100%) 19

Figura 11 — Halo de inibi¢cdo de crescimento produzido pela prépolis frente a
amostra de C. albicans.
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Figural2- Halos de inibicdo produzidos pelos extratos de cajueiro, bardana, tanchagem e  propolis
frente a amostra de C. albicans (A) e C. parapsilosis (B).

b) Teste em tubo

Quando a suspensao das espécies de C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei e C. kerfyr, padronizada através do tubo 0.5
da escala de McFarlane e espectrofotbmetro foi semeada em &gar Sabouraud
Dextrose, determinou-se a presenca de 3.6 a 4.0 X 10° células/mL. Apds 10 min em
contato com os extratos de cajueiro, bardana, tanchagem e prépolis, houve reducao
acentuada no numero de leveduras viaveis (Tabela 7).
O crescimento de C. albicans e C. tropicalis foi completamente
inibido pelos extratos de tanchagem e prépolis. Ocorreu reducéo de 10° para 10*
células/mL com o extrato de cajueiro e de 10° para 10 com o extrato de bardana.
Apo6s 10 min, ndo houve crescimento de C. parapsilosis, C. guilliermondii,
C. krusei e C. kerfyr submetidas a acdo da bardana, tanchagem e propolis (Tabela

7).
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Tabela 7- Efeito bactericida de extratos de cajueiro, bardana, tanchagem e prépolis frente a amostras

de Candida.

Espécies Controle Cajueiro Bardana Tanchagem Prépolis

C. albicans 3.6X10° 2.0Xx10° 3.0X 10 0 0

C. tropicallis 40X10° 18.2X10* 2.0X10 0 0

C. parapsilosis 40X10° 2.0Xx10° 0 0 0

C. guilliermondii 3.6 X 10° 0 0 0 0

C. kruzei 3.6 X 10° 0 0 0 0

C. kerfyr 3.6 X 10° 0 0 0 0

Figural3- Efeito bactericida sobre C. albicans apds 10 minutos em contato com os extratos de
cajueiro (A) bardana (B), tanchagem (C) e propolis (D), quando comparados com o controle

(E).
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¢) Recuperacao de C. albicans da cavidade bucal dos ratos

C. albicans foi recuperada da cavidade bucal dos animais 24h apos
inoculacdo da levedura. Os produtos mais eficazes na reducdo de C. albicans na
cavidade bucal dos ratos foram, em ordem decrescente: propolis, tanchagem,
bardana. O extrato de cajueiro ndo foi eficaz, sendo o numero de leveduras

recuperado superior ao controle (Tabela 8).

Tabela 8- Média e desvio padrdo do numero de ufc/mL de C. albicans recuperado da cavidade
bucal dos ratos 24h ap6s 3 inoculagdes da levedura.

Extratos ufc/mL de C. albicans
Cajueiro 14.3x10°+13.3x10°
Bardana 11.2x10%+13.5x10?
Tanchagem 4.1x10%+1.5x10?
Prépolis 0.8x10%£0.4x10?
Controle 12.6x10%+6.8x10°

Tabela 9 - Média e desvio padrdo do numero de ufc/mL de C. albicans recuperado da cavidade bucal
dos ratos 24h apés inoculagéo Unica da levedura.

Extratos ufc/mL de C. albicans
Cajueiro 1.25x10%+1.19x10°
Bardana 0,60x10°+0,27x10°
Tanchagem 0,27x10%+0,16x10°
Prépolis 0,31x10%+0,22x10°
Controle 1,02x10%+1.3210°

c) Candidose na lingua de ratos

Candidose foi verificada no epitélio da superficie dorsal da lingua,
abrangendo as papilas conicas simples, gigantes e verdadeiras. Candidose

caracterizou-se pela presenca de hifas no interior da camada de queratina do
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epitélio. Apdés 3 inoculacBes consecutivas, com intervalos de 1h entre elas, néo
foram observadas areas de candidose nos grupos tratados com os fitoterapicos. Nos
animais controle, o numero de areas com candidose foi extremamente baixo, tendo
sido observadas 3 areas em 3 animais. Presenca de microabscesso intraepitelial
também foi observada em uma dessas areas. Em um rato tratado com tanchagem,
observou-se a presenca de microabscesso intraepitelial, sem a presenca de hifas.
Todas as areas de candidose foram encontradas na regido das papilas conicas
simples que revestem a porgao anterior da lingua.

Podemos deduzir que a néo fixacdo da C. albicans na lingua dos
ratos pode ser devido a baixo patogenicidade das cepas ou falta de tatos

predisponentes.

" €

A
Figura 14 - Area de candidose observada na regido das papilas conicas simples de um animal
controle, onde se observa a presenca de hifas no interior da camada de queratina.400X.
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Figura 15- Presenca de infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear, com formagcédo de microabscesso
intraepitelial sem a presenca de hifas de C. albicans, na regido das papilas cbnicas
simples de rato controle. 400X

5.4- Sensibilidade dos Isolados de Candida aos Antifungicos Comerciais

a) Teste de difusdo em 4gar (antifungigrama)
O antifungigrama foi realizado com uma amostra de cada espécie de
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. guilliermondii isolada da cavidade

bucal. As amostras foram testadas frente aos seguintes antifingicos: Fluconazol
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25mcg (FLU), 5 Fluorocitosina 10mcg (5FC), 5 Fluorocitosina 1mcg (5FC),
Ketoconazol 50mcg (KET), Nistatina 100Ul (NY), Miconazol 50mcg (MC2Z),
Clotrimazol 50mcg (CTR), Econazol 50mcg (EC), Anfotericina B 100mcg (AB) —
CECON - Centro de Controle e Produtos para Diagnostico. A interpretacdo dos
resultados é realizada de acordo com a especificacdo técnica do fabricante (Anexo
E). As amostras de C. albicans e C. tropicalis A testadas apresentaram resisténcia

ao 5FC 1 e 10mcg.

Tabela 10 - Diametro dos halos de inibicdo de crescimento produzido pelos antifingicos testados
frente a amostras de Candida.

Antifiingicos C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis C. guilliermondii
FLU S S S S
5FC 10 R R S S
5FC1 R R S S
KET S S S S
NY S S S S
MCZ S S S S
CTR R S S S
EC S S S S
AB S S S S
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Figura 16- Halos de inibicdo de crescimento observado em antifungigrama com discos de papel
realizado nas amostras de C. tropicalis (B) e C. guilliermondii (C).

b) ATB-Fungus

A leitura das galerias com os antifungicos frente a amostras de
Candida estdo demonstradas na tabela 10. Apenas 2 amostras de C. tropicalis

mostraram-se resistentes miconazol, Econazol e ketoconazol (Fig. 5).
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Tabela 11- Sensibilidade das amostras de Candida aos antifingicos testados no teste ATB-Fungus.

Amostras Flucitosina Anfotericina Nistatina Miconazol Ecoconazol Ketoconazol

C. albicans A
C. albicans B
C. tropicalis A
C. tropicalis B
c. Tropicalis C
C. parapsilosis
C. guilliermondii
C. Kerfyr

(RORORORONONN)]
[ORORORORONONYN)]
(RORORORORONN)]
(2RORORP VRO RN )]
nNnunumITITHLOLO®M
[RORORP VRS VRN N)]

Figura 17- Galeria ATB-FUNGUS com amostra de Candida semeada para incubacéo e teste
frente aos antifingicos.



Figura 18- Galeria ATB-FUNGUS ap06s incubacdo mostrando a resisténcia de C. tropicalis
a dois antifungicos, como mostrado na tabela 10.
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5.5- Anélise estatistica

Para analise dos dados obtidos com os testes in vivo foi utilizado o
modelo paramétrico de analise de variancia de dois critérios (ANOVA — two way),
considerando as variaveis fixas, o numero de inoculagbes e as substancias
utilizadas, sendo a variavel de comparacdo o nimero de unidades formadoras de
colénias/mL (10%). A normalidade foi testada através do teste de Shapiro-Wilk, a
equivaléncia das variancias (hemocedasticidade) analisada com o teste de Levene.
Caso fossem observadas diferencas significativas entre os grupos, as comparagoes
seriam feitas através do teste de comparacdes multiplas de Tukey.

A anadlise dos dados referentes a diametro dos halos de inibicdo
obtidos com o0s ensaios in vitro, foi realizada com o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Caso fossem encontradas diferengcas entre 0S grupos, as
comparacdes entre 0s grupos seriam realizadas com o teste de Dunn.

O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (a=0,05), ou seja, se
p<0,05, as diferencas entre 0os grupos seria considerada significativa, ndo aceitando
assim a hipétese de nulidade (H,). Todos os calculos foram realizados utilizando os
softwares SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) version 11.5.1 for
Windows (SPSS Inc. Chigaco lllinois USA) e GraphPad InStat version 3.05
(GraphPad Software, Inc., San Diego California USA).

Resultados

O resultado do teste de normalidade para o ensaio in vivo, mostrou
gue a maioria dos grupos apresentava uma aproximacao de uma distribuicdo normal
de acordo com o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 12). A andlise da equivaléncia das
variancias (teste de Levene) ndo foi significativa considerando 0s grupos

independentes do numero de inoculagdes (p=0,058), conforme a Tabela 13.
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Tabela 12- Teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para a recuperacéo de ufc/10°mL nos grupos

Substancia Estatistica Graus de Liberdade Signficancia
Cajueiro 0,888 10 0,162
Bardana 0,855 10 0,066
Tanchagem 0,850 10 0,058
Propolis 0,750 10 0,004*
Controle 0,903 10 0,238

*p<0,05 — considerado signficativo

Tabela 13- Teste de equivaléncia das variancias (Levene) para a recuperacao de ufc/10°mL nos

grupos.
Fisher Graus de Liberdade 1 Graus de Liberdade 2 Significancia
2,055 9 40 0,058

*p<0,05 — considerado signficativo

Os resultados da comparacdo contagem de UFC10%mL utilizando o
teste ANOVA com dois critérios, mostraram diferencas significativas considerando os
fatores inoculacdo (p<0,001), substancias (p=0,001), ndo ocorrendo diferencas
significativas entre a interacdo inoculacdo e substancias (p=0,059). Os resultaddos

sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14- Analise de variancia — dois critérios. ufc10®/mL

Somados Graus de Meédias dos

Causas de variacao quadrados liberdade quadrados F Significancia.
Inoculacdo 8,225 1 8,225 16,289  P<0,001*
Susbstancias 11,748 4 2,937 5,817 P=0,001*
Inoculagdo x substancias 5,008 4 1,252 2,480 P=0,059
Tratamentos 24,981 9 2,776 5,947 P<0,001*
Residuo 20,197 40 0,505 --- ---

Total 45,178 59 --- --- ---

*p<0,05 — considerado signficativo
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Como foram observadas diferencas estatisticas para o fator

substancias, realizou-se o teste de comparac¢des multiplas de Tukey, para identificar

onde situavam-se as diferencas (Gréafico 5 e Tabela 15).

Tabela 15- Comparacdes multiplas de Tukey — Fator substancias

Diferencas media

Intervalo de confianca 95%

(I) Substancia  (J) Substancia (1-J) Significancia. Limite

Limite inferior superior
Cajueiro - Bardana 0,3628 P=0,784 -0,5448 1,2704
Cajueiro - Tanchagem 0,2128 P=0,962 -0,6948 1,1204
Cajueiro - Propolis 1,1269 P=0,008* 0,2193 2,0345
Cajueiro - Controle -0,3266 P=0,841 -1,2342 0,5810
Bardana - Tanchagem -0,1500 P=0,989 -1,0576 0,7576
Bardana - Propolis 0,7641 P=0,135 -0,1436 1,6717
Bardana - Controle -0,6894 P=0,212 -1,5971 0,2182
Tanchagem - Propolis 0,9140 P=0,048* 0,0064 1,8217
Tanchagem - Controle -0,5394 P=0,447 -1,4471 0,3682
Propolis- Controle -1,4535 P<0,001* -2,3611 -0,5459

3007 Inoculacéo

2,00=

1,00=

UFC x 1000

0,00=

il i'

I I
Cajueiro Bardana

I I
Tanchagem Prépolis

Substancia

I
Controle

* versus Cajueiro, Tanchagem e Controle p<0,05 - Significativo

Grafico 5- UFC x 10°/mL com as diferencas entre substancias e inoculacdes (Média e Erro padr&o).

B noculagéo-1
Bl noculagéo-3
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Os dados obtidos com o0s ensaios in vitro com C. albicans,
mostraram diferencas significativas (Teste de Kruskal-Wallis) considerando as
substancias (p<0,001), os dados s&o mostrados na Tabela 16. As diferencas entre
os grupos foram analisadas através do teste de compara¢gfes mdltiplas de Dunn

(Tabela 17). Os resultados sé&o apresentados no Grafico 6.

Tabela 16- Postos médios para os escores de halo de inibicdo para C. albicans — a Teste
de kruskal-Wallis

Substancias N Soma dos Postos Postos Médios
Cajueiro 18 695,00 38,61
Bardana 18 511,00 28,39
Tanchagem 18 479,00 26,61
Prépolis 18 943,00 52,39

KW=19,527 (corrigido para empates) — p<0,001* - Diferencas significativas

Tabela 17- Diferencas entre os grupos — Comparaces multiplas de Dunn.

Comparacéo Diferencas entre 0os postos Significancia
Cajueiro x Bardana 10,222 P>0,05
Cajueiro x Tanchagem 12,000 P>0,05
Cajueiro x Propolis -13,778 P>0,05
Bardana x Tanchagem 1,778 P>0,05
Bardana x Prépolis -24,000 P<0,01*
Tanchagem x Prépolis -25,778 P<0,001*
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* versus Bardana e Tanchagem p<0,05 - Significativo

Grafico 6- Escores dos halos de inibigao para C. albicans .
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Os escores de diametro dos halos de inibicdo para C_albicans2
considerando as substancias, apresentaram diferencas significativas utilizando o
teste de Kruskal-Wallis (p<0,001). Os dados sé&o apresentados na Tabela 18. As
diferencas entre os grupos foram analisadas através do teste de comparacdes
multiplas de Dunn (Grafico 7 e Tabela 19).

Tabela 18- Postos médios para os escores de halo de inibicdo para C albicans2 — a Teste
de kruskal-Wallis

substancias N Soma dos Postos Postos Médios
Cajueiro 13 319,00 24,54
Bardana 13 251,00 19,01
Tanchagem 13 233,00 17,92
Prépolis 13 575,00 44,23

KW=32,190 (corrigido para empates) — p<0,001* - Diferencas significativas

Tabela 19- Diferenc¢as entre 0s grupos — Comparac¢fes mdultiplas de Dunn.

Comparacéo Diferencas entre os postos Significancia
Cajueiro x Bardana 5,231 P>0,05
Cajueiro x Tanchagem 6,615 P>0,05
Cajueiro x Prépolis -19,692 P<0,01*
Bardana x Tanchagem 1,385 P>0,05
Bardana x Prépolis -24,923 P<0,001*
Tanchagem x Propolis -26,308 P<0,001*
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Grafico 7- Escores dos halos de inibicdo par C albicans?2 .



6- DISCUSSAO

A candidose bucal € uma infeccdo oportunista acometendo na
maioria das vezes individuos imunocomprometidos. (NORD, 1990).

O avanco da medicina em técnicas de transplantes nos leva a
inducdo de imunossupressao. Novos antibidticos de amplo espectro causam
disturbios na microbiota residente. Portadores de HIV tem disturbios graves do
sistema imunoldgico (KEUNETH; ROLSTON, 2003). A forma tradicional de
tratamento € o uso de antifungicos derivados poliénicos e azélicos (COSTA, 1996).
Porém a possibilidade de efeitos colaterais deve ser considerada (LAGUNA et al.,
1996). Embora poucas plantas sejam usadas como principios curativos (COWAN,
1999), o uso de plantas medicinais e produtos naturais devem ser considerados uma
alternativa valida de tratamento da candidiase bucal. A literatura sobre a acao
antifingica de produtos naturais e fitoterapicos € escassa, sendo que a maioria dos
estudos verifica seu potencial como antibiéticos, antiinflamatorios, colagogos e
produtos dermatologicos. Produtos naturais como substancias antimicoticas ndo sao
muito estudados. O efeito antifingico de plantas como, estragao e tomilho ja foram
demonstrados (DUKE; 1985; BRANTNER et al., 1996). O eugenol extraido do cravo
da india tem efeito antifungico (DUKE, 1985). O Anacardiun occidentale (cajueiro) foi
estudado (AKIPENDU, 2001) quanto a sua acdo antibacteriana, mostrando-se
efetivo para bactérias G+ e G- (KUDI, 1999). Também a acdo do cajueiro contra o
Helicobacte. pillori foi eficiente (KUBO et al., 1999). Em um estudo (QUEIROZ, 1999)
demonstrou a acéo antifungica do cajueiro no percentual de 64,3% contra 0 género
Candida nas espécies: C.albicans, C. stellatoidea, C.guilliermondiii, C. krusei C.

tropicalis. Na concentracdo de 5000mg/mL.
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Nossos resultados com o cajueiro, in vitro demonstraram inibicdo de
11 amostras de C. albicans das 18 encontradas, 4 de C. tropicalis das 13
encontradas, sendo nossos resultados 38,9% e 30% de inibicdo respectivamente.
N&o tendo acao inibitdria sobre as outras espécies de Candida descritas nos
resultados. Talvez essa diferenca com os resultados de (QUEIROS, 1999) a
pesquisadora obteve uma acé&o inibitéria de 64,3% na maior concentracdo por ela
utilizada (5000ug/mL) se deva ao veiculo usado por essa pesquisadora (solucéao
aguosa); nos usamos solucédo alcodlica na concentracdo de 60% (comercial) no
estudo de Queiroz foi 4% (preparo proprio).

No teste in vivo (recuperacdo de C.albicans da cavidade bucal de
ratos), o cajueiro nado foi eficaz, sendo o numero de leveduras recuperadas
superiores ao do controle. No exame histopatolégico ndo foram encontradas hifas
indicando ndo haver efetiva colonizacéo.lIsto talvez devido a auséncia nos animais
de fatores predisponentes ou a pouca patogenicidade da levedura (visto que na
coleta nenhum paciente tinha candidose clinicamente detectavel. A acdo dos
quimioterapicos como mostram os resultados foi considerada dentro da normalidade
nos dois testes efetuados (disco impregnado e ATB Fungus).

Arctium lappa (bardana) possui acdo antibidtica, antifungica
comprovada por Blanco (2003). Sua acdo medicamentosa é antiga, porém de modo
empirico sempre foi usada e pouquissimo foi realizado até os dias de hoje em
termos cientificos. Apresenta boas qualidades nutricionais, sendo consumida nédo sé
no Brasil, como na Europa e Japdo. Também é popularmente usada como
depurativo e cicatrizante. No nosso experimento de 11 amostras de Candida 5
demonstraram sensibilidade a bardana sendo 2 C.albicans 1 C. tropicalis e 2

C.parapsilosis, com halos de inibicdo de crescimento superiores a 10mm.
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No teste em tubo a reducéo ocorre no valor de 10° para 10 ufc/mL.
No teste in vivo a bardana comportou-se com uma reducdo de 4 vezes 0 numero
ufc/mL.

A Plantago major (tanchagem) pertence a uma familia de inUmeros
membros, sendo conhecida em nosso pais por nomes como tansagem e lingua de
vaca. Foi demonstrado por Zanon et al. (1999) seu efeito antiviral, contra o Herpes
virus. Também Hertland (1999) mostrou sua acao antibiética contra o Streptococcus
pneumoniae em camundongo. Estudos de Holetz et al. (2002) demonstraram sua
acdo antibacteriana e antifungica. Samuelsen (2002) demonstrou seu uso na
medicina popular como antiinflamatorio, analgésico e cicatrizante. Em nosso
experimento, nos testes in vitro a tanchagem teve acao antimicética com 2 amostras
de C. albicans e 1 C. tropicalis. Sendo que nos testes em tubo C. albicans e C.
tropicalis foram inibidas completamente. O teste in vivo sua recuperacéo foi igual ao
da bardana, isto € uma reducéo de 4 vezes o numero de ufc/mL.

Sobre a substancia natural propolis existem estudos de mais
consisténcia sobre suas propriedades medicinais, porém como antimicético nao
existem muitos trabalhos sobre sua ac&o. Suas propriedades antimicrobianas foram
descritas por Vicente e Hirooka (1987). Seu poder de evitar a decomposi¢ao foi visto
por Franco e Bueno (1999). Sua ac¢éo contra o Streptococcus pyogenes foi estudada
por Vicente e Hirooka (1987). Sua acao antifungica na concentracéo de 1.25mg/mL
foi demonstrado por Cruz (1992). Em nossos testes a propolis foi o produto que teve
a melhor acao antifingica entre os analisados.

Nos testes in vitro provocou inibicdo em 72.2% das amostras de C.
albicans, 84,6% das amostras de C. tropicalis, 66,6% das amostras de C.

parapsilosis, com halos de inibicdo igual ou superior a 10mm. No teste em tubo o
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crescimento de C. albicans e C. tropicalis foi inibido completamente. No exame in
vivo 0 menor indice de recuperacao, isto €, a melhor acdo antimicotica foi a da
substancia natural prépolis.

Quando se investigam novos produtos ou técnicas, ndo se tem a
pretensdo de elucidar completamente o tema, mas estabelecer-se bases sélidas de
um estudo com consisténcia. O uso de plantas medicinais e substancias naturais
como antimicéticos € um assunto novo que merecem mais atencao e pesquisas. Os
resultados deste estudo sugerem uma sensibilidade de espécies de Candida,
principalmente a propolis. Estudos posteriores sdo necessarios para se determinar o
uso de tais substancias como agentes profilaticos e terapéuticos nas candidoses
bucais, tornado-os mais uma arma na mao de cirurgides dentistas no controle de
infeccbes oportunistas tdo frequentemente encontradas na odontologia como as
candidoses.

As comprovacdes cientificas, seus resultados e acbes merecem um
estudo de maior profundidade, visto que seu baixo custo, efeitos colaterais de pouca

intensidade e a grande biodiversidade de nosso pais os justificam plenamente.



7- CONCLUSOES

o O produto natural prépolis apresentou melhor agdo antifungica
frente as espécies de Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
guilliermondii e C. kerfyr, tanto in vitro quanto in vivo.

o Os fitoterapicos cajueiro (Anacardium occidentale) e tanchagem
(Plantago major) mostraram acdo antifingica frente as espécies C. albicans e C.
tropicalis.

o O fitoterapico bardana (Arctium lappa) mostrou acao antifangica

frente as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis.



REFERENCIAS

AKIPENDU, D. A. Antimicrobial activity of Anacardium occidentalle bark. Fitoterapia,
V.72, n. 3, p.286-7, mar. 2001.

AKPAN, A.; MORGAN, R. Oral candidiasis. Post. Grad. Med. J., v.78, n.922,
p.4555-9, Aug. 2002.

ALLEN, C. M. et al. Chronic candidiasis of the rat tongue: a possible model for
human median rhomboid glossitis. J. Dent. Res., v.61, n.11, p.1287-91, Nov. 1982.

ALVES, T. M. A. et al. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Mem Inst
Oswaldo Cruz, v.95, p.367-373, 2000.

AMARAL, J. A. et al. Effect of selected monoterpenes on the methane oxidation,
denitrification and aerobic metabolism by bacteria in pure culture. Appl. Environ.
Microbiol., v.64, p. 520-525, 1998.

AYAFOR, J. F.; TCHUENDEM, M. H. K.; NYASSE, B. Novel bioactive diterpenoides
from Aframomum aulacocarpos. J. Nat. Prod., v.57, 917-23, 1994.

BARRE, J. T. et al. A bioactive triterpene from Lantana camara. Phytochemistry.,
v.45, p.321-324, 1997.

BATISTA, O. et al. Structure and antimicrobial activity of diterpenes from the roots of
Plectranthus hereoensis. J. Nat. Prod., v.57, p. 858-861, 1994.

BENDOVA, O. The killer phenomenon in yeast. Folia Microbiol., v.31, n.5, p.422-33,
1986.

BLANCO, R. A. Bardana (Arctium lappa). Disponivel em: <www.jardimdeflores.
com.br>. Acesso em: 20 nov. 2003.

BRANTNER, A. et al. A. Antimicrobial activity of Paliurus spina. Crist. Mill. J.
Ethnopharmacol., v.52, p.119-122, 1996.

BUDTZ-JORGENSEN, E. histopathology, Immunology and serology of oral yeast
infections. diagnosis of oral candidosis. Acta Odontol. Scan., v.48, n.1, p.37-43,
Feb. 1990.

CANNON, R. D. et al. Oral Candida: clearence, colonization or cadidiasis? J. Dent.
Res, v.74, n.5, p.1152-61, Maio 1995.

CLARK, A. M. Natural products as a resources for new drugs. Pharm. Res., v.13,
1996.

COSTA, L. J. et al. Susceptibilidade de Candida albicans a antifingicos: cepas
isoladas da mucosa bucal de pacientes com cancer. Rev. Odontol. Univ. Sao
Paulo, v.13, n.3, p.219-223, jul./set. 1999.



77

COTTER, G.; KAVANAGH, K. Adherence mechanisms of Candida albicans. Br. J.
Biomed. Sci., v.57, n.3, p.241-9, 2000.

COWAN, M. M. Plant products and antimicrobial agents. Clin. Microbiol. Rev., v.12,
n.4, p.564-582, Oct. 1999.

CRUZ, A. B. Utilizacdo do extrato alcoodlico de propolis como inibidor do
crescimento de fungos e leveduras na superficie de salames tipo italiano. 1992.
77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de
Santa Catarina. Florianopolis, 1992.

DE CLERCK, E. Antiviral therapy for human immunodeficiency virus infection. Clin.
Microbiol. Rev., v.8, p.200-239, 1995.

DUKE, J. A. Handbook of medicinal herbs. [S.l.] : Inc. boca Raton, Fla., 1985.

EISENBERG, D. M. et al. Unconventional medicine in the united States. Prevalence,
costs ant patterns of use. N. Engl. J. Med., v.328, p.246, 1993.

FARAH, C. S.; ASHMAN, R. B.; CHALLACOMBE, S. J. Oral candidosis. Clin.
Dermatol., v.18, n.5, p.553-62, Sept./Oct. 2000.

FOTOS, P. G.; HELLSTEIN, J. W.; VINCENT, S. D. Oral candidosis: clinical,
histological and therapeutic features of 100 cases. Oral Surg. Oral Med. Oral
Pathol., v.74, n.1, p.41-49, July 1992.

FRANCO, S. L.; BUENO, J. H. F. Otimizacdo de processo extrativo de propolis.
Infarma, v.11, n.11/12, p.48-51, 1999.

FUJIOKA, T.; KASHIWADA, Y. Anti-AIDS agents. 11 betulinic acid and platnic acid
as anti-HIV principles from Syzigium claviflorum, and the anti-HIV of structurally
related triterpenoids. J. Nat. Prod., v.57, p.243-247, 1994.

GHANNOUM, M. A. Potential hole of phospholipasis in virulence and fungal
pathogenesis. Clin. Microbiol. Rev., v.13, n.1, p.122-43, jan. 2000.

GHANNOUM, M. A. et al. Effects of octenicide and pirtenicide on adhesion of
Candida species to human buccal epithelial cells in vitro. Arch. Oral Biol., v.35,
p.249-53, 1990.

GIRON, L. M. et al. Anticandidal activity of plants used for treatment of vaginitis in
guatemala and clinical trial of a Solanum nigrescens preparation. J.
Ethnopharmacol., v.22, p.307-313, 1988.

HASLAN, E. Natural poliphenols (vegetable tannins) as drug: possible modes of
action. J. Nat. Prod., v.59, p.205-215, 1996.

HAYASHI, K.; KAMIYA, M.; HAYASHI, T. Virucidal effects of the steam distillate from
Houttuynia cordata and its components on HSV-1, influenza virus abd HIV. Planta
Med, v.61, p.237-41, 1995.



78

HAYNES, K. Virulence in Candida species. Trends Microbio, v.9, n.12, p-591-6,
Dec. 2001.

HETLAND, G. et al. Protective effect of Plantago major L pectin polysaccharide
against systemic Streptococcus pneumoniae infection in mice. Scand J.
Immmunology, v.52, p.348, 2000.

HOEGL, L.; OLLERT, M.; KORTING, H. C. The role of Candida albicans secreted
aspartic proteinase in the development of candidosis. J. Mol. Med., v.74, n.3, p.135-
42, Mar. 1996.

HOLETZ, F. B. et al. Screening of some plants used in the brasilian folk medicine for
the treatment of infectious disease. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 97, n.7, p.1027-
1031, 2002.

HUFFORD, C. D. et al. Antimicrobial componds from Petalostemum purpureum. J.
Nat. Prod., v.56, p.1878-1889, 1993.

JORGE, A. O. C. Efeitos da sialoadenectomia na presenca de Candida albicans
e candidose na cavidade bucal de ratos. 1991. 235f. Tese (Doutorado em Biologia
e Patologia Buco-Dental) — Faculdade de Odontologia de Piracicaba. Universidade
Estadual de Campinas, Piracicaba, 1991.

JORGE, A. O. C. et al. Presenca de leveduras do género Candida na saliva de
pacientes com difeentes fatores predisponentes e individuos controle. Rev. Odontol.
Univ. Sao Paulo, v.11, n.4, p.279-85, out./dez. 1997.

KAZMI, M. H. et al. An anthraquinone derivative from Cassia italica.
Phytochemistry., v.36, p.761-763, 1994.

KENEUTH, V. I.; ROLSTON, M. D. Anderson Cancer Center, Houston, Texas.
Disponivel em: <www.ccib.med.br/fungo21-1.html>. Acesso em: 25 fev. 2003.

KIMURA, L. H.; PEARSALL, N. N. Adherence of Candida albicans to human
epithelial buccal cells. Infect Immun., v.21, n.1, p.64-8, July 1978.

KIMURA, L. H.; PEARSALL, N. N. Relationship between germination of Candida
albicans and increased adherence to human buccal epithelial cells. Infect Immun.,
v.28, n.2, p.464-8, May 1980.

KUBO, I.; MUROI, H.; HIMEJIMA, M. Combination effects of antifungal nagilactones
against Candida albicans and two other fungi with phenilpropanoids. J. Nat. Prod.,
v.56, p.220-226, 1993.

KUDI, A. C. et al. Screening of some Nigerian plants for antibacterial activity. J.
Ethnopharmacol. v.67, n.2, p.225-8, nov.1999.

LACAZ, C. S. (Coord.). Candidiases. Sao Paulo: EPU, 1980. 190p.



79

LACAZ, C. S. et al. Guia para identificacdo: fungos, actinomicetos e algas de
interesse médico. Sdo Paulo: Sarvier, 1998.

LAGUNA, F.; VALENCIA, E.; POLO, R., et al. Ineficacia da anfotericina B oral en el
tratamento de la candidiasis orofaringea resistente a fluconazol en pacientes VIH-
positivos. Rev. Clin. Esp., v.196, n.12, p.878-9, dic.1996.

LANE, T.; GARCIA, J. R. Phospholipase production in morfological variants of
Candida albicans. Mycoses, v.34, n.5-6, p.217-20, May/June 1991.

LEAL-CARDOSO, J. H.; FONTELES, M. C. Pharmacological effects of essential oils
of plants of the northeast of Brazil. An. Acad. Bras. Cienc., v.71, p.207-213, 1999.

LIMA, O. C. C.; SILVEIRA, F. R. X.; BIRMAN, E. G. Manifesta¢des bucais de origem
infecciosa em pacientews HIV-positivos ou com AIDS/ |- Doencas fungicas. Rev.
ABO Nac., v.2, n.1, p.28-32, fev./mar. 1994.

MAGLIANI, W. et al. Yeast Killer systems. Clin. Micrbiol. Rev., v.10, n.3, p.369-400,
July 1997.

MARTIN, M. V.; CRAIG, G. T.; LAMB, D. J. An investigation of the role of hypha
production in the pathogenesis of experimental oral candidosis. Sabouraudia, v.22,
n.6, p.471-6, 1984.

MASON, T. L.; WASSERMAN, D. P. Inactivation of red beet beta-glucan synthase
by native and oxidized phenolic compounds. Phytochemistry, v.26, p.2197-2202,
1987.

MATOS, F. J. A. Farméacias vivas. 2. ed. Fortaleza: UFC, 1994. 180p.

McCOURTIE, J.; DOUGLAS, L. J. Relationship between cell surface composition,
adherence and virulence of Candida albicans. Infect. Immun., v.45, p.6-12, 1984.

MCcINTYRE, G. T. Oral candidosis. Dent. Update, v.28, n.3, p.132-9, Apr. 2001.

MEYER, J. J. M. et al. Antiviral activity of galangin from the aereal parts of
Helichrysum aureonitens. J. Ethnopharmacol., v.56, p.165-169, 1987.

NAKAMURA, C. V. et al. Antibacterial activity of Ocimum gratissimum L essential oil.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz , v.94, p.675-678, 1999.

NEVILLE, B. W. et al. Doencgas fangicas e protozoérias. In: . Patologia Oral &
Maxilofacial. Trad. L.C. Moreira et al. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998.
Cap.6, p.158-75.

OKSALA, E. Factors predisposing to oral yeast infections. Acta Odontol. Scand.,
v.48, p.71-4, 1990.

PENDRAK, M. L.; KLOTZ, S. A. Adherence of Candida albicans to host cells. FEMS.
Microbiol. Lett., v.129, p.103-13, 1995.



80

QUEIROZ, M. L. F. Atividade antifungica in vitro de plantas medicinais frente a
leveduras do género Candida isoladas da cavidade bucal. 1998, 98f. Dissertacao
(Mestrado). Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 1998.

RANA, B. K.; SINGH, U. P.; TANEJA, V. Antifungal activity and kinects of inhibition
by essential oil isolated from leaves of Aegle marmelos. J. Ethnopharmacol., v.57,
p.29-34, 1997.

REICHARDT, P. A.; SAMARANAYAKE, L. P.; PHILIPSEN, H. P. Pathology and
clinical correlates in oral candidiasis and its variants: A review. Oral Dis., v.6, n.2,
p.85-91, Mar. 2000.

SAMARANAYAKE, L. P. ; MacFARLANE, T. W. Factors affecting the in vitro
adherence of the fungal oral pathogen Candida albicans to epithelial cells of human
origin. Arch. Oral. Pathol., v.27, p.869-73, 1982.

SAMARANAYAKE, L. P. ; MacFARLANE, T. W. Oral candidosis. London: Wright,
1990. 265p.

SAMARANAYAKE, Y. U.; SAMARANAYAKE, L. P. Experimental oral candidiasis in
animal models. Clin. Microbiol. Rev., v.14, n.2, p.398-429, Apr. 2001.

SAMPAIO, F. C. fitoterapia em Odontologia. In: DAS PLANTAS medicinais aos
fitoterapicos: abordagens cientificas. Jodo Pessoa: UFPB, 1997.

SAMUELSEN, A. B. The traditional uses, chemical constituents and biologycal
activities of Plantago major L.: a review. J. Ethnopharmacology, v.71, p.1-21, July
2000.

SANDVEN, P. Laboratory identification and sensitivity testing of yeast isolates. Acta
Odontol. Scand., Oslo, v.48, n.1, p.27-36, Feb. 1990.

SANTOS FILHO, D.; SARTI, S. J.; BASTOS, J. K. et al. Atividade antibacteriana de
extratos vegetais. Rev. Cienc. Farm., Sdo Paulo, v.12, p.49-69, 1990.

SANTOS, E. B. et al. Influénica do uso de proteses removiveis na presenca de
Candida na cavidade bucal. Publicatio UEPG — Biological and Health Science,
Ponta Grossa, v.5, n.1, p. 73-80, 1999.

SCHULTES, R. E. The kingdow of plants. In: THOMSON, W. A. R.(Ed.). Medicines
from earth. New York: Mcgrow-Hill Book Co., 1978. p.208

SHERMAN, R. G. et al. Oral candidosis. Quintessence Int, v.33, n.7, p.521-32,
July/Aug. 2002.

STENDERUP, A. Oral mycology. Acta Odontol. Scand., v.48, n.1, p.3-10, Feb.
1990.



81

TAKAKURA, N. et al. a novel murine model of oral candidiasis with local symptoms
characteristic of oral thrush. Microbiol. Immunol., v.47, n.5, p.321-6, 2003.

THOMSON, W. A. R.; (Ed). Medicines from the earth. United Kingdown: Mcgraw-
Hill Book Co. Maidenhead, 1978.

THORNES, R. D. Clinical and biological obsevations associated with coumarins. In:
O’KNENDY, R. ; THORNES, R .D. (Ed.). Coumarins: biology, aplications and
mode of action. New York: John Willey & Sons, 1997. p.256.

TINTO, A. C. et.al. Quimica Nova, v.25, supl.1, p.45-61, 2002.

TSUCHIYA, H. et al. Inhibition of the growth of cariogenic bacteria in vitro by plant
flavanones against meticillin restant Staphylococcus aureus. J. Ethnopharmacol.,
v.50, p.846-849, 1994.

VICENTE, E.; HIROOKA, E. Y. Estudos preliminares da atividade antimicrobiana de
prépolis. Semina, v.8, n.2, p.76-79, 1987.

WEBB, B. C. et al. Candida — Associated denture stomatitis. A etiology and
management: a review. Aust. Dent. J., v.43, n.1, p.45-50, Aug. 1998.

WILLIAMS, D. W.; LEWIS, M. A. isolation and identification of Candida from the oral
cavity. Oral Dis., v.16, n.1, p.3-11, Jan. 2000.

YAO, X. J.; WAINBERG, M. A.; PARNIAK, M. A. mechanism of inhibition of HIV-1
infection by purified extract of Prunella vulgris. Virology, v. 187, n.1, p.56-62,
Mar.1992.

ZANON, S. M. et al. Search for antiviral activity of certain medicinal plants from
Cordoba, Argentina. Rev. Latinoam. Microbiol., v.41, n.52, p.59-62, Apr./June
1999.



ANEXO A - Termo de Consentimento

82



83



ANEXO B - Meios de Cultura - Agar Fubéa

84



85



ANEXO C - Prova de Assimilacdo de Carboidratos

86



87



ANEXO D - Certificados de Analise dos Produtos Utilizados

88



89



90



91



92



ANEXO E - Tabela CECON-Centro de Controle e Produtos para
Diagnostico Ltda

93



94



ANEXO F - ATB Fungus

95



96



ANEXO G - Declaragao da Propesp quanto a Pesquisa

97



	Páginas iniciais.pdf
	1   Introdução - proposição.pdf
	2introdução revisão proposicao.pdf
	3MATERIAL E MÉTODOS-FINAL.pdf
	4RESULTADOs-FINAL.pdf
	5Estatística.pdf
	6Discussão.pdf
	7Conclusões.pdf
	8referências e anexos.pdf

