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RESUMO

O g¢género Candida normalmente possui uma relacdo de comensalismo na
cavidade bucal, fatores modificadores podem alterar essa relagcédo de forma direta
ou indiretamente, tornando-o patogénico, desencadeando a candidiase. Os
produtos provenientes de plantas medicianais vém constituindo uma alternativa
terapéutica, amplamente utilizada no tratamento da candidiase. Objetivou-se
isolar e identificar cepas de Candida tropicalis e Candida parapsilosis da cavidade
bucal de individuos saudaveis, através da macro e micromorfologia, provas
fisiolégicas e bioguimicas. Avaliou-se a sensibilidade in vitro dessas cepas frente
ao eugenol e a nistatina, através da determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM); Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e curva de morte,
micromorfologia e estudo de associacdo (checkboard). Utilizaram-se oito cepas
de Candida tropicalis, uma cepa padronizada (ATCC 13803) e sete de origem
clinica e seis cepas clinicas de Candida parapsilosis e sua padrao (ATCC 22019).
Observou-se atividade antifangica do eugenol sobre as espécies ensaiadas,
sendo determinada a CIM/CFM de 64 ug/mL para Candida tropicalis. A relagéo
CFM/CIM indica atividade fungicida frente a 87,5% das cepas testadas. Na
espécie de Candida parapsilosis a CIM foi de 256 ug/mL a qual coincidiu com a
CFM em 100% das cepas ensaiadas. Com relacdo ao ensaio de associacao,
utilizou-se a cepa ATCC 13803 e outra clinica - LM-34 de C. tropicalis. Os
resultados mostraram antagonismo das substancias analisadas tanto para cepa
ATCC 22019, quanto para cepa clinica LM-34. O estudo da micromorfologia
demonstrou inibicAo das estruturas de viruléncia como pseudo-hiifas e
blastoconideos nas trés concentracdes analisadas (CIM; CIMx2 e CIMx4), em
ambas as cepas avaliadas de C.tropicalis e C. parapsilosis. A curva de morte
microbiana mostrou um efeito fungicida apds 24 horas de experimento em ambas
as espécies estudadas. Os resultados do presente estudo indicam uma forte
atividade da molécula do eugenol sobre as cepas de Candida tropicalis e Candida
parapsilosis analisadas, podendo representar uma alternativa terapéutica para o
tratamento da candidiase oral.

Palavras-chave: Fitoterapia; Candidiase Bucal; Eugenol
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ABSTRACT

The Candida genus usually has a commensal relationship in the oral cavity,
modifying factors may alter this relationship directly or indirectly, making it
pathogenic, triggering oral candidiasis. The phytotherapeutic products have been
constituting a therapeutic alternative, widely used in the treatment of candidiasis.
The objective of this study was to isolate and identify strains of Candida tropicalis
and Candida parapsilosis from the oral cavity of healthy individuals through macro
and micromorphology, physiological and biochemical tests. The in vitro and in
silico sensitivity of these strains to eugenol and nystatin was then evaluated by
determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC); Minimal Fungicide
Concentration (MFC) and analyzing the mechanisms of action through microbial
growth kinetics, micromorphology and association study (checkboard), and in
silico assay. Eight strains of Candida tropicalis, one from the American Type
Culture Collection - ATCC 13803 and seven from clinical origin and seven from
Candida parapsilosis to their ATCC standard (22019) and six from clinical isolates
were used. An antifungal activity of eugenol on the tested species was observed, a
MIC and MFC of 64 ug / mL for Candida tropicalis was determined. The CFM /
MIC ratio indicates fungicidal activity compared to 87.5% of the tested strains. In
the Candida parapsilosis species the MIC was 256 pg / mL which coincided with
the CFM in 100% of the strains tested. Regarding the association assay, strain
ATCC 13803 and another clinic - LM-34 of C. tropicalis were used, the results
showed antagonism of the substances analyzed for both the ATCC 22019 strain
and the LM-34 clinical strain. Micromorphology demonstrated inhibition of
virulence structures such as pseudohyphae and blastoconideas at the three
concentrations analyzed for C. tropicalis (ATCC 13803 and LM-34) and C.
parapsilosis (ATCC 22019 and LM-70) strains. The microbial death curve showed
a fungicidal effect after 24 hours of experiment in both species studied. The results
of the present study indicate a strong activity of the eugenol molecule on the
strains of Candida tropicalis and Candida parapsilosis analyzed and could
represent a therapeutic alternative for the treatment of oral candidiasis.

Keywords: Phytotherapy; Candidiasis Oral; Eugenol
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1. INTRODUCAO

A cavidade bucal possui uma microbiota residente bastante diversificada,
entre as espécies que habitam o ambiente oral, encontra-se a do género Candida,
que normalmente vivem em equilibrio dinAmico no ambiente oral.>?°

No entanto, quando h& um quadro de desarmonia nessa relagdo ou
alteracdes na imunidade do hospedeiro, as espécies de Candida costumam ter
comportamento diferente daquele nas relagbes comensais, tornando-se
patogénicas, o que gera um quadro de instabilidade na satde do hospedeiro.*®

Candida é considerado como um fungo leveduriforme, diploide e polimorfo
e sdo encontrados em cerca de 60% dos dentados saudaveis O desenvolvimento
do processo infeccioso pode ocorrer tanto em tecidos superficiais (mucosas),
como em tecidos profundos, podendo levar a morte do individuo.*?

A candidiase oral é uma infeccdo fungica mais prevalente nos tecidos
bucais, desencadeada pelo micro-organismo fungico do género Candida, que
compreende cerca de 200 espécies, porém apenas 15 destes sdo de interesse
clinico. Na candidiase oral, a espécie com maior frequéncia no aparecimento da
patologia é a Candida albicans?®.Clinicamente, ela pode ser caracterizada pelo
aparecimento de placas brancas ou méaculas avermelhadas de forma isolada ou
agrupada aderida ao longo dos tecidos bucais - mucosa jugal, palato, lingua e
gengiva®.

E possivel evidenciar variados quadros em que ocorre a manifestacéo da
candidiase, por exemplo, em pacientes infectados com HIV (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida)?. A candidiase oral aparece como um dos principais
sinais mais comum na cavidade oral dos individuos soro positivo, sendo muitas
vezes uma caracteristica que leva ao diagndstico inicial.>* E comum também,
observar casos de candidiase oral em pacientes usuarios de proteses, sendo
apresentada na forma estomatite protética, onde as cepas desse micro-organismo
tem papel fundamental no desenrolar da patologia.>*

Ainda é possivel constatar casos de candidiase em individuos portadores
de diabetes mellitus, alteragdo de carater sistémico, que, quando ndo controlada

pode predispor a inimeras alteracbes bucais, inclusive, a candidiase®®. Em



portadores de Sindrome de Down, além das alteragbes ocasionadas pela
sindrome, ainda é possivel evidenciar uma maior susceptibilidade desse grupo
frente ao desenvolvimento da candidiase.?? Por fim, alteracdes que afetam o
sistema imunolégico do hospedeiro, como radioterapia, quimioterapia,
antibioticoterapia, tornam o individuo mais vulneraveis a processos infecciosos,
incluindo os flngicos.*

A maioria das espécies presentes nos casos de candidiase é representada
por Candida albicans, porém varios estudos tém demonstrado uma contribuicdo
significativa de outras espécies néo-albicans: Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida parapsilosis e Candida dubliniensis.’® Candida tropicalis é a
espécie mais encontrada, logo apdés da C. albicans, em casos de candidiase
oral.'? Pesquisas mostram que cepas de C. tropicalis e C. parapsilosis sdo
encontradas em casos graves da candidiase bucal ou de resisténcia.'*

Candida parapsilosis € um micro-organismo ubiquo e diferentemente das
outras espécies de Candida, ndo é um patégeno humano obrigatério, ocorrendo
relatos de isolamento de sitios que ndo sdo provenientes do corpo humano.®*
Além disso, pode ser considerada importante no desencadeamento da candidiase
bucal, pois estd envolvida em casos de resisténcia bucal, como também é
considerada a segunda espécie de fungos oportunistas isoladas de culturas
sanguineas de varias localidades geograficas.>*3*

O processo de estabelecimento da doenca é determinado por fatores
inerentes ao hospedeiro associados aos dos fungos. As caracteristicas de
viruléncia fungica sdo responsaveis pela colonizacéo e consolidacdo do processo
infeccioso. Destaca-se como fatores de viruléncia: dimorfismo (transicdo da fase
leveduriformes para a forma filamentosa), producdo de enzimas (fosfolipases e
proteinases), capacidade de se adaptar as variagcbes de temperatura, pH, e
formacao de biofilmes.

O tratamento da infeccdo fungica procede-se com medicamentos locais ou
sistémicos ou associacdo desses.*® Normalmente a candidiase é tratada com
aplicacoes de agentes topicos como a nistatina na forma de suspenséao (polienos)
ou miconazol gel (imidazois). Em episodios recorrentes, institui-se uma terapia
medicamentosa sistémica, sendo o fluconazol a droga eleita para prescricdo por
suas caracteristicas farmacoldgicas potentes contra o processo de resisténcia 2%
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Os agentes poliénicos sdo compostos anfipaticos que formam uma rede
molecular com o ergosterol, parte fundamental para a membrana citoplasmatica
fingica, ocasionando a formacdo de poros na membrana. Esse processo
desencadeia um desequilibrio nas concentracdes de componentes celulares,
incluindo proteinas e cétions monovalentes e divalentes, afetando o processo
dindmico osmotico da célula fungica, levando a perda da polaridade da membrana
0 que o ocasiona a morte celular.®*®

O miconazol € um derivado dos imidazdis e seu mecanismo de a¢ao ocorre
por meio da interferéncia da biossintese do ergosterol, principal derivado
esteroide presente na membrana celular das leveduras. O mecanismo ocorre pela
inibicdo da 14-a-desmetilase enzima do citocromo P450, que catalisa a reacdo de
oxidacdo do grupo 14-a-metil do lanosterol. Isso acarreta uma interrupcdo da
sintese de ergosterol e acimulo de lanosterol, causando interferéncia no arranjo
estrutural dos grupamentos lipideos presentes na membrana. Esse processo
compromete vias enzimaticas ligadas a estrutura celular fungica, inibindo o
crescimento e o crescimento fingico.>

No entanto, de acordo com os achados na literatura, € possivel constatar
fatores relacionados a resisténcia, efeitos téxicos e colaterais dos agentes
antifingicos envolvidos no tratamento da candidiase, o que desperta o interesse
em pesquisar por novos produtos que maximize a eficacia do tratamento e
minimize os riscos para os pacientes.*?

A fitoterapia tem constituido uma terapéutica alternativa no tratamento das
afeccBes orais, por exemplo, a candidiase oral®. Souza; Felfili*® (2006) afirmam a
importancia dos produtos naturais na odontologia, justamente por ter um grande
espectro de utilizacdo popular, baixo custo e adequado efeitos antimicrobianos e
quando utilizados na dosagem certa tem a vantagem de néo apresentarem efeitos
colaterais.

No Brasil, a fitoterapia, desde 2006, esta inserida no Sistema Unico de
Saude como parte das Préticas Integrativas e Complementares, que tem como
objetivo incentivar a utilizacdo de plantas medicinais como forma de tratamento
das doencas que acometem o corpo®. Souza; Felfili*® salientam ainda, que o Brasil
possui uma vasta biodiversidade, o que reflete na grande variabilidade de plantas

gue possui efeitos fitoterapicos significativos.



Os produtos naturais, em especial os 0leos essenciais, tém mostrado
resultados positivos in vitro/in vivo em relacédo ao efeito antifingico, geralmente a
propriedade antifingica esta diretamente ligada a um composto bioativo
majoritario do 6leo essencial, denominado fitoconstituiente.*’

O eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil) fenol) € um composto, presente nos
Oleos essenciais do Mentha pulegium (poejo), Myristica fragans (noz-mascada),
Ocotea odorifera (sassafras), Cinnamomum zeylanicum blume (canela) e no
Eugenia caryophyllata (cravo da india ), esse ultimo apresenta cerca de 70% de
eugenol em sua composicéo.t"*

Quimicamente o eugenol é classificado como um terpendide, da classe dos
monoterpenos, seus efeitos sdo relatados pela medicina popular e cientificamente
alguns efeitos biolégicos ja sdo comprovados, como: analgésicos, anti-
inflamatério, antitumoral, antioxidante, anestésico.™!’ Tais efeitos justifica o fato
de j& ser um composto amplamente utilizado na clinica odontologica associada a
outras substancias.?’

Analisando sua conformacéo molecular, supde-se que, do ponto de vista
biofisico, essa molécula pode ter um comportamento anfipatico e/ou hidrofébico.
A partir dessas informacdes, sugere-se que o eugenol pode afetar a organizacéo
da membrana celular e o equilibrio eletrostéatico, consequentemente agindo sobre
atividade de proteinas intrinsecas, tais como ATPases e receptores especificos
da membrana.?®

Ahmad et al.' (2010), em suas pesquisas, avaliaram, a atividade da H*
ATPase e associaram com o pH intracelular de Candida na presenca de eugenol
e timol. Observou-se que o efeito dos compostos foi eficaz, sugerindo que os dois
fendis interagiram diretamente com a enzima, a qual funcionou como alvo
especifico na célula para acdo do agente antiflingico, uma vez que as cepas
ensaiadas mostraram aumento da acidificacdo interna, o que resultou em uma
diminuicao do pH intracelular, prejudicando a viabilidade celular fungica.

Porém, os estudos ainda sdo escassos sobre o modo de acdo antifungico
do eugenol e sua associagdo com antifiungicos contra cepas clinicas de C.
tropicalis e C. parapsilosis. Dessa forma, o presente estudo analisou a atividade
antifingica do eugenol frente a cepas de C. tropicalis e C. parapsilosis isoladas da

cavidade bucal de individuos saudaveis.



2. CAPITULO 1: ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO de Candida tropicalis
ENVOLVIDAS EM INFECCOES FUNGICAS E SENSIBILIDADE IN VITRO
FRENTE AO EUGENOL
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RESUMO: Neste estudo, realizou-se o isolamento e identificacdo das espécies clinicas
de Candida tropicalis da cavidade bucal de individuos saudéaveis, posteriormente foi
avaliada a sensibilidade destas cepas frente o eugenol e nistatina. Para tanto, realizou-se
a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM); Concentracdo Fungicida
Minima (CFM), assim como a cinética de crescimento microbiano, micromorfologia e
estudo de associacao (checkboard). Selecionaram-se oito cepas de Candida tropicalis no
total, sete de isolados clinicos, e uma padrdo da American Type Culture Collection (ATCC
13803). A atividade antifungica do eugenol sobre as espécies ensaiadas, foi observada
em 90% e 65%, das cepas sensiveis, respectivamente, a uma CIM de 64 ug/mL e CFM
de 64 pg/mL. A relacdo CFM/CIM indica atividade fungicida frente a 87,5% das cepas
testadas. Com relacdo ao ensaio de associacao, utilizou-se a cepa de C. tropicalis ATCC
13803 e outra cepa clinica LM-34, os resultados mostraram antagonismo das substancias
analisadas tanto para cepa ATCC quanto para cepa clinica. O estudo da micromorfologia
demonstrou inibicdo das estruturas de viruléncia como pseudo-hiifas e blastoconideos
nas trés concentracdes analisadas. A curva de morte microbiana mostrou um efeito
fungicida apés 24 horas de experimento em ambas as espécies estudadas. Dessa forma,
0 eugenol apresentou um efeito antifingico satisfatério sobre o grupo de leveduras
analisadas, podendo ser um agente antifingico no tratamento de candidiase oral.

Palavras-chave: Candidiase. Fitoterapia. Eugenol.

2.1 Introducéo
Candida é um fungo leveduriforme, dipléide e polimorfo que vive em relagdo de

comensalismo com o hospedeiro e podem ser encontrados em cerca de 60% dos
dentados saudaveis™. Fatores modificadores podem alterar essa relacéo de forma direta
ou indiretamente, tornando-o patogénico #°.

Entre as infecgcbes fangicas mais prevalentes em mucosas, encontra-se a
candidiase oral, patologia caracterizada pelo aparecimento de placas brancas ou
maculas avermelhadas de forma isolada ou agrupada aderida ao longo dos tecidos
bucais - mucosa jugal, palato, lingua e gengiva®.

A maioria das espécies presentes nos casos de candidiase é causada por
Candida albicans, porém vérios estudos tém demonstrado uma contribuicdo significativa
de outras espécies nao-albicans: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis e Candida dubliniensis®. Candida tropicalis é a espécie mais encontrada,

logo ap6s da C. albicans, em casos de candidiase bucal®. Pesquisas mostram que cepas
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de C. tropicalis sdo encontradas em casos avancados da candidiase bucal ou
resisténcia’.

Na atualidade os antifingicos licenciados ndo tém mostrado eficacia clinica no
combate da candidiase, causando resisténcia ou episodios de recorréncia da patologia
fangica®. Os produtos naturais, em especial os 6leos essenciais, vem demostrando
resultados positivos em estudos in vitro/in vivo em relagdo ao efeito antifingico,
geralmente a propriedade antifungica desses compostos esta diretamente ligada a um
composto majoritario do 6leo essencial, denominado fitoconstituiente®.

Nesse contexto, o eugenol ((2-metoxi-4-(2-propenil) fenol)) € um composto,
presente nos Oleos essenciais da Mentha pulegium (poejo), Myristica fragrans (noz-
mascada), Ocotea odorifera (sassafras), Cinnamomum zeylanicum blume (canela) e na
Eugenia caryophyllata (cravo), esse Ultimo apresenta cerca de 70% de eugenol em sua
composicao®. Quimicamente o eugenol é classificado como um terpendide, da classe
dos monoterpenos, seus efeitos sdo relatados pela medicina popular e cientificamente
alguns efeitos biolégicos ja sdo comprovados, como: analgésicos, anti-inflamatorio,

antitumoral, antioxidante, anestésico®**?

. Tais efeitos justifica o fato de ja ser um
composto amplamente utilizado na clinica odontoldgica associada a outras substancias™.

O presente estudo isolou e identificou espécies clinicas de Candida tropicalis da
cavidade bucal de individuos saudaveis, posteriormente foi avaliada a sensibilidade
destas cepas frente o eugenol e antifingico padrédo nistatina a partir da determinacédo da
Concentracao Inibitéria  Minima (CIM); Concentragdo Fungicida Minima (CFM) e
analisando os mecanismos de acdo por meio da cinética de crescimento microbiano,

micromorfologia e estudo de associacao (checkboard).

2.2 Metodologia

Tipo de estudo

A identificacdo das leveduras e as analises referentes ao estudo da atividade
antifingica dos produtos naturais selecionados foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifungica de produtos naturais e/ou sintéticos
bioativos, DCF/CCS/UFPB.

O presente estudo foi submetido e aprovado (CAAE: 5743516.4.0000.5188) pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal
da Paraiba (CEP-CCS), de acordo com a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude/MS.



Coleta, Isolamento e Identificacdo do género Candida

A coleta do material biologico, bem como o isolamento e identificacdo das
espécies de Candida foram realizados seguindo os critérios estabelecidos por Looder™
(1970); Hoog e Garro® (1995); Kurtzmann e Fell'” (1998); Sidrim e Rocha'® (2004).

Na coleta do material biolégico para isolamento e identificacdo de espécies de
Candida dos individuos foram utilizados trés swabs (INLAB® Confianc¢a, Brasil) estéris.
Cada swab foi umedecido em solucéo fisiolégica esterilizada e aplicado em trés sitios
distintos da cavidade buca do paciente: palato duro, lingua e mucosa jugal com
movimentos de varredura (friccao), por 30 segundos, em cada sitio anatdmico. O material
biolégico coletado foi inoculado em placas de Petri descartaveis 15x90 mm (Dispopetri),
contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco Laboratories Ltda. USA/France),
adicionado de cloranfenicol a 100 pg/mL (Sigma Chemichal Corporation, St Louis, MO,
USA). Decorrido o periodo de 24-48h em estufa microbiologica a 35+2°C as coldnias
crescidas e com aspectos de fungos leveduriformes foram isoladas em CHROMOagar-
Candida (Difco Laboratories Ltda. USA/France) e ap0s a verificagdo do crescimento nas
placas as colbnias foram avaliadas quanto a coloragdo e ao morfotipo. Ainda para a
determinacdo das espécies de Candida realizou-se 0s seguintes testes: prova do tubo
germinativo, microcultivo de leveduras em Agar Fubéa, auxanograma (assimilacdo de

carboidratos e nitrogénio) e fermentacdo de carboidratos.

Selecdo das cepas fungicas e preparacado do in6culo

Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sendo
adultos, com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os sexos, nao utilizar nenhum
tipo de protese dentéria e depois de realizado o exame clinico intraoral ndo apresentar
nenhuma alterag&@o bucal, como por exemplo, a candidiase oral.

Foram isoladas e identificadas sete cepas clinicas de C.tropicalis da cavidade
bucal dos individuos participantes (LM-2; LM-34; LM-77; LM-82; LM-96; LM-100; LM-211)
para o0s ensaios in vitro adicionou-se ainda uma cepa padréo da colecdo American Type
Culture Collection (ATCC)13803.

Para o procedimento de preparacdo do inéculo das leveduras, os isolados foram
cultivados em meio ASD inclinado a 35+2°C por 24h (overnight). Foram preparadas
suspensdes dos microrganismos em tubos contendo 5 mL de solugéo salina 0,9% estéril

(Farmax - Distribuidor Ltd., Amaral, Divindpolis, MG, Brasil).



Apos agitagcdo em vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil), cada suspenséo
teve sua turbidez comparada e ajustada aquela apresentada pela suspensao de sulfato
de bario do tubo 0,5 da escala McFarland. Em seguida, essa suspensao foi diluida com
dgua destilada numa propor¢cdo de 1:10 resultando em um in6culo contendo

aproximadamente 10° UFC/mL, que foi utilizado nos ensaios*®?°.

Meios de cultura utilizados

Para os ensaios de atividade antifingica foi utilizado RPMI 1640/ com L-glutamina
sem bicarbonato (Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) com antibidtico — ASD e ASDA (Difco®/USA/France). Os meios foram preparados

de acordo com as instrugfes do fabricante.

Produtos utilizados

Os produtos testes utilizados foram o fitoconstituinte eugenol (Sigma-Aldrich,
Sao Paulo, SP, Brasil®; Lote: 024) e o antifungico padrdo Nistatina (Sigma-Aldrich, Séo
Paulo, SP, Brasil®; Lote: SLBB5282V)

Todos os produtos utilizados foram devidamente solubilizados em dimetil-
sulféxido (DMSO) numa proporcao de até 10 % e Tween 80 a 0,02%. Em seguida, foi
completado com agua destilada esterilizada (g.s.p. 3 mL) para obter uma emulsdo na
concentragao inicial de 1024 pg/mL.

Ensaios biolégicos

Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da CIM do produto selecionado foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, executada em ftriplicata, utilizando microplacas com fundo em “U’,
esterilizadas, contendo 96 orificios (Kasvi, Italia)?®#2%232425

Em cada pocos da placa, foram adicionados 100 pL do meio liquido RPMI
1,6x4,0 (Sigma-Aldrich®/Sao Paulo, SP/Brasil) duplamente concentrado. Posteriormente,
100 pL dos produtos (eugenol e nistatina), também duplamente concentrados, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, que foram diluidos seriadamente,
a partir da retirada de uma aliquota de 100 uL da cavidade mais concentrada para a

cavidade sucessora, obtendo-se concentragdes de 1024 pg/mL até 2 pg/MI*>.



Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo das leveduras nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fangica, especificamente.

Foram feitos controles de viabilidade das cepas fungicas e do meio de cultura
liqguido RPMI 1640 nas mesmas condicbes do ensaio. As placas foram seladas e
incubadas a 35+2°C por 24-48h. Utilizou-se como critérios para determinagédo da CIM os
seguintes valores: 50 a 500 pg/mL considerados com forte/6tima atividade
antimicrobiana; 600 a 1500 pg/mL possuem atividade moderada; acima de 1500 pg/mL,
atividade fraca ou produto inativo 2%,

Apbs determinacdo da CIM, aliquotas 10 uL do sobrenadante das cavidades
correspondentes a concentracao inibitéria minima e as duas concentracdes superiores a
concentracao inibitéria minima (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram subcultivadas em placas de
microdiluicdo com fundo em “U”, esterilizadas, com 96 orificios (Kasvi, Italia) contendo
100 uL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e incubadas por 24-48h a
35+2°C.

O crescimento microbiano foi verificado visualmente com base nos controles e
determinada a CFM para cada cepa. Os ensaios foram realizados em triplicata e o
resultado expresso pela moda das CFM'’s obtidas nos trés ensaios?.

A relagdo CFM/CIM foi calculada de forma a determinar se a substancia possui
uma atividade fungistatica (CFM/CIM = 4) ou fungicida (CFM/CIM <4)®,

Efeito dos produtos teste isolados sobre a micromorfologia de C. tropicalis

Para o estudo de possiveis alteracdes na micromorfologia de C. tropicalis foi
empregada a técnica de microcultivo em lamina em placa de Petri (cAmera Gmida)®. O
meio de cultura agar-fuba-Tween 80 fundido foi fracionados em tubos estéreis contendo
0s produtos testes isolados em concentracdo correspondente a CIM. Também foi
utiizado um tubo apenas com o meio de cultura (controle negativo). Apés
homogeneizagéo, cada meio de cultura foi espalhado sobre uma lamina de vidro.

Repiques de 24 horas a 35+2°C em agar Sabouraud dextrose de C. tropicalis
foram semeados e as placas foram incubadas a 35 +£2°C por 24 - 48h. As laminas foram
analisadas por microscopia Optica, em um aumento de 400x, para observacdo da
formacdo ou ndo de estruturas caracteristicas como blastoconidios, pseudo-hifas e

clamidoconidios.
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Efeito dos produtos teste isolados sobre a cinética de morte microbiana

O estudo da interferéncia do produto teste isolado sobre a curva de tempo de
morte das cepas fungicas foi realizado utilizando a metodologia de Klepser et al*® (1998),
com algumas modificagoes.

Foram utilizadas duas cepas de C. tropicalis, uma padréo da ATCC 13803 e outra
cepa clinica (LM-82). Neste ensaio, frente as concentracfes inibitérias minimas do
eugenol e nistatina foi observado o comportamento das cepas de leveduras selecionadas
ao longo de 24h.

Inicialmente, 100 pL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Sao Paulo-SP/Brasil) foram
adicionados em uma microplaca com fundo em “U” com 96 orificios utilizando 10 pL do
sobrenadante das cavidades correspondente a concentracdo inibitéria e as duas
concentracdes superiores a CIM (CIM, CIMx2 e CIMx4) e incubadas por um periodo 24-
48 horas a 35+2°C.

Em seguida o plagueamento do inéculo foi realizado em Placa Petri (Alamar
Tecno Cientifica LTDA®) contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco®),
e uma aliquota de 10 pL do in6culo foi retirado com uma alga bacterioldgica calibrada
(INLAB Confianga, Brasil) e posteriormente semeado de forma uniforme em formato de
estrias ao longo da superficie do meio ASD, durante os intervalos de tempo O h, 2 h, 4 h,
8 h, 12 h e 24 h. As placas inoculadas foram incubadas a 35+2°C por 48 horas.

O experimento foi realizado em triplicata. As curvas foram construidas plotando a
contagem média de coldnias (log;,0UFC/mL) em funcdo do tempo (horas). Foi
considerada atividade fungicida da droga quando houve reducdo no crescimento maior
ou igual a 3 logy (= 99,9%) a partir do inéculo inicial, e atividade fungistatica quando

houve reduc&o no crescimento menor que 3 logyo (< 99,9%) UFC/ mL)¥.
Ensaio de sinergismo pelo método checkerboard

O efeito de associacdo dos produtos com antifingico padrdo sera determinado a
partir da técnica de microdiluicdo — checkerboard para derivacdo do ICIF (indice da
Concentracao Inibitoria Fracionada).

Seréo utilizadas solu¢des dos produtos testados em concentracdes determinadas
a partir de suas respectivas CIM. Inicialmente, 100 pL de caldo Saboraud dextrose seréao
adicionados nos pocos da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em forma
de ‘U’ (ALAMAR®). Em seguida, 50 yL de cada produto testado, em diversas
concentracdes (CIM+16, CIM+8, CIM+4, CIM=+2, CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8 e CIMX16)
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serdo adicionados no sentido vertical (antifingico padréo) e horizontal (produtos teste) da
microplaca. Por fim, sera adicionado 10 pyL da suspensdo fungica. O ensaio sera
realizado em duplicata, sendo as microplacas incubadas a 35 °C por 48 horas. %

O ICIF (indice da Concentracdo Inibitéria Fracionada) sera calculado através da
soma do CIF* + CIF®, onde A representa o produto teste e B o antifiingico padrdo. O
CIF*, por sua vez, é calculado através da relacdo CIM* combinado/CIM* sozinho,
enquanto que o CIF® = CIM® combinado/CIM® sozinho. Este indice é interpretado da
seguinte forma: sinergismo (ICIF < 0,5), antagonismo (ICIF > 4,0) e indiferenga (0,5 <

ICIF < 4).*

Analise dos dados

Os dados da CIM, CFM e do Ensaio da Associacdo foram analisados por meio da
estatistica inferencial e descritiva. A curva de cinética de crescimento microbiana foi
plotada pelo log10UFC/mL em fungéo do tempo e das concentragdes estudadas, sendo
assim para esse experimento, a analise estatistica se deu pelos testes de Kruskal-Wallis
e Dunn considerando um nivel de significancia de 0.05 (p<0,05). Foi utilizado o Softaware
GrafPad (GraphPad for Windows, San Diego, CA — USA) para gerar os resultados da
presente pesquisa.

2.3 Resultados

Participaram da pesquisa 20 individuos, com maior prevaléncia para o0 sexo
feminino (60%) e idade média de 50,6 anos. Na tabela abaixo é possivel evidenciar a
guantidade e identificacdo de espécies provenientes do isolamento da cavidade bucal

dos individuos participantes na pesquisa (Tabela 1).
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Tabela 1: Prevaléncia de espécies de Candida provenientes da cavidade bucal dos

individuos n: nUmero da amostra; fi: frequéncia total.

Sitio anatémico Palato Mucosa jugal Lingua
Espécie fi n fi n fi

=]

Candida albicans 4 10,3 7 17,9 9 23,1
Candida tropicalis 4 7,7 - - 3 10,3
Candida parapsilosis 2 51 1 2,6 3 7,6
Candida krusei 2 51 1 2,6 3 7,7
Total 11 28,2 9 23,1 18 48,7 100

A avaliagdo do efeito antifiangico do eugenol e da nistatina sobre C. tropicalis foi
realizado através da determinagdo CIM e CFM pela técnica de microdiluicdo em caldo. A
CIM do eugenol foi de 64 ug/mL inibindo 90% das cepas utilizadas no experimento. Na
nistatina apresentou uma CIM inferior ao do fitoconstituinte 8 ug/mL para 90% das
espécies testadas.

O teste da CFM, para o eugenol, apresentou concentracdes inibitérias em 75%
das cepas analisadas, semelhantes ao do teste da CIM, caracterizando o produto de
natureza fungicida. Para nistatina, em quatro cepas testadas (ATCC 13803; LM-2; LM-77;
LM 82) (50%) tiveram a CFM semelhante com as concentragdes da CIM, enquanto outras
guatro espécies apresentaram CFM superior ao valor da CIM (LM-34; LM-96; LM-100 e
LM-32).

O controle de esterilidade do meio ndo apresentou contaminacdo, todos 0s
pocos no controle de crescimento flngico foram positivos. Os dados estao descritos na
Tabela 2.
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Tabela 2: Resultados da avaliacdo da CIM e CFM do eugenol e nistatina sobre C.

tropicalis. CIM*(Eugenol)sey.64ug/mL CIMP(NISTATINA)g7 s0,:8ug/mL

Cepas Eugenol Nistatina
C.tropic (ug/mL) (ug/mL)
alis

CIM? CFM CFM Atividade CIm® CFM  CFM/  Atividade

/CIM antifungica CIM  antifangica

ATCC 128 512 24 Fungistético 16 16 1 Fungicida
13803
LM-2 32 32 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida
LM-34 64 64 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida
LM-77 64 64 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida
LM-82 64 64 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida
LM-96 64 64 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida
LM-100 32 32 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida
LM-211 64 64 1 Fungicida 8 32 8 Fungistético

Realizou-se o estudo micromorfolégico com o objetivo de avaliar o crescimento e/ou

inibicdo das estruturas de viruléncia na presencga ou auséncia dos produdos testados. Para

esse experimento, escolheu-se de forma aleatéria uma cepa clinica - LM-34, dentro daquelas

com a CIM mais prevalente (64ug/mL) das cepas testadas e a padrao ATCC 13803 de C.

tropicalis. Os dados estdo descritos na Tabela 3 e Figura 1.

Estruturas de viruléncia

Candida Pseudo-hifas Blastoconideos Clamidoconideos
tropicalis
Eugenol
ATCC CONTROLE + + +
13803
CIM - + -
CIMX2 - * -
CIMX4 - * -
LM-34 CONTROLE + + +
CIM - * -
CIMX2 - - -
CIMX4 - - -
Nistatina
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ATCC 13803 CONTROLE + + +
CIM - + -

CIMX2 - * -

CIMX4 - - -

CONTROLE + + +

LM-34 CIM - - -
CIMX2 - - -

CIMX4 - - -

Tabela 3: Andlise qualitativa da micromorfologia da cepa ATCC 13803 e cepa clinica LM-
34 na presenga do eugenol e nistatina e auséncia ( controle) das estruturas . +
Crescimento das estruturas; -: auséncia das estruturas; *: raras estruturas

Figura 1: Fotomicrografia de microscopia Optica (aumento 400x) das estruturas de
viruléncia na auséncia ou presenca do eugenol. A: Controle de crescimento Candida
tropicalis (LM-34); Al: Atividade do fitoconstituinte eugenol na concentracdo de 128
ug/mL A2: Atividade do eugenol na concentracdo de 64 ug/mL. B:Controle de
crescimento Candida tropicalis ATCC 13803; B1l: Crescimento de estruturas na
concentracdo de 256 ug/mL; B2: Presenca de raras estruturas na concentragdo de 128

ug/mL
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O estudo da associacéo foi realizado pela técnica do checkboard o qual possibilita
a construcdo de uma matriz bidimensional através da combinagdo das diferentes
concentracdes das substancias avaliadas. De acordo com os resultados obtidos, o teste
foi igual a 8 (oito) para a cepa padrdo ATCC 13803 e 6 (seis) para a cepa LM-34,
observando uma relacdo de antagonismo (ICIF > 4,0) da nistatina com o eugenol, esse
valor foi obtido através da férmula algebra fornecida pelo indice de Concentragéo
Inibitéria (ICIF), que considera a CIMs isoladas e combinadas dos produtos resultando no

valor do indice (Tabela 4).

Cepas fungicas CIM (ug/mL) indice Tipo de interacéo
ICIF
Eugenol Nistatina Eugenol
Nistatina
C. tropicalis ATCC 128 16 512-64 8 Antagobnica
13803
C. tropicalis LM- 34 64 8 128-32 6 Antagobnica

Tabela 4: Estudo de associacéo (checkboard) do Eugenol frente Candida tropicalis ATCC
13803 (CIMso: 128 pug/mL  ClMeombp.512ug/mL) e Nistatina (CIMso: 16  ug/mL
ClM¢omb.64ug/MI); Eugenol frente Candida tropicalis LM-34 (ClMiso: 64 pug/mL ClMcomp.:
128ug/mL) e Nistatina (CIMso.- 8ug/mL ClMcomp.: 32ug/mL).

Analisou-se através da curva de morte microbiana, se ocorreu reducgdo
significativa do crescimento fangico em relacdo a quantidade de Unidades Formadoras
de Colbnia por mililitro (UFC/mL) nas concentracdes estudadas da nistatina e eugenol -
CIM, CIMX2, CIMX4, quando comparados ao grupo do controle de crescimento.

Os dados estdao expressos na Figura (2A, 2B, 2C, 2D). Na cepa clinica LM-34
observou-se um decréscimo consideravel na curva de morte microbiana a partir do tempo
de 8h para todas as concentragfes estudadas. A nistatina (B), para a mesma cepa,
apresentou uma diminuicdo da curva apos 4h em todas as concentracdes testadas. Foi
possivel observar um potencial efeito do eugenol sobre o crescimento de C. tropicalis a
partir do tempo de exposicdo correspondente a 2 e 4 horas. Em ambas as cepas
avaliadas constatou-se auséncia total de crescimento fangico no tempo de 24h tanto para

o antifiingico padréo quanto para o fitoconstituinte estudado.
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Figura 2: Curva de tempo-morte microbiana para o efeito antifingico do Eugenol (A)
Nistatina (B) para a cepa clinica LM-34; (C) eugenol; (D) nistatina para a cepa ATCC
13803, nas concentrac¢des CIM, CIMX2, CIMX4 nos tempos 0, 2, 4, 8, 12, 24h.
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2.3 Discussao

O presente estudo constatou uma prevaléncia de 48,3% de espécies nao-
albicans, em destaque a Candida tropicalis que apresentou uma frequéncia de 18% entre
as espécies isoladas, demostrando uma distribuicdo representativa ao longo dos sitios
avaliados. Esses dados corroboram aos do de Mushi et al (2016)*, o qual apresentou a
C. tropicalis como a segunda espécie mais frequente em isolados da cavidade oral de
individuos saudaveis e HIV- positivos.

Resultados semelhantes foram mostrados por Rajakumari e Kumari®* (2016),
nesse estudo foi a avaliado a presenca de cepas albicans e néo-albicans em uma
amostra de 400 individuos, divididos em 50% portadores de diabetes mellitus e a outra
metade em néao diabéticos, os resultados apontaram um maior aparecimento de Candida
albicans seguido de C. tropicalis tanto em diabéticos (39,61%; 19%) como em saudaveis

(9,53%; 29%) respectivamente.
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Com relacdo a atividade antifingica do eugenol, a Concentragéo Inibitoria Minima
ficou estabelecida 64ug/mL (CIM 90%). De acordo com os parametros estabelecidos por
Holetz (2002) e Sartoratto (2004)*%’ para avaliacdo da CIM do produto, o fitoconstituinte
avaliado apresentou um forte/6tima atividade antimicrobiana (CIM 50 a 500 pg/ mL-
atividade 6tima). Ressalva-se o fato de que o produto-teste obteve uma CIM bem préxima
a da nistatina, antifangico padrdo utilizado na clinica odontolégica para tratamento da
candidiase.

Resultados semelhantes foram encontrados por Marcos-Aires et al** (2011) que
realizaram a avaliacdo da sensibilidade de cepas de Candida isoladas da superficie da
protese dentéria frente a dez fitoconstituintes, dentre eles, o eugenol, como resultado a
molécula demonstrou atividade inibitéria sobre todas as cepas ensaiadas.

Braga, et al*®

. (2007) determinaram uma concentracdo de 500ug/ mL sobre
biofilmes de Candida albicans utilizando o eugenol como produto teste e ainda
observaram-se alteracdes morfolégicas nas estruturas fungicas. Sugere-se entdo que
futuros estudos poderiam subsidiar a formacdo de biofiimes de uni/multiespécies e
possiveis efeitos e mecanismos de acgdo sobre estruturas celulares fangicas
consideradas alvos para deteccédo de substancias antifingicas.

A CFM teve valores semelhantes ao da CIM em 90% das cepas, de acordo com
avaliacido de Saddiq e Khayyat® (2010) a substancia possui uma atividade fungistatica
quando a relagdo CFM/CIM = 4 e fungicida quando CFM/CIM <4, ja Hafidh,® et al. (2011)
considera a relacdo 1:1 e 2:1, o produto é considerado fungicida e fungistatico com a
raz8o maior que 2:1. Seguindo os parametros metodolégicos das avaliagbes acima, o
eugenol tem carater fungicida para as cepas avaliadas. O efeito fungicida do eugenol ja
foi constatado também nos estudos de Fontanelle® et al (2011) o qual obteve uma
atividade fungicida através da relacdo CIM/CFM para o grupo de leveduras analisadas
(C. albicans, tropicalis, parapsilosis e krusei).

O estudo micromorfolégico indicou a inibicdo de estruturas como pseudo-hifas e
clamidoconideos, essas estruturas sdo consideradas como fatores de viruléncias
desenvolvidos por Candida spp com a finalidade de se estabelecer, colonizar e causar a
doenca®. Substancias que cessem o crescimento dessas estruturas contribuirdo para o
insucesso do processo infeccioso, por isso sdo consideradas as estruturas alvo dos
agentes terapéuticos.

No presente estudo a auséncia dessas estruturas foram diretamente proporcionais
as concentracdes insatisfatorias do eugenol analisadas. Na literatura nota-se uma
escassez de estudos que relatem alterag6es micromorfolégicas de Candida tropicalis na
presenca do eugenol. Achados parecidos foram relatados por Freire*! et al (2017), que
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observou uma diminuicdo drastica nas estruturas de viruléncia na presenca de citral,
alterando a morfologia das cepas albicans.

A associagao entre o antifungico padrao com o produto estudado resultou em uma
atividade antifiingica antagdnica, ou seja, a unido dos dois compostos ndo potencializou o
efeito sobre as leveduras estudadas e sim, uma reducdo desta atividade. Possivelmente
a relacdo farmacodinamica de antagonismo é do tipo quimico, na qual as substancias
desenvolveram uma ligacdo quimica com o agonista reduzindo sua eficacia. Na literatura
nao existem estudos relatando os efeitos da associacdo entre o eugenol com polienos
sobre Candida tropicalis.

A auséncia do sinergismo entre nistatina e eugenol n&o inviabiliza o
desenvolvimento de outros ensaios que busquem avaliar o perfil desse fitoconstituente
em associacdo para com outros antifingicos. Ahmad “? et al (2010) analisou o efeito da
associacao entre o eugenol, metileugenol associados individualmente com o fluconazol,
como resultado foi encontrado um alto efeito sinérgico entre os compostos analisados e o0
fluconazol sobre cepas de Candida albicans, tropicalis e parapsilosis. Nessa perspectiva,
sugere-se que em estudos futuros, sejam realizados ensaios de associagdo do eugenol
com outros antifungicos e de classes distintas, objetivando avaliar os possiveis efeitos
dessa combinagédo de forma integral.

O crescimento fungico foi analisado baseado na curva de morte microbiana
através das diferentes concentragdes do eugenol e nistatina estudadas (Figura 2). Esse
experimento avalia através da contagem de coldnias se o produto tem ac¢édo fungicida ou
fungistatica sobre as cepas analisadas, dessa forma, através deste teste é possivel
estabelecer uma relagcéo dinamica entre concentracdo e atividade inibitéria ao longo dos
tempos analisados. A cepa clinica de C. tropicalis LM-34 em oito horas de experimento
teve uma reducdo de 2 log,UFC/mL, em 24 horas a curva baixou para 3 log;,UFC/mL
nas trés concentracdes analisadas. A cepa ATCC 13803 obteve um decréscimo de 3
log,,UFC/mL em quatro horas de teste nas concentracdes correspondentes a CIM e CIM
x2, demonstrando seu potencial efeito antifingico sobre a espécie de C. tropicalis.

Considerando os critérios de avaliacdo estabelecidos por Klesper®, et al. (1998)
gue classifica o produto em fungicida quando existe uma diminuicdo na contagem de
células viadveis em 3 log;, UFC/mL, pode-se afirmar que no presente estudo o eugenol
teve acédo fungicida coincidindo com o resultado do teste da CFM. N&o houve
crescimento visivel nas 24 horas em ambas as cepas testadas quando expostas as trés
concentracdes. Tal comportamento expressa uma dependéncia do tempo para acdo da

substancia atingir seu efeito fungicida.
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O eugenol em concentracdo fungicida causa uma reducdo significativa de
estruturas como ergosterol presente na membrana plasmatica da célula fungica agindo
principalmente na interferéncia da sintese da enzima H+ ATPase consequentemente
provocando o colapso da célula fungica, tendo em vista que a fungcéo dessa enzima é a

regulacéo fisiolégica da viabilidade *3*4%,

2.4 Conclusao

Os resultados desse estudo permitem concluir que Candida tropicalis foi a espécie
com a segunda maior prevaléncia nos isolados clinicos. O eugenol teve acdo fungicida
sobre as leveduras de Candida tropicalis testadas, e revelou possui valores de inibi¢cao
semelhantes ao da nistatina. As concentracdes do fitoconstituinte inibem o crescimento e
causam a morte da espécie fungica em fungéo do tempo de acao. Em adicional, o estudo
da micromorfologia inibiu estruturas de viruléncias importantes no processo infeccioso
para consolidacdo da candiadise bucal e ainda foi possivel constatar uma atividade
farmacologica indiferente do eugenol quando associado a nistatina no ensaio de
associacao.

Dessa forma, o eugenol é um agente antifingico promissor para tratamentos de
infeccbes fungicas da cavidade bucal, sugere-se que em estudos futuros a investigacao
concentre-se nos mecanismos de acdo sobre a célula fiungica bem como observar o seu

perfil citotoxico frente a células humanas.
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3. CAPITULO 2: EFEITO ANTIFUNGICO DO EUGENOL SOBRE CEPAS DE
Candida parapsilosis ISOLADAS DA CAVIDADE BUCAL DE INDIVIDUOS
SAUDAVEIS

O manuscrito a seguir foi submetido para publicacdo no periodico
“Mycopathologia” ISSN: 1573-0832 Qualis Capes Bl e encontra-se em analise
Normas para publicagdo Anexo 3.
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Resumo: Objetivou-se isolar e identificar espécies clinicas de Candida parapsilosis da cavidade bucal de
individuos saudaveis , como por exemplo, a candidiase bucal. Em seguida foi avaliada a sensibilidade destas
cepas frente o eugenol e nistatina. Para tal, foi realizada a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM); Concentracdo Fungicida Minima (CFM) a curva de morte de crescimento microbiano e inibicdo de
fatores de viruléncia através da micromorfologia. Selecionou-se sete cepas, seis de origem clinica de Candida
parapsilosis e a sua padrdo ATCC (22019). A CIM ficou determinada em 256 pg/mL a qual coincidiu com a
CFM em 100% das cepas ensaiadas. O estudo da micromorfologia demonstrou inibicdo das estruturas de
viruléncia como pseudo-hiifas e blastoconideos nas trés concentracdes analisadas. A curva de morte
microbiana mostrou um efeito fungicida apés 24 horas de experimento nas cepas estudadas. Dessa forma, o

eugenol constitui uma molécula promissora no tratamento das infec¢des fungicas orais.

Descritores: Eugenol. Fitoterapia. Infec¢des Fungicas. Candidiase.

3.1 Introducao

A candidiase bucal é uma infeccdo flngica mais prevalente na cavidade bucal, desencadeada pelo
micro-organismo fangico do género Candida, que compreende cerca de 200 espécies, porém apenas 15 sdo
de interesse clinico. Na candidiase bucal, a espécie mais prevalente no aparecimento da patologia é a
Candida albicans [1]. Todavia estudos tem demonstrado uma prevaléncia significante de espécies néo
albicans no desenvolvimento do processo patogénico e em casos de resisténcia, em especial de Candida
parapsilosis [2].

Candida parapsilosis € um micro-organismo ubiquo e diferentemente das outras espécies de
Candida, ndo é um patégeno humano obrigatério, ocorrendo relatos de isolamento de sitios que ndo
provenientes do corpo humano [3,4]. Além disso, pode ser considerada importante no desencadeamento da
candidiase bucal e é considerada a segunda espécie de fungos oportunistas isoladas de culturas sanguineas de
varias localidades geogréficas [5].

E possivel evidenciar a manifestagio da candidiase bucal, em quadros de alteracio sistémica como
na infec¢do por Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), diabetes mellitus, sindrome de Down e terapias
gue suprimem a resposta do hospedeiro como a radioterapia, quimioterapia, antibioticoterapia, os tornam
mais vulneraveis a processos infecciosos, incluindo os fingicos, onde j& se sabe que as espécies do género
Candida sdo predominantes, além de quadros de infeccdo local como em pacientes usuarios de protese
[6,7.8].

O tratamento da infec¢do fungica procede-se com medicamentos locais ou sistémicos ou associagdo
desses [9]. Normalmente a candidiase é tratada com aplicagfes de agentes topicos como a nistatina na forma
de suspensdo (polienos) ou miconazol gel (imidazdis), em episodios recorrentes, institui-se uma terapia
medicamentosa sistémica, nesse caso o fluconazol é a droga eleita para prescricdo®. No entanto é possivel

constatar fatores relacionados a resisténcia, efeitos toxicos e colaterais dos agentes antifungicos envolvidos
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no tratamento da candidiase, surgindo a necessidade em pesquisas maximize a eficacia do tratamento e
minimize os riscos para os pacientes [10,11].

Dessa forma, a fitoterapia tem constituido uma terapéutica alternativa no tratamento da candidiase
oral [11]. O eugenol é uma molécula presente em diversas espécies de plantas [12]. Estudos mostram como
sendo um dos constituintes majoritarios quando extraidos das partes das plantas como folhas, frutos e caule
[13]. Seu uso na odontologia ja é consolidado para tratamento de alteracBes pulpares como também para
procedimentos restauradores dos dentes [14]. Suas propriedades relatadas na literatura sdo analgésicas,
antimicrobianas, anestésicas, antioxidante, anti-inflamatéria e antisséptica [15,16]. Porém na literatura nao
existe estudos sobre 0 modo de acéo antinflngico e sua associagdo com antiflingicos licenciados contra cepas
clinicas de C. parapsilosis.

O presente estudo isolou e identificou espécies clinicas de Candida parapsilosis da cavidade bucal
de individuos sistematicamente saudaveis, posteriormente foi avaliada a sensibilidade destas cepas frente o
eugenol e antifingico licenciado padrdo nistatina a partir da determinagdo da Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM); Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e analisando 0os mecanismos de a¢éo por meio da cinética de

crescimento microbiano e inibigao de fatores de viruléncia através da micromorfologia.

3.2 Metodologia

Desenho do estudo

A coleta do material biolégico foi realizada na Comunidade Recanto do Pogo, Cabedelo — PB,
Brasil. A identificacdo das leveduras e as andlises referentes ao estudo da atividade antiflngica dos produtos
naturais selecionados foram realizadas no Laboratério de Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifingica
de produtos naturais e/ou sintéticos bioativos, DCF/CCS/UFPB.

O estudo experimental foi dividido em duas etapas. A primeira é a ex vivo com a coleta do material
bioldgico da cavidade bucal dos individuos e posteriormente o isolamento e identificacdo das cepas de
Candida parapsilosis, a segunda etapa foi realizagdo dos ensaios in vitro. O presente estudo foi submetido e
aprovado (CAAE: CAAE: 57435016.4.0000.5188) pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Salde da Universidade Federal da Paraiba (CEP-CCS), de acordo com a resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude/MS.

Coleta, Isolamento e Identifica¢cdo do género Candida

A coleta do material biolégico, bem como o isolamento e identificacdo das espécies de Candida
foram realizados seguindo os critérios estabelecidos por Looder [17]; Hoog e Garro [18]; Kurtzmann e Fell
[19]; Sidrim e Rocha [20].

Na coleta do material biolégico para isolamento e identificacdo de espécies de Candida dos
individuos foi utilizado trés swabs (INLAB® Confianca, Brasil) estéreis. Cada swab foi umedecido em

solucéo fisioldgica esterilizada e aplicado em trés sitios distintos da cavidade bucal: palato duro, lingua e
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mucosa jugal, do paciente com movimentos de varredura, por 30 segundos, em cada sitio anatdmico. O
material biologico coletado foi inoculado em placas de Petri descartaveis 15x90 mm (Dispopetri), contendo
Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco Laboratories Ltda. USA/France), adicionado de cloranfenicol a 100
pg/mL (Sigma Chemichal Corporation, St Louis, MO, USA). Decorrido o periodo de 24-48h em estufa
microbioldgica a 35+2°C as colénias crescidas e com aspectos de fungos leveduriformes foram isoladas em
CHROMOagar-Candida (Difco Laboratories Ltda. USA/France) e ap6s a verificacdo do crescimento nas
placas as colonias foram avaliadas quanto a coloragdo e ao morfotipo. Apds esta avaliacdo, a identificagdo
presuntiva foi realizada.

Ainda para a determinacdo das espécies de Candida realizou-se os seguintes testes: prova do tubo
germinativo, microcultivo de leveduras em Agar Fuba, auxanograma (assimilacdo de carboidratos e

nitrogénio) e fermentacdo de carboidratos.

Selecdo das cepas fungicas e preparagdo do inéculo

Participaram da pesquisa 20 individuos de acordo com os critérios de inclusdo estabelecidos na
pesquisa: idade igual ou superior a 18 anos, de ambos 0s sexos, ndo utilizasse nenhum tipo de prétese
dentéria e apds a avaliagdo clinica intraoral ndo possuir nenhuma alteracao bucal.

Foram isoladas e identificadas seis cepas clinicas de C.parapsilosis da cavidade bucal dos
individuos participantes (LM-1; LM-2; LM-7; LM-70; LM-225; LM-302) para 0s ensaios in vitro adicionou-
se ainda uma cepa padrédo da de C. parapsilosis colecdo American Type Culture Collection (ATCC) 22019.

Para o procedimento de preparagdo do indculo das leveduras, os isolados foram cultivados em meio
ASD inclinado a 35+2°C por 24h (overnight). Foram preparadas suspensdes dos micro-organismos em tubos
contendo 5 mL de solucdo salina 0,9% estéril (Farmax - Distribuidor Ltda., Amaral, Divin6polis, MG,
Brasil). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex (Fanem
Ltd., Guarulhos, SP, Brasil). Apds agitacdo, cada suspensdo teve sua turbidez comparada e ajustada aquela
apresentada pela suspensdo de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala McFarland, a qual corresponde a um
inéculo de aproximadamente 10 *UFC/mL. Em seguida, essa suspenséo foi diluida com agua destilada numa
proporcao de 1:10 resultando em um inculo contendo aproximadamente 10° UFC/mL, que foi utilizado nos

ensaios [21].
Meios de cultura utilizados
Para os ensaios de atividade antiflngica foi utilizado RPMI 1640/ com L-glutamina sem bicarbonato

(Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e Agar Sabouraud com antibiético — ASD e ASDA

(Difco®/USA/France). Os meios foram preparados de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Produtos utilizados

Os produtos testes utilizados foram o fitoconstituinte eugenol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP,
Brasil®; Lote: 024) Mentha Piperita L. (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil®; Lote: 55791mv) Eugenia
Uniflora (0717/05209/F Quinare®) Eugenia Uniflora (5579Imv Sigma Adldrich®) e o antiflngico padrédo
Nistatina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil®; Lote: SLBB5282V)

Todos os produtos utilizados foram devidamente solubilizados em dimetil-sulféxido (DMSO)
numa proporcdo de até 10 % e Tween 80 a 0,02%. Em seguida, foi completado com &gua destilada

esterilizada (q.s.p. 3 mL) para obter uma emulséo na concentracdo inicial de 1024 pg/mL.

Ensaios bioldgicos

Screening, determinagéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM)

O screening dos produtos naturais e a determinacdo da CIM do produto selecionado foram
realizados pela técnica de microdilui¢do, executada em triplicata, utilizando microplacas com fundo em “U”,
esterilizadas, contendo 96 orificios (Kasvi, Italia) [22, 23, 24, 25, 26, 27]. Em cada orificio da placa, foram
dispensados 100 pL do meio liquido RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Sdo Paulo, SP/Brasil) duplamente
concentrado. Posteriormente, 100 pL dos produtos, também duplamente concentrados, foram dispensados
nas cavidades da primeira linha da placa, que foram diluidos seriadamente, a partir da retirada de uma
aliquota de 100 pL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, obtendo-Se concentracfes de
1024pg/mL até 32ug/mL para o screening e de 1024ug/mL até 2ug/mL para a determinacdo da CIM, de
modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentracéo e na Ultima, a menor concentracéo.
Por fim, foram adicionados 10uL do in6culo das leveduras nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-
se a uma cepa flngica, especificamente. Foram feitos controles de viabilidade das cepas fungicas e do meio
liquido de cultura nas mesmas condigdes do ensaio. As placas foram seladas e incubadas a 35+2°C por 24-
48h. Define-se a CIM para os produtos usados nos ensaios bioldgicos como a menor concentracdo capaz de
inibir visualmente o crescimento fangico verificado nos orificios, quando comparado com o crescimento
controle.

Utilizou-se como critérios para determinacdo da CIM os seguintes valores: 50 a 500 pg/mL
considerados com forte/6tima atividade antimicrobiana; 600 a 1500 pg/mL possuem atividade moderada;
acima de 1500 pg/mL, atividade fraca ou produto inativo [29].

Apo6s determinacdo da CIM, aliquotas 10 pL do sobrenadante das cavidades correspondentes a
concentragdo inibitdria e as duas concentracdes imediatamente mais concentradas (CIM, CIMx2 e CIMx4)
foram subcultivadas em placas de microdilui¢do com fundo em “U”, esterilizadas, com 96 orificios (Kasvi,
Italia) contendo 100 pL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e incubadas por 24-48h a
35+2°C.
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O crescimento microbiano foi verificado visualmente com base nos controles e determinada a CFM
para cada cepa. Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela moda das CFM’s
obtidas nos trés ensaios [20].

A relacdo CFM/CIM foi calculada de forma a determinar se a substancia possui uma atividade
fungistatica (CFM/CIM > 4) ou fungicida (CFM/CIM <4) [30].

Efeito dos produtos teste isolados sobre a micromorfologia de C. parapsilosis

Para o estudo de possiveis alteragdes na micromorfologia de C. parapsilosis foi empregada a técnica
de microcultivo em Iamina em placa de Petri (cAmera Gmida) [31]. O meio de cultura agar-fuba-Tween 80
fundido foi fracionados em tubos estéreis contendo os produtos testes isolados em concentracéo
correspondente a CIM. Também foi utilizado um tubo apenas com o RPMI (Controle). Apos
homogeneizacdo, cada meio de cultura foi espalhado sobre uma lamina de vidro.

Repiques de 24 horas a 35+2°C em &gar Sabouraud dextrose de C. parapsilosis foram semeados e as
placas foram incubadas a 35 +2°C por 24 - 48h. As laminas foram analisadas por microscopia éptica, em um
aumento de 400x, para observacdo da formagdo ou ndo de estruturas caracteristicas como blastoconidios,
pseudo-hifas e clamidoconidios.

Efeito dos produtos teste isolados sobre a cinética de morte microbiana

O estudo da interferéncia do produto teste isolado sobre a curva de tempo de morte das cepas
fangicas foi realizado utilizando a metodologia de Klepser et al [32], com algumas modificagdes.

Para a realizagcdo da cinética de morte microbiana foram utilizadas duas cepas de C. parapsilosis,
uma padrdo da ATCC 22019 e outra cepa clinica (LM-82). Neste ensaio, frente as concentra¢@es inibitdrias
minimas do eugenol observando o comportamento das cepas de leveduras selecionadas ao longo de 24h.

Inicialmente, 100 pL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Sao Paulo-SP/Brasil) foram adicionados em
uma microplaca com fundo em “U” com 96 orificios utilizando 10 pL do sobrenadante das cavidades
correspondente a concentracdo inibitoria e as duas concentragcdes imediatamente mais concentradas (CIM,
CIMx2 e CIMx4) e incubadas por um periodo 24-48 horas a 35+2°C.

Em seguida o plagueamento do in6culo foi realizado em Placa Petri (Alamar Tecno Cientifica
LTDA®) contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Difco®), e uma aliquota de 10 pL do
inéculo foi retirado com uma alca bacterioldgica calibrada (INLAB Confianca, Brasil) e posteriormente
semeado de forma uniforme em formato de estrias ao longo da superficie do meio ASD, durante os intervalos
detempo O h,2h,4h,8h, 12 he 24 h. As placas inoculadas foram incubadas a 35+2°C por 48 horas.

O experimento foi realizado em triplicata. As curvas foram construidas plotando a contagem média
de colbnias (log;QUFC/mL) em funcdo do tempo (horas). Foi considerada atividade fungicida da droga
quando houve redugdo no crescimento maior ou igual a 3 logyy (= 99,9%) a partir do indculo inicial, e

atividade fungistatica quando houve reducdo no crescimento menor que 3 logyo (< 99,9%) UFC/ mL) [32].
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Anélise dos dados

Os dados da CIM, CFM e do Ensaio da Associacdo foram analisados por meio da estatistica
inferencial e descritiva. A curva de cinética de crescimento microbiana foi plotada pelo logl0UFC/mL em
funcdo do tempo e das concentracdes estudadas, sendo assim para esse experimento, a analise estatistica se
deu pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn considerando um nivel de significancia de 0.05 (p<0,05). Foi
utilizado o Softaware GrafPad (GraphPad for Windows, San Diego, CA — USA) para gerar os resultados da

presente pesquisa.

3.3 Resultados

Foi realizado o isolamento e identificagdo da espécie de Candida parapsilosis dos 20 participantes
da pesquisa (Figura 1). Das espécies encontradas, C. parapsilosis, apresentou uma frequéncia de 15,3% entre
as espécies encontradas. A figura (A) mostra as caracteristicas fenotipicas inerentes ao género Candida,
crescidas em Agar Sabouraud Dextroxe ap6s 48h em estufa, é possivel evidenciar coldnias crescidas em
forma de estrias, branco-amarelado, opacas e lobuladas. Na figura (B) foi realizou-se um repique das col6nias
da primeira placa em seguida foi feita a identificagdo em CHROMOagar-Candida resultando em coldnias

branco-rosea caracteristico da espécie de C. parapsilosis.

Fig.1: A- Crescimento das colénias em meio solido Agar
Sabouraud Dextroxe apdés 48 horas da realizagdo do
esfregaco; B- Crescimento de colonias de Candida
parapsilosis em CHROMOagar-Candida.

De acordo com o screening realizado com os quatro produtos (Tabela 1), o eugenol foi o produto
que obteve melhor resultado contra as cepas de Candida parapsilosis LM-70 e a ATCC 22019. Por outro
lado, as espécies ensaiadas mostram-se resistentes aos 6leos esséncias de diferentes lotes da Eugenia uniflora

(pitanga). Os resultados estdo expostos na tabela abaixo (Tabela 1).
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Oleos essenciais

o - Nome CIM(ug/mL) Densidade Lote
Nome Cientifico Familia | 3
popular A g g/cm
Eugenia uniflora Myrtacea Pitanga 1024 1024 0,905 0717/05209/F Quinare®
Eugenia uniflora Myrtacea Pitanga 1024 1024 1,044 5579Imv Sigma Adldrich®
Mentha piperita L. Lamiaceae Menta 64 64 0,899 5579Imv Sigma Adldrich®
Fitoconstituinte
Densidade Ponto de Massa Lote
Férmula fusdo molar
Nome molecular CIM (ug/mL) glem?
°C g/mol
A B 164,2 g/ 024
Eugenol C10H120; 2 1,06 g/cm? -7,5 mol Sigma
Adldrich®

Tabela 1. Resultados do screening dos produtos para avaliagdo da resposta antifungica.
Técnica de microdiluicdo (1024ug/mL a 32ug/mL). *Cepa ATCC 22019 **CEPA LM-70.

Logo abaixo esta representado (Tabela 2) o resultado do ensaio da microdilui¢do para as seis cepas

clinicas e a padrdo ATCC 22019. A CIM para o eugenol em 100% das cepas testadas foi de 256 pg/mL,

enquanto que para nistatina as espécies testadas ndo foram sensiveis na concentragdo de 1024 pg/mlL.

Também é possivel verificar na tabela os valores referentes as concentragdes fungicidas minimas.

Candida Eugenol (ug/mL) Nistatina Controle Controle
parapsilosis (ng/mL) das cepas™* do
RPMI meio***
CIM* | CEM CFM/ Atividade CIM** +
CIM antifungica MO
ATCC 55 256 1 Fungicida + + ;
22019
LM-1 256 256 1 Fungicida + + -
LM-2 256 256 1 Fungicida + + -
LM-7 256 256 1 Fungicida + + -
LM-70 256 256 1 Fungicida + + -
LM-225 256 256 1 Fungicida + + -
LM-302 256 256 1 Fungicida + + -
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Tabela 2: Resultados da avaliagio da CIM e CFM do eugenol e nistatina sobre C. parapsilosis

CIM"(Eugenol) 105,64 ug/mL
**: Houve crescimento na maior concetracdo analisada
: Sem crescimento de micro-organismo

Os dados da micromorfologia estdo notificados através das médias das estruturas de viruléncia
realizada através da contagem de trés campos das laminas observados sob microscopia dptica para o controle
e as concentracGes estudadas (Grafico 1 e 2). Ainda é possivel evidenciar as estruturas na auséncia e presenga

do eugenol (Figura2 - A, B, C, D).
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Fig. 2: Micromorfologia em microscopia Optica (aumento 400X) na auséncia (controle) e presenca do
eugenol. (A) C.parapsilosis ATCC22019 na auséncia do produto, demonstrando estruturas como
blastoconideos e pseudo-hifas. (B) C.parapsilosis ATCC 22019 na presenca do fitoconstituinte, observa-se
poucas leveduras e pseudo-hifas. (C) C. parapsilosis LM-70 na auséncia do eugenol exibindo grande
guantidade de estruturas celulares, blastoconideos e pseudo-hifas. (D) C.parapsilosis LM-70 sob a¢do da
CIM do eugenol, poucas estruturas celulares.

Os gréficos da Figura 3 mostram o log;QUFC/mL em fungdo do tempo de exposicdo a presenga do
eugenol para a C.parapsilosis ATCC 22019, C.parapsilosis LM-70 e o grupo controle (CIM, CIMx2 e
CIMx4). Para a cepa padrdo sob efeito do eugenol houve uma reducdo do crescimento para a concentracdo de
CIM e CIMX2 quatro horas depois do inicio do ensaio. A cepa clinica exposta ao produto apresentou reducao
do crescimento no tempo de duas horas apds o inicio do experimento na CIM e na CIMx2. A partir do tempo

referente a 4 horas nenhum crescimento flngico foi evidenciado.
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Figura 3: Curva de tempo-morte microbiana para o efeito antifingico do Eugenol (A) Cepa ATCC
22019 (B) a cepa clinica LM-70; nas concentra¢des CIM, CIMX2, CIMX4 nos tempos 0, 2, 4, 8, 12,
24h.
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3.4 Discussao

A incidéncia de infec¢des flingicas causadas por C. parapsilosis tem aumentado exponencialmente
[4,10]. Na Europa tém ocorrido uma despolarizacdo nos indices epidemioldgicos das doencas flingicas
invasivas com aumento significativo de infeccdes causadas por espécies ndo-albicans, destacando-se C.
parapsilosis [33].

No Brasil sdo escassos para estudos com espécies ndo-albicans, especialmente C. parapsilosis. A
frequéncia de C. parapsilosis foi expressa em um estudo multicéntrico entre o periodo de 2003 e 2004 em 11
hospitais de nove cidades brasileiras constatando-se que C. parapsilosis representou a terceira espécie
predominante [34].

Na cavidade bucal é possivel verificar uma larga colonizacdo por espécies albicans e ndo-albicans.
Nesta pesquisa diagnosticou-se uma prevaléncia de 15,3% para Candida parapsilosis, caracterizando a
espécie como sendo a terceira mais predominante nos isolados bucais dos individuos participantes. Essa
frequéncia pode ser justificada pelos mecanismos de quérum sensing expressado pela espécie mediante as
outras comunidades microbianas, tal mecanismo permite que os micro-organismos estabelecam relacdes,
monitore sua densidade populacional e principalmente regulem a expressdo génica, controlando a formacéo
de biofilmes e vias de sinalizacdo de fatores de viruléncia. Esses dados convergem para o estudo de
Mohiddin et al., [35] o qual avaliou a prevaléncia de espécies albicans e ndo-albicans em uma amostra
composta por 50 criangas portadoras de Sindrome de Down e mais 50 criangas que constituiram o grupo
controle, os resultados apresentados demonstrou que a Candida parapsilosis figurou como sendo a terceira
espécie encontrada em ambos os grupos. Sharma e colaboradores [1] apontam em seus estudos que a C.
parapsilosis foi o tipo de levedura mais encontrada em individuos diabéticos tipo 1. Esses dados comprovam
a presenca dessa espécie na populagdo microbiana bucal, emergindo como um patégeno importante no
desencadeamento das micoses bucais.

Entre os produtos analisados, o eugenol foi o que obteve melhor atividade antiflingica na triagem
dos produtos. Por outro lado, 100% das cepas ensaiadas mostram-se resistentes a Eugenia uniflora.
Resultados semelhantes foram encontrados por Castro e Lima [36] em que 66,7% das cepas de Candida
albicans (n=5) e Candida tropicalis (n=7) analisadas, apresentou resisténcia aos 6leos essenciais de E.
uniflora, C. reticulata, M. chamomilla, e Z. officinale. O efeito positivo do eugenol na inibi¢do das cepas
analisadas pode ser justificado pela reacdo quimica que ocorre entre hidroxila (OH) presente no
fitoconstituinte e os componentes da membrana celular fungica, ocorrendo o colapso celular resultando na
morte das leveduras [37].

Para o teste de microdiluicdo a atividade antifingica do eugenol ficou em 256 pg/mL. Resultados
semelhantes foram descritos por Paula et al., [38] que obteve uma inibigdo de 90% para a concentracdo 375
pg/mL para cepas de C. albicans e C. tropicalis isoladas da cavidade bucal de pacientes soro positivos. Em
contrapartida Fontanella et al., [39], determinou uma CIM de 620 ug/mL para o eugenol sob cepas de C.
parapsilosis isoladas de cédes, o que pode sugerir uma maior resisténcia das cepas isoladas desses animais
quando comparado com as da cavidade bucal desse estudo.
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A CFM coincidiu com a CIM em todas as cepas ensaiadas. De acordo com 0s parametros
estabelecidos por Saddiq e Khayyat [30] a substancia possui uma atividade fungistatica quando a relagao
CFM/CIM > 4 e fungicida quando CFM/CIM <4. Ja a metodologia de Hafidh et al. [40] considera essa
relacdo 1:1 e 2:1 o produto é considerado fungicida e fungistatico com a razdo maior que 2:1. Adotando essas
metodologias, o eugenol demonstrou ter atividade fungicida. Em contrapartida, nos estudos de Marcos Arias
et al. [41] evidenciou-se resisténcia das cepas de C. parapsilosis frente ao eugenol, ja para C. albicans,
tropicalis e glabrata foi encontrada valores de CFMs semelhantes ao da CIM (50ug/mL), esses achados
comprovam um perfil de menor sensibilidade de C. parapsilosis perante a substancias antiflngicas.

O estudo das estruturas de viruléncia através do ensaio da micromorfologia demonstrou uma
diminuicdo nos fatores analisados (pseudo-hifas e blastoconideos) (Gréfico 1 e 2) demonstrando uma
dependéncia da concentracdo do fitoconstituinte para inibir o crescimento das estruturas (Figuras 2 A,B,C,D).
Os fatores de viruléncia tem a capacidade produzir a doenga, tornando o fungo mais virulento durante o
processo infeccioso [42]. Uma possivel explicagdo do mecanismo de acéo do eugenol sob esses fatores, é que
supostamente a molécula pode agir inibindo a via de sinalizacdo MAP-K (Mitogen-Actived Protein - Kinase)
responsavel por ativar o gene Cphl que proporciona a fase filamentosa como também do CLA4, fator
responsavel pela formacéo de tubo germinativo de hifas. Sugere-se entdo, que os futuros estudos concentrem
na elucidagdo do mecanismo de agdo do eugenol sobre a via MAP-K com intuito de esclarecer e consolidar o
mecanismo de ac¢éo do eugenol sobre a inibi¢éo dos fatores de viruléncia.

No ensaio da cinética, duas cepas de Candida parapsilosis (ATCC 22019, LM-70) foram
submetidas ao teste de cinética de morte microbiana. Esse experimento realiza uma contagem do nimero das
unidades formadoras de colénias por mL (CFU/mL), verificando se o produto testado tem ac&o fungicida ou
fungistatica, além de analisar a interagdo entre o produto e o micro-organismo, a fim de caracterizar uma
relacdo dindmica entre a concentracdo e a atividade ao longo dos tempos avaliados. Analisando os dados
expressos na Figura 2-A, para a cepa 22019 observou uma diminuicdo de 3 log,WFC/mL para as
concentragdes de CIM. CIMX2 nas primeiras quatro horas do teste de oito horas em diante ndo foi observado
crescimento flingico, ja para a cepa clinica LM-70 em quatro horas o produto ja tinha matado 99,9% das
células viaveis. Em ambas as curvas de morte microbiana o produto teve acdo fungicida de acordo com
critérios preconizados por Klesper et al. [32].

Nas condicBes deste experimento observou-se um perfil de resisténcia da nistatina em relacdo as
cepas ensaiadas, ndo sendo possivel determinar CIM para o antifingico, supondo-se que a concentragdo para
sensibilidade destas cepas seja superior a 1024 pg/mL. Corroborando com esse estudo Freire et al [43], relata
em seus estudos um quadro de resisténcia a nistatina frente a Candida albicans isoladas da cavidade bucal de
individuos usuarios de prétese. Tal fato pode ser explicado pela facilidade ao acesso dos antiflingicos
disponiveis e 0 uso desordenado pela populacdo, somado a isto, as pesquisas farmacéuticas para o
desenvolvimento de farmacos sdo mais voltados para drogas antibacterianas quando comparado aos
antiflngicos, tornando o arsenal de drogas antiflingicas mais limitadas quando comparado aos antibacterianos
[44]. Dessa forma, torna-se imperante a utilizagdo de forma cautelosa das drogas antiflngicas disponiveis no
mercado, como também os dados desta pesquisa ratifica a importancia de desenvolvimento de novas terapias

complementares para o tratamento das infec¢des orais flingicas.
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3.5 Conclusodes

Os resultados permitem concluir que C. parapsilosis constitui uma espécie prevalente nos isolados

bucais dos individuos da amostra estudada, podendo ser caracterizado como um fungo emergente no

desenvolvimento da candidiase oral. O eugenol atingiu um efeito fungicida sobre as cepas testadas,

interferindo no processo no processo de formacdo das estruturas de viruléncia e tendo um efeito inibitdrio

sobre as células viaveis na curva de morte microbiana. As perspectivas para 0s préximos estudos

concentram-se em testes in vitro sobre estruturas alvos especificas do fitoconstituinte na célula fungica,

citotoxicidade bem como em modelos animais.
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4. CONSIDERACOES GERAIS

O género Candida pode desencadear infec¢cdes fungicas em diversas
regies do corpo humano, como por exemplo, a cavidade oral. A candidiase oral
apresenta maior prevaléncia de espécies albicans, todavia espécies ndo-albicans
tém mostrado coparticipacdo significativa no desenrolar da patologia,
especialmente em estados mais avancados ou em quadros de resisténcia dessas
espécies as terapias licenciadas, o que dificulta o tratamento, gerando um quadro
de risco para o individuo consequentemente tornando um problema de saude
publica.

Este estudo teve como objetivo isolar, identificar leveduras do género
Candida da cavidade bucal de individuos saudaveis sistematicamente e avaliar o
perfil antifingico in vitro do fitoconstituinte eugenol presente em diversas plantas
gue sdao utilizadas pela populacéo.

A amostra da pesquisa consistiu em 20 individuos (n=20), com idade média
de 50,6 anos e maior prevaléncia para o sexo feminino. A frequéncia de espécies
nado-albicans concentrou-se em uma porcentagem de 48,7%, sendo as espécies
de Candida tropicalis e Candida parapsilosis as espécies mais encontradas apos
Candida albicans.

Segundo Mimica et al (2009), pesquisas na América do Norte e Europa
apontam C. glabrata como sendo a espécie ndo-albicans mais prevalente
envolvidas em infec¢des; no Brasil, C . tropicalis tem ocupado essa colocagéo.

No Canada foi realizado um estudo durante um periodo de cinco anos, o
qual revelou que C. parapsilosis € a terceira espécie mais prevalente em
candidemias invasivas.

No Brasil, sdo raros os estudos com espécies ndo-albicans, em especial
com C. parapsilosis, sendo os dados nacionais escassos quando se tratando da
referida espécie, os estudos sdo do tipo observacional e com numero limitado a
hospitais e revisdes retrospectivas. A frequéncia de C. parapsilosis foi expressa
em um estudo multicéntrico entre o periodo de 2003 e 2004 em 11 hospitais de
nove cidades brasileiras constatando-se que C. parapsilosis representou a

terceira espécie predominante.
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Diante de todos os achados da literatura e do presente estudo, o eugenol
tem mostrado um potencial promissor para o desenvolvimento de novos produtos
a base de produtos naturais.

Esta investigacdo representa um estudo da atividade antifangica do
fitoconstituinte eugenol frente as espécies de Candida nao-albicans, incluindo
algumas resistentes a antifingicos sintéticos, isoladas de usuarios da cavidade
bucal de individuos saudaveis.

Como todo estudo cientifico, a presente pesquisa, apresenta limitacdes
como o numero reduzido leveduras isoladas para tracar o perfil epidemiolégico da
presenca de Candida albicans e ndo-albicans nos individuos analisados, sendo a
demanda baixa pelo atendimento justificada por caracteristicas inerentes a fatores
culturais da comunidade. Ainda, trata-se de um estudo inicial, in vitro, porém com
cepas clinicas.

No entanto, os resultados norteiam para futuros estudos que envolvam a
avaliacdo da citotoxicidade, atividade antibiofiime, ensaios in vitro mais
especificos, como por exemplo, em estruturas alvo da célula fangica e perfil
mutagénico, associacao do eugenol com outros antifungicos sintéticos licenciados

e em modelos animais.
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5. CONCLUSAO

e As espécies de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis
foram as mais prevalentes no isolamento e identificacao respectivamente;

e O eugenol apresentou maior atividade antifingica dentre as substancias
analisadas;

e A CIM para o eugenol em 90% das cepas de C. tropicalis analisadas foi de
64 pg/ mL e de 256 pg/ mL para C. parapsilosis em 100% das espécies
ensaiadas;

e A substancia teste revelou efeito fungicida sobre as cepas testadas;

e O estudo de associacdo do eugenol com antifungico padrdo licenciado
(nistatina) mostrou-se uma atividade antagonica, revelando uma valor de ICIF
de 8 (oito) para a cepa ATCC 13803 e 6 (seis) para a cepa clinica LM-34;

e O eugenol interferiu no processo de formacéo de estruturas de viruléncia
importantes no desenvolvimento do processo infeccioso;

e A cinética de morte microbiana revelou um efeito fungicida do eugenol nas
trés concentracbes estudadas no tempo de 24 horas em ambas as espécies

testadas.
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ANEXO 2 — INSTRUCOES AOS AUTORES PARA SUBMISSAO NO
PERIODICO JOURNAL OF APPLIED ORAL SCIENCE

INSTRUG@ES A0S AUTORES
Escopo e politica
Forma e preparacio de manuscritos

Envio de manuscritos

155N 1678-7757 versSo impressa
ISSN 1678-7765 versdo online

215

1 ESCOPD

0 peritdico Journal of Applied Oral Science tem como missdo a divulgagdn dos avangos cientificos e tecnolégicos canquistados pelas comunidades
odontolégica e fanoaudiolégica, respeitanda os indicadares de qualidade, a fim de que seja assegurada a sua aceitabilidade junta & comunidade de pesquisadores
da drea em nivel local, regional, nacional e internacional, Tem como obietive principal publicar resultados de pesquisas ariginais no campa das ciéncias orais,
com énfase em Odontologia, Fanoaudiolagia e dreas correlatas.

fs submissées de relatos de casos (incluindn séries de asos e pratocolos dinicos) ndo s&n mais acsitos pelo Journal of Applied Oral Science & os manuscritas de
revisdo (incluindo revisées sistematicas) sé podem ser submetidos a convite do editor.

Este periadico adota a licenga Creative Commons CC-BT:

“Esta licenga permite que outros distribuam, remixem, adaptem e criem a partir do seu trabalho, mesma para fins comerciais, desde que Ihe atribuam o devido
crédit pela criagdo original. € a licenga rais flexivel de todas as licengas disponiveis. E recomendada para maximizar a disseminag8o e uso dos materiais
licenciados.”

1.1 Custo de publicacdo

N&o hd cobranga aos autores para submissdo de manuscritos & nem mesmo para processamento dos artigos (APC),

2 DAS NORMAS GERAIS
2.1 Os trabalhos enviados para publicagdo devern ser inéditos, ndo sendo permitida a sua submissdo simultdnea em outro periddico, seja este de
dmbito nacional ou internacional, © Journal of Applied Oral Science reserva todo o direito autoral dos trabalhos publicados, inclusive tradugdo,

permitinda, entretanta, a sua posterior reprodugio coma transorigda com devida citago de fonte.

2.2 50 serdo recebidos para publicagdo, trabalhos redigidos em ingl&s, ficando o conteddo dos textos, das citagiies e das referéncias sob inteira
responsabilidade dos autores.,

2.3 0 Journal of Applied Oral Science tern o direito de submeter todos os manuscritos ao Corpo Editorial, o qual estd completamente autorizado a
determinar a conveniéncia de sua aceitagdo, ou devolvé-los sos autores com sugestles e modificaglies no texto e/ou para adaptagdo 4s regras
editariais da revista. Neste caso, o manuscrito serd reavaliado pelo Editor-Chefe & Corpo Editorial.

2.4 Os conceitos afirmados nos trabalhos publicados s30 de inteira responsabilidade dos autores, ndo refletindo obrigatoriamente a opinido do Editor-
Chefe ou Carpo Editorial,

2.5 As datas do recebimento do original & da aceitagdo do artigo constardo quando da publicagda.

2.6 © Journal Applied Oral Science & publicado exclusivamente em formato eletrénico.

3 CRITERIDS DE ARBITRAGEM

3.1 Pré-Andlise: 0s manuscritos serdo aos Editores ~Chefes para ap g0 quanto & 50 a0 escopo da revista, Caso o
manuscrito ndo esteja dentro dos pardmetros esperados serdo rejeitados e devolvidos aos autores,

3.2 Revisko téonica; s trabalhos ser svalisdos quanto a0 cumprimerta das normas de exigidas na
S0s autores para a5 devidas sdoquagies anies mesma de sarem Sobmesdos

4 avaliagdo pelos Editores Assucledus & revisores,

3.3 andlise de mérito & contelida: o5 artigos aprovados pelos Editores Associados serfio avaliados quants ao mérits e método dentifico par no minimo
dois relatores ad hoc de unidades distintas & de origem do trabalho, além do Editor-Chefe.

3.3.1 Como parte do processo de avaliagdo, todos os manuseritos serdo submetidos & andlise feita por um software de plagio.
332 0 Editor-Chefe deridirs sobre a aceitagd do manuscrita, Quando necesséria revis3o do original, o manuscrito sars devolvid a0 autor
correspondents para modificagdo. Uma verssa revisada com as alteragdes efetuadas deverd ser re-submetida pelos autores e serd reavaliada pelo
Editor-Chefe, Editores Associados e revisores conforme a necessidade.

3.4 Aps aprovagdo quanta ao mérito cientffico, 0s trabalhos serdo submetidos & reviso final da lingua inglesa, feita por profissional autdnomo indicado pela
vevista. Nos casos de inadequacdn os trabalhos serds encaminhados para o5 autores para revisio.

3.5 Tanto os avaliadores quante os autores, durante todo o processo de tramitacio dos artigos, ndo sio identificados pela outra parte.

3.6 Os conceitos emitidos nos trabalhos publicados serfo de responsabilidade exclusiva dos autores, ndo refletindo obrigatoriaments a opinido do Editor-Chefe ou
Carpo Editorial.

4 DA EDRREBf\D DAS PROYAS TIPOGRAFICAS
4.1 & prova tipagrafica serd enviada ao autor correspandente par meio de correio eletrénico em farmato POF para aprovasds final
4.2 0 autor dispord de um prazo de 43 horas para corregdo e devolugdn do original devidamente revisado, se necessdria.

4.3 Apenas pequenas modificasies, corresBes de ortografia & verificasBo das ilustragies serfo aceitas. ModificasBes extensas implicardo na
reapreciaci pelos assessores e atraso na publicacdo do trabalho.

44 Se ndo houver retorno da prova em 48 horas, o Editor-Chefe considerard coma final a versdo sem alteragies.

4.5 A inclusdo de noves autores ndo é permitida nesta fase do processo de publicagdo,

4.6 E de inteira dos autores o devida uso de seus nomes cientificas no manuscrito,

de manuscritos
1 APRESENTACAQ DO MANUSCRITO
1.1 Estrutura do manuscrito

1.1.1 Pagina de rosto devera ser submetida como arguive suplementar devera conter apenas:
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1 APRESENTACAO DO MANUSCRITO
1.1 Estrutura do manuscrito
1.1.1 Pagina de rosto deverd ser submetida como arquive suplementar deverd conter apenas;

- 0 titulo do manuscrit em inglés.
« 03 nomes dos autores na ordem direta sequido da sua afiliago institucional. Para autores brasileiros as afiliagBes devern vir em portugués, em
espanhol pars latino-smericanos = em inglés para a5 demais nacionalidades.

Enderega completo do autor correspondente, a quem todas as devem ser en , incluindo telefone e enderegn de &-
mail.

1.1.2 Texto

» O artige deverd ser previsments fraduzide ou revisade por empresa ou profissional autdnome que sssequrem & qualidade do texto. Auteres que
tenham  lingua inglesa como nativa deverdo ap na qual se pela redagdo.

« Titulo do trabalha em inglés;

Resumo estruturado em pardgrafo Gnico: devera incluir o maxima de 300 palavras, ressaftando-se no texto uma pequena introdugdn, objetivo,

material & métadas, resultados e conclus

Palavrac-chavs: (cerrespondam i palasras o expressdes que identificam o conteda do artiga). Para determinasio das palavras-chave oz

autores deverdo consultar a lista de assuntos do MeSh e os Deseritares em Cigncias da Saide - DeCS. Deve-se usar ponto final para separar as

palavras-chave, que devem ter a primeira letra da primeira palavra em letra maidscula, Ex: Dental implants, Fixed prosthesis, Photoelasticity,

Passive fit.
= Introducda: resumo do raciocinio e a proposta do estuds, citando somente referéncias pertinentes, Estabelecer o hipétese do trabalha
+ Material & Métodos: o material & 0s métados sdo apl com detalhes para permitir a das . Incluir

Cidade, sitado o pais 4e tados s fabricantes dspais da primera mencha o produtos, readehtes o caupamantos. Mtodas publicados devem

ser referenciados e discutidos brevemente, exceto se madificagdes tenham sido feftas. Indicar os métodes estatisticos tilizadas, se aplicavel,

Consultar o item 3 para principios £ticos e registro de ensaios clinicos

Resultados: eDresenta o5 resultados em uma sequencia | Idgica no texto, comn tabelas e ilustragies, Ndo repetir no texto todos os dados das

tabelas & somente as . Utilizar o minimo de tabelas e ilustragBes possivel.

Discussdo; enfatizar of aspectos novos e importantes do astudo & 35 conclusdes resultantes, o repetir em detalhes dados ou informaghes

citadas na introdugdo ou resultados, Relatar observagdes de outros estudos relsvantes e apontar as implicagBes de seus achados & suas

limitagges

Conclusgoldes): (quando houver).

« Agradecimentos (quando houver) - agradeca a pessoas que tenham contribuida de maneira significativa para o estudo. Especifique auxilios
financeiros citando o nome da erganizagde de apoio de fomento ¢ o nimero do processo.

+ Referéncias (ver item 2.3)

2 NORMALIZACAD TECNICA

© manuscrits deve ser digitada com: espacejaments de 1,5, fonte Arial, tamanho 11, 3 em de margem de cada um dos lados, papel A4, perfazendo um total de,
no méxima, 15 paginas, induindo ilustragdes (graficos, fotografias, tabelas eto).

2.1 Ilustracdes e Tabelas
2.1.1 As ilustrag@es (fotografias, graficos, desenhos, quadros etc.), serfo consideradas no texto com figuras, sendo limitadas ao minimo

indispensaveis e dever ser em arquivos sep. , consecutivaments em algarismos ardbicos segunds a ordem
em que aparecem no texto,

2.1.2 As ilustracfies deverSo ser encaminhadas e formato iff, ou Jioo. com no minirmo 300 doi de resolucdo e 10 cm de laraura, Esses

2.1.3 As tabelas deverdo ser logicamente organizadas, numeradas consscutivamente sm algarismos arabicos. A lsgenda serd colocada na
parte superior das mesmas, As tabelas deverdo ser abertas nas lsterais direita e ssquerda, As tabelas deverdo ser enviadas em formato
xls.

214 As legendas carrespandentes deverdo ser claras, concisas & localizadas a0 final do trabalho em forma de lista separada & precedidas
da numerago carrespandents.

2.1.5 As notas de rodapé de ilustragdes e tabelas serdo indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispensavel,
2.7 Citacdo de autores
A citacdo dos autores no texto poderd ser feita de duas maneiras:

and interfere with the bacterial system and tissus system’ >* 719, As referéncias devem ser citadas em ordem

1) Somente numérica
crescents no paragrafo.
2) ou alfanumeérica:

« Um autor: Gatewood3?! (2012)

+ Dois autores: Cotti and Mercural® (2016)

Trés autores: Azar, Safi, Nikaein27 (2012)

rais que trés autores: Gealh, et 2,28 (2014)

« Caracteres de pontuacdo tal como pontos & virgulas devem ser colocados depois da citagdo numérica dos autores, Ex: Ferreira
(2015},

38

2.3 Referéncias

As Referéncias dever§o obedecer aos requisitos "Uniform requirements for manuscripts submitted to Biomedical Journals - Wancouver”, para a
subrmissdo de manuscritos a revistas biomédicas - disponivel no seguinte endereco eletrénico:

hittp: Im.nib.gov/bsdfuniform requirs ts.htrl

2.3.1 Toda refergncia deverd ser citada no texto, Elas devem ser ordenadas de acorda com sua apresentacio no texto & numeradas
sequencialments em ordem crescente, As abreviaturas dos titulos dos periddicos internacionais citados deverdo estar de acordo com o
padrio MEDLINE
2.3.2 N¥0 incluir comunicagBies pessoais & materiais bibliograficos sem dats de publicag§o na lista de referéncias.
2.3.3 Teses, dissertagdes, monografias e resumos ndo serdo aceitos como referéncias.
2.3.4 Listar a5 nomes dos 6 primeiros autores do trabalho; excedendo este nimera, 0 & primeiros autores do trabalhe devem ser citados,
seguidos pels expresso ", et 51", que deve ser sequida por ponto & ndo escrita em itslico, Ex: Cintra LT, Samuel RO, Azuma MM, Ribeiro
CP, Narciso LG, Lima wM, et al,
2.3.5 N30 ultrapassar a citagdo de 40 referéncias.

Exemplos de refergncias:
Livro

Presdy YR, organizator. Fluorine: chemistry, analysis, function and sffects, London: Royal Society of Chemistry; 2015,



Capitulo de Livre

Buzalsf CP, Leite AL, Buzalsf MA, Fluoride metabolism, In: Preedy ¥R, organizater, Flusrine: chemistry, analysis, function and
effects. London: Royal Society of Chemistry; 2018, p, 54-72

Artigo de periddico
Gorduysus M, Nagas E, Torun OY, Gorduysus O. 4 comparisan of three rotary systems and hand instrumentation technique for
the elimination of Enterococcus fascalis from the root canal. Aust Endod J, 2011;37(3):128-33,

Artigo de periddico exclusivamente na Internet (com identificador eletrénico)

Rudolph H, Ostertag S, Ostertag M, Walter MH, Luthardt RG, Kuhn K. Reliability of light microscopy and 2 computer-assisted
replica measurement technique for evaluating the fit of dental copings, 1 Appl Oral Sei [Internet], 2018[cited 2017 Dec
12];26:20160590. Available fram: http://dx.doi.org/10.1590/1676-7757-2016-0590

Artigo de periédico com DOI

Wagner F, Strasz M, Traxler H, Schicho K, Ssemann R, Evalustion of an experimental oblique plate for osteosynthesis of
mand\bu\ar cnr\dv\a fractures. Oral Surg Ora\ Med Oral Pathol Oral Radiol. 2017;124(6):537-41. doi: 10.1016/].0000.2017.09.004

Artigo de periddico Epub ahead of print/In press/Forthcoming

Wair R, Chiu SE, Chua YK, Dhillon IK, Li J, Yee RT. Should short-term use of alcohal containing mouthrinse be avoided for fear of
worsening xerostomia? J Oral Rehabil, Forthcoming 2017, dois 10.1111/j00r 12587

Artigos com mais de 6 autores:

Citam-se at# os 6 primeiros seguidos da expressdo " et al.”

Grubbs ¥, Plantinga L, Crews DC, Bibbins-Domingo K, Saran R, Heung M, et al and the

between periodontal and chronic kidney disease. Clin 1'am Soc Nephrol. 2011;

¥olume com suplemente efou Nimero Especial
Davisdsan CL. Advances in glass-isnamer cements. 1 Appl Oral Sei. 2006;14(sp. Issue):3-9
A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autares,
3 PRINCIPIOS ETICOS E REGISTROS DE ENSAIOS CLINICOS

3.1 Procedimentos experimentais em animais e humanas. O periédico Journal of Applied Oral Science endossa os principios incorporados na
Dedlaragdo ds Helsinki & insiste que todas as pesquisas que envalvam seres humanos publicadas nesta Revista, sejam conduzidas em conformidade
com esses principios & com outros similares dispostos nos respectivos Comités de Etica em Pesquisa das respectivas instituicies de origem dos
autores. Mo caso de experimentos com animais, estes devem seguir os mesmos principios de ética envolvidos, Em experimentas que envolvam
procedimentos cirirgicos em animais, os autores devemn descrever na segdo de Material & Métodos evidéncias de que a dosagem anestésica produziu
efeito adequads = por temps necessario pars 2 conduso do sto cirdrgico, Todos os experimentos com humanos ou animsis devem vir scompanhados
de descrigdo, na segdo de Material & Meétodos, de que o estudo foi aprovado pelos respectivos Grados que gerenciam a Etica em Pesquisa nas suas
instituictes de origem.

3.1.1 Artiags aoresentando estudos experimentais em humanos ou animais deveréo obrigatoriamente vir acompanhados de

3 PRINCIPIDS ETICOS E REGISTROS DE ENSAIDS CLINICOS

3.1 Procedimentos experimentais em animais e humanos. O periddica Journal of Applied Oral Science endossa os principios incorporadas na
Declaragio de Helsinki = insiste que todas as pesquisas que envolvam seres humanos publicadas nesta Revista, sejam conduzidas em conformidade
com esses principios & cam outros similares dispostos nos respectivas Comités de Etica sm Pesquisa das respectivas instituigies de arigem dos
sutores, No caso de experimentos com animais, estes devern seguir os mesmos principios de ética envolvidos, Em experimentos que envolvam
procadimentos cirdrgicas em animais, 0s autores devem descrever na segdo de Material & Meétados evidéncias de que a dosagem anestésica produziu
efeita adequado e por tempo necessario para 8 condugdo do ata cirdrgico. Todos o3 experimentos com humanas ou animais devem vir acompanhados
de descrigdo, na sepdo de Material e Métodos, de que o estudo foi aprovado pelos respectivos 6rgios que gerenciam a Etica em Pesquisa nas suas
instituigdes de origem.

3.1.1 Artigos ap do estudos i h ou animais deverdo obrigatoriamente vir acompanhados de
documento comprobatdrio da aprovagdo pelu Carmits da Etioa,

3.1.2 Artigos apresentando estudos emn animais deverdo obrigatoriamente vir acompanhados de Checklist ARRIVE devidamente
preenchido. O documento estd disponivel no link a seguir:

https://rena o ietyimages/| I IVECheeklist.d

3.1.3 Relatdrios emitidos em lingua que ndo inglés, espanhol & portugués devem ser traduzidos para o inglés.
3.2 Registros de Ensaios Clinicos

© periodice Journal of Applied Oral Science apéia as politicas para registro de ensaios dinicos da Organizagio Mundial da Sadde (OMS) = do Comits
Internacional de Editores de Revistas Médinas (ICMIE), reconhecsnda a importéncia dessas iniciativas para o registra e divulgagia internacional sobre
estudos clinicos com acesso aberto. Sendo assim, somente serdo aceitos para publicagdo o5 artigos de pesquisas clinicas que tenham o registra, em

uma das plataformas de ensaios clinicos, validadas pelos oritérios estabsleridos pela OMS e pela [GMIE. & OMS define Ensaia Clinieo como "qualquer

estudo de pesquisa qu designa particip. humanos ou grupos de humanos para ums ou mais intervensdes relacionadas & saide
para avaliar o1 ehaites = ot resultadas do saude, Intervengdes incluem, mas néo se restringsm & drogas, células = outros produtes biolégicos,
cirdrgioas, p o , tratamentos comp , mudangas no processo de cuidado, cuidado

Preventivo etc."

3.2.1 Os artiges que envolvam ensaios clinicos (clinical trials) em voluntarios humanos deverdo ser enviados acompanhados de dois
L}

checklist do CONSORT 2010 (http://www consart-statement orgs)

comprovante de nimero de registr da pesquisa em base que stenda 43 exigéncias da Organizagia Mundial de Saide (OMS) e do Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMIE).

Sugesties para autores b ros: http:/fwww qov.br,

« Sugestin para autores brasilsiros ou de outras it ttrolled-trials.com/ {ISRCTN) ou httpi//prsinfo.clinicaltrials.gov/).

3.3 O Editor-Chefe & o Conselho Editorial se reservam o direito de recusar artigos que ndo demonstrem svidéncia clara de que esses principios foram
sequidos ou cujos métados empregadas forem considerados inapropriados para o uso de humanos ou animais.

4 DUTRAS QUESTOES SERAD RESOLYIDAS PELO EDITOR-CHEFE E CONSELHO EDITORIAL

« SUQESTOEs Para aUTOres Drasiielros: Mgy WnW ens s 0sCIncos. gov.or
* Sugestdo para autores brasileiros ou de outras nacionalidades: http:Afwwe controlled-trials .com/ (ISRCTM) ou bt

piffprsinfo.clinicaltrials .govs).

3.3 0 Editor-Chefe & o Conselho Editorial se reservarn o direito de recusar artigos que ndo demonstremn evidéncia clara de que esses principios foram
seguidos ou cujos métodos empregados forem consideradaos inapropriadas para o uso de humanos ou animais.

4 DUTRAS QUESTOES SERAD RESOLYIDAS PELO EDITOR-CHEFE E CONSELHO EDITORIAL

1 SUBMISSAD DO TRABALHO

1.1 Os manuscritos deverdo ser submetidos por meio do endereco: bitps:/‘meld manuscripteentral.com/jaos-scielg

1.2 O arquiva original contenda o manuscrito deve ser submetido sem 3 identificag8o dos autares e afiliagées. A folha de rosto deverd ser submetida
como arquivo suplementar {(Title page) contendo o nome dos autores, afiliagies & enderego para correspondéncia,

1.3 s figuras devern ser submetidas como arquivos suplementares de acordo com as especificagfes do item 2.1 sobre forma e preparagio dos
rnanuscritos.

1.4 As tabelas devem ser preparadas em formato Excel e devem ser submetidas como arguivos suplementares,

1.5 Documentas comprobatérios de registro de ensaios clinicos & de aprovaco de relatdrios por Comité de Etica deverdo ser submetidos coma
arquivos suplementares obrigatarios.

1.6 0 comprovante de reviso da lingua inglesa (termo de responsabilidade assinado ou comprovante emitido por empresa) deverd ser submetido
corma arquiva suplementar obrigatdrio.

1.7 O formuldrio de submissdo, assinado por TODOS os autores, deve ser submetido como arguivo suplementar,

1.8 © Journal Applied Oral Science recomenda a inclusdo do ndmero de registro ORCID dos autores para submiss&o dos manuscritos, Todos os
autores devern associar o ndmero de registro no ORCID ao seu perfil no Scholarone.
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ANEXO 3 — INSTRUGCOES AOS AUTORES PARA SUBMISSAO NO
PERIODICO MYCOPATHOLOGIA

Instructions for Authors

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before;
thatitis notunder consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly
— atthe institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

Penmssions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and fo include evidence that such permission has been granted when

submitting their papers . Any material received without such evidence will be assumed to
originate from the authors.

Online Subnussion

Please follow the hyperink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files
following the insfructions given on the screen.

TITLE PAGE

hittp:/fwwaw spring er.comlife+sciences/microbiolog wjournal/110462print_view=truefdetailsPage=plici_1800358 116

Title Page
The title page should include:

& The name(s) of the author(s)

& Aconcise and informative tite

= The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

= The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author
- Ifavailable, the 16-digit ORCID of the author(s)

Abstract

Please provide an absiract of 150 to 250 words. The absiract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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APENDICE 1- CARTA DE ANUENCIA

APENDICE 1 - CARTA DE ANUENCIA

Titulo do Projeto: "PR! AUDEARTE: Troca de saberes e difusdo da cidadania”.
Pesquisadora Responsavel: Prof®. Dr". Edeltrudes de Oliveira Lima.

CARTA DE ANUENCIA

Pelo presente instrumento,
da comunidade manifesta sua
anuéncia em participar da realizaca projeto PROJETO SAUDEARTE: Troca de saberes e
difusd@o da cidadania, o qual sera parte integrante da dissertagdo do mestrado em Odontologia pela
Universidade Federal da Paraiba dos mestrandos Julliana Cariry Palhano e José Klinderberg de
Oliveira Junior. Esse trabatho tem como objetivo: propor, aplicar e conhecer a influéncia da arte no
padrao de educagédo-salde e qualidade de vida de individuos pertinentes as comunidades com e sem
atividade cultural do municipio de Jo&o Pessoa-PB e/ou de outros, fomentando o desenvolvimento de
atividades educativas e trocas de saberes entre profissionais liberais, estudantes da érea de salde
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e os integrantes das comunidades. Além de isolar,
identificar leveduras do género Candida da cavidade bucal de individuos das comunidades incluidas
nesse projeto e avaliar a atividade antifingica in vitro de produtos naturais sobre as cepas clinicas
isoladas.

A referida pesquisa tem como pesquisadora responsével a Prof'. Dr*. Edeltrudes de Oliveira
Lima. Telefone: (83) 98787-3357 e e-mail: edelolima@yahoo.com.br.

Os dados coletados e registrados ficaréo & disposicio das Instituicées e responsaveis pela
pesquisa, sempre respeitando o caréter confidencial das informagdes registradas e o sigilo de
identificag&o dos participantes. Os dados serdo arquivados pelos pesquisadores e, serdo desativados
ap6s o periodo de cinco (5) anos.

Eu declaro ter pleno conhecimento da pesquisa e a aceitagdo esta
condicionada ao cumprimento dos pesquisadores aos requisitos da Resolugao
466/2012 CNS/MS e suas complementares, comprometendo-se a utilizar os dados e
materiais coletados exclusivamente para os fins de pesquisa, produgdo de trabalhos
de divulgag&o e publicagéo cientificas.

Caledede M de_ o de 2016

Instituigao/Comunidade/Grupo:_((emincnde, Riconts dor ’l)gc’.‘a

Responsavel/Representante

/ﬁm (710/.0 dL fg’KL/
74
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APENDICE 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Identificacdo de espécies de Candida da cavidade oral de individuos
usuarios de prétese e sensibilidade in vitro a produtos naturais e/ou sintéticos”

Pesquisador Responsavel:_José Klidenberg de Oliveira Junior.

Orientador: Edeltrudes de Oliveira Lima.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Senhor (a)

Estamos realizando um estudo com o objetivo de identificar os microrganismos do
género Candida, presente nos individuos moradores de trés comunidades da grande
Jodo Pessoa, e avaliar a sensibilidade desses microrganismos frente a produtos naturais
utiizados em uma nas referidas comunidades da cidade de Jodo Pessoa-PB. Esta
pesquisa se justifica pela necessidade de terapia alternativa no tratamento de infeccbes
por Candida na cavidade oral devido a inconvenientes encontrados nos produtos
alopéticos como alto custo, ineficiéncia de alguns produtos sintéticos e agressividade ao
organismo humano. Espera-se que, a partir dos resultados deste estudo, haja 0 aumento
do interesse pelo desenvolvimento de produtos naturais com potencial aplicabilidade
clinica, visando criar novas estratégias de controle quimico das infec¢des da cavidade
oral por Candida, bem como suprir os inconvenientes e fragilidades dos produtos do
mercado. Participardo da pesquisa individuos moradores das referidas comunidades que
tenha idade superior a 18 anos e aceitaram participar da pesquisa. As informacdes serédo
coletadas por meio de formularios de pesquisa e coleta de material biolégico da prétese e
da boca do participante. Informamos que esta pesquisa oferece riscos minimos a seus
participantes, como constrangimento. N&o possui nenhum meio de discriminagdo aos
autores dos documentos envolvidos no estudo. Sua participacdo é voluntaria, sendo
garantido o direito de desistir da pesquisa, em qualquer tempo, sem que essa decisdo o
prejudique quanto aos aspectos éticos, morais, financeiros, sociais e de acesso a saude.
Todas as informacbes obtidas em relacdo a esse estudo permanecerdo em sigilo,
assegurando protecdo de sua imagem e dos autores dos documentos envolvidos no
estudo. Serdo respeitados valores morais, culturais, religiosos, sociais e éticos. Os
resultados dessa pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou publicacdes
cientificas, porém sua identidade nado sera divulgada nestas apresentacdes, nem seréao
utilizadas quaisquer imagens ou informagdes que permitam a sua identificagao.

Esperando contar com o seu apoio, desde ja agradecemos a sua colaboracéo.

Contato com o pesquisador responsavel:

Caso necessite de maiores informagfes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora
José Klidenberg de Oliveira Janior. Telefone: (83) 9 9 99925634, Endereco: Rua Joaquim Pires
Ferreira, Bairro dos Estados. Jodo Pessoa — PB. CEP: 58030229. E-mail:
joseklidemberg@gmail.com

Contato com o Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB

Endereco: Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba - 1°
andar / Campus | / Cidade Universitaria / CEP: 58.030-224. Telefone: (83) 3216 7791. E-
mail: eticaccsufpb@hotmail.com

AUTORIZACAO
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Apbs ter sido informado sobre a finalidade da pesquisa “ldentificacdo de espécies de
Candida da cavidade oral de individuos usuarios de prétese e sensibilidade in vitro
a produtos naturais e/ou sintéticos”, AUTORIZO a utilizagdo dos dados por mim
fornecidos.

Jodo Pessoa, de de 2014.

Assinatura do voluntario da pesquisa Assinatura da Pesquisadora Responsavel

(José Klidenberg de Oliveira Junior)

Impresséo Datiloscopica

Assinatura da Orientadora da Pesquisa
(Edeltrudes de Oliveira Lima)
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Apéndice 3 - Formulario —A Formuléario de auto avaliagcdo da saude bucal
adaptado de Pinheiro et al., 2005

1. Dados pessoais

Comunidade:

Data de Nascimento: Idade: Sexo: Raga:

Naturalidade: Profissao:

2- Dados socioecondmicos
Grau de escolaridade

Ensino Fundamental Incompleto ( ) Ensino Fundamental Completo ( )
Ensino Médio Incompleto ( ) Ensino Médio Completo ( ) Ensino Superior ( )

Renda Familiar

1 salario minimo ( ) Menos de 1 salario minimo () Mais de 1 salario minimo ( )
Entre 1 e 2 salarios minimos ( ) 2 ou mais salarios minimos ()

3- Como classificaria sua saude bucal?

Péssima( ) Ruim( ) Regular( ) Boa( ) Otima( ) N&o sabe( )
4-Vocé alguma vez ja recebeu orientacdo do seu dentista sobre saldde bucal?

() Sim () Nao

5- Vocé tem ou ja teve algum problema com seus dentes, boca ou prétese dentéaria que
interferem ou ja interferiram na sua alimentacéo?

Muito frequente ( ) Pouco frequente ( ) Ocasionalmente ( ) Quase nunca( ) Nunca ( )

6- Vocé tem algum problema com seus dentes?
( )Sim ( ) Néo

7-Vocé tem algum problema com suas gengivas?

() Sim () Nao

8 — Vocé tem sofrido dores na sua boca (dentes, gengiva, bochecha ou lingua)?

Muito frequente ( ) Pouco frequente ( ) Ocasionalmente ( ) Quase nunca( ) Nunca ()

9- Quando vocé ou algum parente sente algum incémodo na boca, vocés costumam
procurar ajuda de alguém?

() Sim Quem?
( ) Nao
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Faz ou ja fez uso, alguma vez, de plantas para curar doencas da boca
() Sim Quais? Para que fins?
( ) Néo

10- Vocé se sente inibido por causa de seus dentes, boca ou prétese dentaria?
Muito ( ) Pouco frequente ( ) Ocasionalmente ( ) Quasenunca( ) Nunca( )
11-Com que frequéncia vocé escova os dentes?

Nunca escovei os dentes ( ) N&o escovo todos os dias( )
1vez pordia( ) 2 vezes ou mais por dia ( )

12-O que vocé usa para fazer a higiene de sua boca?

Escova de dente? ( )sim ( )nao
Pasta de dente? ( )sim ( )nao
Fio dental? ( )sim ( )néo

13- Faz o uso de algum tipo de planta para higienizar a boca:

() Sim Qual?
( ) Néo

14- Vocé tem uma escova de dente s6 sua?

() Sim, tenho uma somente para mim
() N&o, compartilho minha escova com outra(s) pessoa(s)

15-Com que frequéncia vocé troca a sua escova de dente por uma nova?

() Com menos de 3 meses () Entre 3 meses e menos de 6 meses
() Entre 6 meses e menos de 1 ano () Com mais de um ano () Nunca trocou

16- Quando vocé consultou um dentista pela ultima vez?

Ha menos de 1 ano( ) Entre 1 ano e menos de 2 anos( )
Entre 2 anos e menos de 3 anos ( ) 3 anos ou mais( ) Nunca consultou( )

17- Qual o principal motivo da sua Ultima consulta?

Revisdo, manutencdo ou prevencédo () Dor de dente( ) Extracdo( )
Tratamento dentario () Problema na gengiva( ) Tratamento de ferida na boca( )
18- Onde foi a consulta?

() Unidade de salde publica (posto de saude ou unidade de salde da familia)

() CEO (Centro de Especialidade Odontolégica)

() Hospital Publico

() Consultério particular ou consultério de estabelecimento privado ou ambulatério de empresa
ou sindicato

19- Vocé usa algum tipo de protese dentaria?
Nao ( )

Sim, para substituir um dente ()

Sim, para substituicdo de mais de um dente ()
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Sim, prétese dentaria total (dentadura) em cima ()
Sim, prétese dentaria total (dentadura) em baixo ()
Sim, préteses dentérias totais (dentaduras) em cima e em baixo ( )
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EXAME MICOLOGICO
Laboratdrio de Micologia

EXAME MICOLOGICO

Usudrio:

N° Exame: 01

Material Bioldgico: Esfregaco da mucosa jugal, palato e lingua
Data:

EXAME MICROSCOPICO DIRETO:
(X) A fresco () KOH () Ziehl ( ) Tinta Nanquim () Gram

Resultado: Leveduras

CULTURA:

( )Agar Sabouraud ( ) Mycosel Agar () Agar Niger ( ) Agar Dixon (X) ChromAGAR
com antibidtico

Resultado: Candida albicans

OBSERVACAO:
Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima José Klidenberg de Oliveira Janior
Prof® Associada / DCF Mestrando em Ciéncias Odontoldgicas CCS / UFPB
Mat. SIAPE: 333921 Mat.: 2016100154
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