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RESUMO

Introducao: A candidose bucal representa um dos maiores desafios a ser enfrentado
pela clinica odontoldgica, seja pelo limitado numero de antifungicos disponivel, seja
pela expressiva resisténcia apresentada pelos micro-organismos envolvidos com esse
tipo de infecgao. Objetivo: Este estudo avaliou a eficacia de um colutério e um spray
contendo 6leo essencial (OE) extraido de folhas de Cinnamomum zeylanicum Blume
(canela) no tratamento de candidose bucal associada ao uso de préteses dentérias
removiveis. Metodologia: Foi realizado um ensaio clinico controlado, randomizado e
duplo cego em amostra probabilistica de 36 participantes portadores da doenca,
divididos em dois grupos de adultos desdentados total e parcial, que utilizaram o
produto experimental (C. zeylanicum, n=18) ou controle (nistatina, n=18). Parametros
micoldgicos e clinicos foram avaliados por um examinador calibrado, antes e apés 15
dias de utilizacao dos produtos. Foi realizada contagem das unidades Formadoras de
Coldnias (UFC) de Candida spp. das amostras biolégicas coletadas com um swab no
palato e na prétese dos pacientes antes e apds tratamento. Os dados foram
analisados por estatisticas descritivas e inferencial, com base nos parametros
micoldgicos e clinicos, considerando a=5%. Resultados: O exame clinico da mucosa
afetada demostrou que os produtos contendo OE de C. zeylanicum (p=0,0339) e
nistatina (p=0,0139) promoveram eficacia clinica, com redugéo significativa dos sinais
e sintomas observados. A andlise micologica expressa pela quantidade de UFC
indicou que os produtos contendo OE de C. zeylanicum nao apresentaram efeito
significativo (p>0,05) na reducdo de Candida spp. isoladas da mucosa e protese
dentaria. A nistatina, porém, promoveu reducao significativa da colonizacdo de
Candida spp. na mucosa (p<0,005) e prétese dentaria (p<0,005). Os individuos que
utilizaram o produto experimental referiram sabor agradavel e reduzido nimero de
queixas relacionadas a mesma. Conclusao: O colutério e spray contendo OE de C.
zeylanicum promoveram eficacia clinica, com melhora dos sinais e sintomas, sem

reducao significativa das UFC de Candida spp.

Palavras-chave: Produtos Biol6gicos; Candidiase Bucal; Atividade Farmacolégica de
Produtos Naturais; Desdentados; Protese dentaria.
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ABSTRACT

Introduction: Oral candidiasis represents one of the greatest challenges to be faced
by dentistry, either because of the limited number of antifungal agents available or
because of the expressive resistance presented by microorganisms involved in this
type of infection. Objective: This study evaluated the effectiveness of a mouthwash
and a spray containing essential oil (EO) extracted from leaves of Cinnamomum
zeylanicum Blume (cinnamon) in the treatment of bucal candidosis associated with the
use of dental prosthesis. Methodology: A randomized, double blinded, controlled
clinical trial was conducted in a probabilistic sample of 36 participants with the disease,
divided into two groups that used the experimental solution (C. zeylanicum, n = 18)
and control (nystatin, n = 18). Mycological and clinical parameters were evaluated, by
a calibrated examiner, before and after 15 days of use of the products. A count of the
Colony Forming Units (CFU) of Candida spp. of the biological samples collected with
a swab on the palate and on the prosthesis of the patients was done before and after
treatment. Data were analyzed by descriptive and inferential statistical analyzes, based
on mycological and clinical parameters, considering a = 5%. Results: The clinical
examination of the affected mucosa showed that the products containing C.
zeylanicum EO (p = 0.0339) and nystatin (p = 0.0139) promoted clinical efficacy, with
significant reduction of signs and symptoms observed. The mycological analysis
expressed by the number of CFU indicated that the EO of C. zeylanicum had no
significant effect (p> 0.05) on the reduction of Candida spp. isolated from the mucosa
and dental prosthesis. Nystatin, however, promoted a significant reduction in the
colonization of Candida spp. in the mucosa (p <0.005) and dental prostheses (p
<0.005). The individuals who used the experimental mouthwash and spray reported
pleasant taste and a small number of complaints related to it. Conclusion: The
products containing C. zeylanicum EO promoted clinical efficacy, with a significant
improvement of signs and symptoms, without significant reduction of CFU of Candida

Spp.

Keywords: Biological Products; Oral Candidiasis; Pharmacological Activity of Natural
Products; Toothless; Dental prosthesis.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

°C - Graus Celsius

h - horas

K - kappa

® - marca registrada

Hg - micrograma (s)

mL - mililitro (s)

OE - Oleo Essencial

spp. - Espécies

TCLE - Termo de Consentimento Livre Esclarecido
UFC - Unidade Formadora de Colbnia
U.l. - Unidades internacionais

% - percentual
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida da populacdo tem aumentado significativamente nas
ultimas duas décadas, levando a um acréscimo no percentual de pessoas com
necessidades de reabilitacdo com préteses dentarias removiveis (GLEIZNYS et al.,
2015). Nesse contexto, a alta prevaléncia de perdas dentarias é considerada um dos
principais agravos de saude, como evidenciado na Pesquisa Nacional de Saude Bucal
/SB BRASIL 2010, a qual mostrou que a porcentagem de usuarios de protese total foi
de 63,1% para o Brasil, variando de 65,3% na Regidao Sul a 56,1% na Regiao
Nordeste. (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Este fato contribui para a maior incidéncia de infecgbes fungicas orais, que
acometem, em sua maioria, pacientes idosos, imunocomprometidos, usuarios de
préteses. Estas infeccdes estdo associadas com pelo menos 1,5 milhdes de mortes
por ano no mundo todo, das quais 90% s&o causadas por espécies dos géneros
Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis, Mucor e Rhizopus (CAMPQOY &
ADRIO, 2017).

Candida spp. sao micro-organismos comensais e versateis, sendo
colonizadores de até 70% da populacdo usuaria de protese dentaria, sem sinais
clinicos de infeccao. Entretanto, alteracdes locais ou sistémicas podem desencadear
um desequilibrio no hospedeiro e predispor o desenvolvimento da candidose, que
pode variar desde um envolvimento superficial e localizado até uma doenca fatal,
guando disseminada no organismo de individuos imunocomprometidos (GENDREAU
& LOEWY, 2011; SINGH et al., 2014). A espécie colonizadora humana predominante
€ Candida albicans, seguida de outras espécies: Candida glabrata, Candida
parapsilosis e Candida krusei. As infecgdes superficiais provocadas por Candida sao
mais frequentes que as sistémicas e acometem superficies epiteliais e mucosas, como
na candidose bucal, vulvovaginal e cutanea (PIANALTO & ALSPAUGH, 2016).

A candidose bucal, quando acomete usuarios de préteses dentarias
removiveis, é descrita como estomatite protética (EP) e é considerada a lesdo bucal
mais frequentemente observada nesses individuos (11 a 63%), com maior prevaléncia
nos idosos (cerca de 75%). Situacdes frequentes nessa faixa etaria como presenca
de doengas sistémicas subclinicas, uso de agentes farmacolégicos, deficiéncias



imunoldgicas ou nutricionais predispdéem esses individuos ao desenvolvimento da
doenca (NAVABI et al., 2013; JAINKITTIVONG et al., 2010). Fatores locais também
estdo relacionados a EP, como ma higiene bucal e da prétese, seu uso continuo,
lesbes decorrentes desta quando mal adaptada, xerostomia e altera¢des do pH salivar
(VASCONCELOS et al., 2003, SILVA et al., 2015, SALERNO et al., 2011).

A alta patogenicidade da espécie Candida, muitas vezes relatada como
oportunista, esta relacionada a diversidade de fatores de viruléncia descobertos, a
exemplo do seu dimorfismo, que a torna capaz de alterar sua morfologia de levedura
para formas filamentares (hifas ou pseudohifas), em resposta a alteragdes ambientais,
tornando-a mais resistente a fagocitose e aumentando sua capacidade de penetragéo
nos tecidos, quando do rompimento da barreira epitelial ou mucosa, por traumas.
Outros aspectos tais como a expressao de fatores de adesao, adaptacdo ao stress,
flexibilidade metabdlica, secrecdo de enzimas hidroliticas e capacidade de formar
biofilme também estao implicados no processo de infecgcdo (BANERJEE et al., 2013).

A adeséao do fungo ao hospedeiro ou a protese é um primeiro passo critico no
processo da infeccao e é essencial tanto para a colonizacdo como para a subsequente
inducdo da doenga da mucosa (VASCONCELOQOS et al., 2003). Candida esta presente
na cavidade bucal em duas formas distintas, como células plancténicas flutuadoras
(blastésporos, blastoconidios) e / ou em um bioflme organizado. Além disso, Candida
forma bioflmes mistos com Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. durante infecgoes
de préteses (GLEIZNYS et al., 2015).

Nesse contexto, a deficiente higiene bucal e da prétese facilita tanto a
presenga do patdégeno na saliva quanto sua colonizagdo na mucosa bucal e na
superficie da prétese, representando um importante fator predisponente & doenca. E
forte a relacao da infeccdo com a protese, ja que esta € considerada um reservatorio
de micro-organismos devido as irregularidades e porosidades que se desenvolvem na
superficie da resina acrilica (UZUNOGLU et al., 2014; JACKSON et al., 2014; JAIN &
SHAKYA, 2013), (NAVABI et al., 2013; JAINKITTIVONG et al., 2010).

Pacientes com EP podem apresentar varios sintomas incluindo ardor,
sensacao dolorosa, edema, halitose, prurido, xerostomia e dificuldade de engolir, mas
a maioria dos casos sao assintomaticos. Os diagnésticos séo feitos com base no
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exame fisico e histéria clinica do paciente, podendo ser associado a cultura
microbioldgica para verificar a presenga do micro-organismo Candida (BAKHSHI et
al., 2012; ARMSTRONG et al., 2016; DANGI et al., 2010).

Clinicamente, pode ser caracterizada como uma area eritematosa, presente
nos locais de contato entre a protese e a mucosa da cavidade bucal, geralmente no
palato, podendo causar, nas superficies onde se desenvolve, alteragdes de textura.
Foi classificada por Newton em 1962 baseado exclusivamente em critérios clinicos,
em trés tipos (Figura 1) (ALTARAWNEH et al., 2013; GLEIZNYS et al., 2015):

e Hiperemia Puntiforme (classe 1) - E definida pela inflamagdo simples com
aspecto eritematoso localizado ou puntiforme, podendo ocupar areas dispersas
ou pequenas areas localizadas no palato;

 Hiperemia Difusa (classe Il) - E o tipo mais comum, de aspecto eritematoso
difuso, com edema das areas da mucosa do palato sob a prétese;

e Hiperemia Granular (classe Ill) - E uma hiperplasia papilar inflamatéria, no
centro do palato, frequentemente associada a camara de sucgdo, com

aparéncia clinica nodular e rugosa da mucosa.

Figura 1 — Classificagao de Estomatite Protética por Newton (1962)

A -Tipo | B - Tipo Il C-Tipo Il
Fonte: FLORES et al., 2017

O tratamento da EP é dificil e complexo. Envolve desde a orientagdo da
higienizagao das proteses e da cavidade bucal e remogao de um possivel fator irritante
(préteses dentarias mal adaptadas e insatisfatérias), até o uso de antifungicos tdpicos
e/ou sistémicos (EMAMI et al., 2014; SKUPIEN et al., 2013). Os reembasadores
resilientes também sao indicados com a finalidade de melhorar a adaptagdo da
protese aos tecidos de suporte, contribuindo para a recuperagao dos tecidos injuriados
e assegurando conforto ao paciente, pela capacidade de distribuicdo uniforme das

cargas funcionais. (MARIN et al., 2010). Ainda sobre as recomendacdes, é de extrema
3



relevancia a remocgao noturna da prétese e o 0 uso de solucbes desinfetantes e de
micro-ondas para controle da proliferagdo dos micro-organismos (ANDRADE et al.,
2012; SALLES et al., 2015, HASHIZUME et al., 2015; GLEIZNYS et al., 2015).

Para o tratamento de infecgdes fungicas provocadas por Candida existem
basicamente quatro classes de medicamentos: poliénicos, azdis, equinocandinas € 0s
anti-metabdlitos (ANIBAL et al., 2010; PERFECT, 2016)

Entre os poliénicos destacam-se a anfotericina B e nistatina, os az6is mais
utilizados sao fluconazol, itraconazol, miconazol e cetoconazol e a caspofungina € o
principal representante das equinocandinas. Como as infecgdes orais sao superficiais,
geralmente o tratamento inicial € feito com um agente tépico, a exemplo da nistatina
e miconazol. A nistatina possui agdo comprovada sobre a membrana celular fungica,
por meio da ligacao aos esteroides presentes na mesma, causando alteragao na sua
permeabilidade. Os azbis sdo drogas fungistaticas que sdo capazes de inibir uma
enzima chave da via de biossintese do ergosterol, uma molécula essencial para a
membrana fungica. Mutagdées no gene ERG11 que codifica a enzima alvo da droga
(lanosterol 14-a-desmetilase) podem ser interpretadas como a principal causa do
aumento da resisténcia a esses tipos de medicamentos (RANGEL et al., 2018). Caso
a terapéutica topica ndo apresente resultados, é iniciado o tratamento sistémico,
sendo o fluconazol a droga mais prescrita (PIANALTO & ALSPAUGH, 2016).

As recidivas da EP sado frequentes ap6s a interrupcdo da terapéutica
medicamentosa, ainda que o fator traumatico tenha sido eliminado, face a etiologia
multifatorial da patologia, a intensa frequéncia de administracao dos farmacos, ao
pequeno numero de drogas disponiveis e a crescente expressao de resisténcia por
parte dos micro-oganismos (PAUL & MOYE-ROWLEY, 2014; FERREIRA et al., 2005;
ANDRADE et al.,, 2012). Um dos mecanismos fortemente envolvido com essa
resisténcia é a habilidade de determinados micro-organismos formarem biofilmes.
Nestas comunidades, os micro-organismos sofrem modificacbes genéticas que
elevam a resisténcia aos farmacos e ao sistema imunolégico (ANIBAL et al., 2010;
PERFECT, 2016; PIANALTO & ALSPAUGH, 2016). Para Candida, a habilidade em
formar biofilme sobre superficies bidticas e abibticas constitui um fator de viruléncia
importante, se tornando um interessante objeto de estudo no desenvolvimento de



agentes antifungicos para a candidose (CIRASOLA et al., 2013; MORACE et al.,
2014).

Além do problema da resisténcia microbiana, outros efeitos indesejaveis
relacionados a terapia antifungica convencional tém sido evidenciados como a
toxicidade dos medicamentos, espectro de acdo, segurangca e propriedades
farmacocinéticas. Ademais, os fungos sao seres vivos eucariéticos como os humanos,
e como muitos potenciais alvos terapéuticos também estao presentes nos humanos,
o risco de toxicidade tende a aumentar (ROEMER & KRYSAN, 2014).

Neste contexto, o estudo das propriedades terapéuticas das plantas tem
crescido por constituir uma opcao terapéutica (DODDANNA et al., 2013). Uma das
plantas avaliadas ao longo do tempo como detentora de propriedades bioldgicas
importantes € o Cinnamomum zeylanicum Blume, conhecida popularmente como
canela. E uma planta pertencente a familia Lauraceae encontrada nas regides
tropicais e subtropicais do planeta, sendo formada por cerca de 250 espécies. Dentre
estas, Cinnamomum zeylanicum, Cinnamomum loureirii, Cinnamomum burmanni e
Cinnamomum cassia sao as principais. Varias partes da planta como casca, folhas,
flores, frutos e raizes ja sao amplamente usadas como tempero, ingredientes
aromatizantes em alimentos e bebidas, em perfumaria e em muitas formulacées
farmacéuticas. A composi¢cdo quimica dos materiais obtidos das diferentes partes da
planta, a exemplo dos O6leos volateis, varia significativamente, o que conduz a
diferentes efeitos farmacoldgicos. Como principais constituintes da Cinnamomum
zeylanicum, destacam-se o cinamaldeido (casca), eugenol (folha), canfora (raiz), (E)-
acetato de cinamilo (fruto) e cariofileno (flores), porém outros constituintes como o
linalol, benzoato de benzila, alfa pineno e beta pineno também devem colaborar com
esse efeito, uma vez que a atividade antifungica desses constituintes isolados também
é comprovada (NABAVI et al., 2015; RANASINGHE et al., 2013; RAO & GAN, 2014;
VANGALAPATI et al., 2012; JANTAN et al., 2008; SILVA et al., 2012).

Estudos pré-clinicos, portanto, laboratoriais, indicam destacavel atividade
antifungica do 6leo essencial (OE) obtido a partir das folhas de C. zeylanicum frente a
espécies de Candida envolvidas com infec¢des da cavidade bucal (CASTRO & LIMA,
2013; CASTRO et al., 2013a; CASTRO et al., 2013b; CASTRO & LIMA, 2011).



Castro e Lima (2011) avaliaram, in vitro, a atividade antifungica de Oleos
essenciais obtidos a partir de sete espécies vegetais, dentre elas o Cinnamomum
zeylanicum (Canela), sobre doze cepas de C. albicans e C. tropicalis, utilizando a
técnica de difusao em meio de cultura solido. Os resultados apontaram que os extratos
exerceram atividade antimicrobiana em pelo menos uma cepa avaliada, no entanto,
ressaltou-se a atividade anti-Candida evidenciada por C. zeylanicum (Canela), Citrus
aurantifolia (Limao Tahiti) e Mentha piperita (Menta piperita), visto que inibiram o
crescimento de 100% das cepas ensaiadas. Segundo os pesquisadores, o OE de C.
zeylanicum promoveu a formagdo de maiores halos de inibicdo (até 48mm),
representando uma possivel aplicacdo em fitoterapicos destinados a prevencgao e
tratamento de doencgas infecciosas de origem fungica, apds o desenvolvimento de

novos estudos in vivo.

Quanto as atividades biolégicas de C. Zeylanicum Blume, é descrito seu
potencial como analgésico, antisséptico, anticancer, antiespasmaédico, coagulante,
neuroprotetor, hepatoprotetor, gastroprotetor, cardioprotetor, antimicrobiano e no
controle dos niveis séricos, lipidicos e na reducao do colesterol no sangue (NABAVI
et al., 2015; RANASINGHE et al., 2013; RAO & GAN, 2014). Além da atividade
antifngica, estudos também evidenciam seu potencial antimicrobiano com agéo
sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (ABBASZADEGAN et al., 2015).

A seguranca e tolerabilidade do produto contendo OE de C. zeylanicum utilizado
como colutério foi confirmada a partir da realizacao de ensaio clinico fase |. Este
estudo também avaliou a interferéncia desse produto na resina acrilica, material
utilizado na confecgdo da prétese dentaria, ndo sendo observados efeitos que
comprometam as propriedades fisicas ou mecanicas do mesmo (OLIVEIRA, 2014).
Os resultados desse estudo reforcam a necessidade de realizagdo de um estudo
clinico fase Il, necessario para ampliagdo do nivel de evidéncia cientifica acerca do
uso de C. zeylanicum no tratamento clinico da patologia em questao. Assim, este
estudo objetivou avaliar a eficacia de um colutério e spray contendo OE extraido de
folhas de C. zeylanicum no tratamento de candidose bucal associada ao uso de
prétese dentaria.



2. CAPITULO 1

O manuscrito a seguir foi submetido para publicagdo no periddico “Clinical Oral

Investigations”.

EFFICACY OF MOUTHWASH AND SPRAY FOR DENTURES CONTAINING ESSENTIAL OIL
EXTRACTED FROM LEAVES OF Cinnamomum zeylanicumm Blume (CINNAMON) FOR THE
TREATMENT OF DENTURE-RELATED ORAL CANDIDIASIS: PHASE II CLINICAL TRIAL

ABSTRACT

Objective: This study analyzed the efficacy of a mouthwash and spray containing essential oil (EO) extracted
from leaves of Cinnamomum zeylanicum Blume (cinnamon) for the treatment of oral candidiasis.

Materials and methods: A randomized, controlled and blinded clinical trial conducted with a probabilistic sample
of 36 individuals diagnosed with oral candidiasis and divided into two groups of totally or partially edentulous
adults assigned to either the experimental (C. zeylanicum, n=18) or control (nystatin, n=18) product. Mycological
and clinical parameters were analyzed by a calibrated examiner before and 15 days after treatment with the tested
products. The number of colony-forming units (CFUs) of Candida spp. isolated from the biological materials
collected from palate and denture swabs was counted before and after treatment. The data were analyzed using
descriptive and inferential statistics, with 0=5%.

Results: Clinical examination of the affected mucosa showed that both the products containing C. zeylanicum
(p=0.0339) and nystatin (p=0.0139) had clinical efficacy, resulting in a significant reduction of observable signs
and symptoms. The mycological analysis showed that the products containing C. zeylanicum did not significantly
(p>0.05) reduce the number of Candida spp. microorganisms from either mucosa or dentures. The individuals who
used the experimental products reported a pleasant taste and few product-related complaints.

Conclusion: The products containing C. zeylanicum EO exhibited clinical efficacy without significant reduction
of the Candida spp. CFU count.

Keywords: Biological Products; Oral Candidiasis; Pharmacological Activity of Natural Products; Edentulism;

Dental Prosthesis.

1. Introduction

Candida spp. are commensal and versatile microorganisms that colonize up to 70% of individuals who
wear dentures without producing any clinical signs of infection. However, local or systemic changes can trigger
an imbalance in hosts and predispose them to developing candidiasis, a disease with effects that can range from
superficial and localized to fatal when it spreads throughout the body of immunocompromised individuals [1,2].

When oral candidiasis affects removable denture wearers, it is known as denture stomatitis (DS). DS is
the most common type of oral lesion, affecting 75% of older adults. Systemic abnormalities, such as immune or

nutritional deficiencies, subclinical diseases and the use of pharmacological chemotherapy agents facilitate the
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development of DS among these individuals [3,4]. Local factors are also associated with this condition, such as
poor oral and denture hygiene, continual denture use, lesions caused by poor-fitting dentures, xerostomia and
changes in the salivary pH [5-7].

The continuous use of removable dentures has a considerable impact on the development of DS because
dentures behave as reservoirs of microorganisms due to irregularities and the porousness of the acrylic resin surface
and because they hinder the mucosa’s self-cleaning, massaging and permanent contact with saliva [8-10,3,4].

The ability of Candida to form a composite biofilm that adheres to the host or the prosthesis is the first
critical step of infection [7]. Candida is found in the oral cavity in two distinct forms: as floating planktonic cells
(blastopores, blastoconidia) and/or as part of an organized biofilm, sometimes mixed with both Staphylococcus
and Streptococcus, that colonizes the dentures [11]. Dimorphism allows Candida to switch from yeast to
filamentous forms (hyphae and pseudohyphae), which makes it more resistant to phagocytosis and thus increases
its virulence and ability to penetrate tissue s [12].

DS is usually asymptomatic; however, some patients might complaint of pain or burning, halitosis,
swelling, itching or xerostomia [11]. DS was classified into three types by Newton (1962) solely according to
clinical criteria: Type I (pinpoint hyperemia—TIlocalized or sparse palatal erythema); Type II (diffuse hyperemia—
diffuse erythema, more common); and Type III (granular hyperemia—papillary hyperplasia with rough or nodular
mucosa) [13]. Diagnosis is based on anamnesis and examination; microbiological cultures may be performed to
confirm the presence of Candida spp. [14-16].

The treatment of DS is complex and involves education regarding oral and denture hygiene, the
elimination of irritants (e.g., poorly fitting dentures), nightly denture removal, the use of disinfectant solutions and
microwaves to control microorganism proliferation, in addition to topical and/or systemic antifungal agents [17-
19,11]. The use of resilient liners also contributes to the recovery of damaged tissue, as their deformation under
functional loads provides comfort for patients [20]. The complexity of treatment is due to the multifactorial causes
of the disease, the need to take medication often, the small number of available drugs, and increasing
microorganism resistance [21,22].

There are essentially four classes of drugs available for the treatment of fungal infections with Candida
spp: polyenes, azoles, echinocandins and antimetabolites [23,24]. Because the oral infections are superficial, initial
treatment usually involves topical antifungal agents, such as nystatin and miconazole; in some cases, this is
combined with a systemic medication, and fluconazole is the one most often prescribed[25].

The duration of treatment for DS tends to be long, and recurrence is frequent. The main hindrance is the
increasing microbial resistance to antifungal agents of different classes. One of the causes of resistance is the
ability of Candida spp. to form composite biofilms on biotic and abiotic surfaces covered by extracellular matrix,
which protects the local environment and minimizes the access of antifungal agents to fungal cells. In addition,
the microorganisms undergo genetic changes, which also increase their resistance to drugs and to the immune
system[26,27]. Further limitations of conventional antifungal treatment have been identified, including drug
toxicity. Fungi are eukaryotes, similarly to humans; thus, many potential therapeutic targets are also present in
human systems, which increases the risk of toxicity [28].

Given this scenario, the study of the therapeutic properties of plants and their oils has become a trend in
the development of alternative therapeutic resources [29]. Cinnamomum zeylanicum Blume, commonly known as

cinnamon, is among the plants that exhibits biological activity with potential analgesic, antiseptic, anticancer,
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antispasmodic, coagulant, neuroprotective, hepatoprotective, gastroprotective and antimicrobial action;
additionally, it has the potential to control serum lipid levels and reduce blood cholesterol [30-32]. In addition to
antifungal activity, some studies have reported that cinnamon has effects on Gram-positive and Gram-negative
bacteria [33].

The safety and tolerability of C. zeylanicum essential oil (EO) used as a mouthwash have been confirmed
in a phase I clinical trial. This study also analyzed the effect of this product on the acrylic resin used for
manufacturing dentures; no effects likely to impair the physical and mechanical properties of the resin were
detected [34]. The results of that study reinforced the need to conduct a phase II clinical trial to increase the level
of the scientific evidence supporting the use of C. zeylanicum in the clinical treatment of DS. Therefore, the aim
of the present study was to establish the efficacy of a product containing EO extracted from C. zeylanicum leaves

for treatment of oral candidiasis associated with removable denture use.

2. Materials and methods

Study setting
The participants were allocated at the oral diagnosis clinic of Federal University of Paraiba. The study

was approved by the institutional ethics committee (CAAE 03135012.5.0000.5188).

Study design

The present epidemiological phase II clinical study sought to establish the efficacy of the tested products
among individuals with oral candidiasis related to the use of removable dentures.

The sample comprised individuals aged 40 to 70 years with oral candidiasis and who wore removable
dentures. Individuals who had undergone topical and/or systemic antimicrobial treatment or were sensitive to C.

zeylanicum EO or nystatin were excluded.

Sampling

The sample size was calculated according the procedure formulated by Fleming for single-phase clinical
trials [35]. Calculation was based on an expected response rate of ~50% for the experimental group, representing
the smallest proportion of rejection (po), i.e., the lowest efficacy the product must exhibit to be considered for the
study. The efficacy for the control group was estimated as 80% (pn=0.8). Considering a 95% confidence level
(alpha error = 5%), B error of 20%, power of 80% (1 — ) and an additional 20% to compensate for eventual losses,

the sample size was calculated as 36 participants, i.e., 18 in each intervention group (Figure 1).



Assessment for eligibility n=48

}

Enroliment n= 36 — Excluded n=12 +» | ® Negative mycologic diagnosis (n=8)
Randomized allocation — ® Declined to participate (n=2)
in tiva groLps: _,_.—»-""-’- h““--r-.._“ ® Other reasons (n= 2)
a A
Group A (n=18) OE C. zeylanicum Group B (n=18) Nystatin

} |

Mouthwash with 10 mL of the solution for 1 minute, 3 times a day, for 15 days.
Use of spray on prosthesis on both surfaces, 3 times a day for 15 days.

Figure 1: Flowchart of the study participants (Adapted from Consort Statement).

The test group received treatment with C. zeylanicum EO, and the control group received antifungal
treatment with nystatin mouthwash. Clinical and laboratory data corresponding to the parameters listed below
were collected before treatment and 24 hours after the last dose:

a) Clinical diagnosis: Signs and symptoms of disease and intraoral photographs were recorded using clinical
forms.

Signs - Variable erythema, sometimes accompanied by petechial hemorrhage; the Newton classification was
used for clinical diagnosis. Photographs were taken before and after treatment [13].

Symptoms - DS is rarely symptomatic; some patients complain of burning and less commonly of dysphagia
[14,15].

b) Mycologic diagnosis: Biological samples (secretion and scales from the oral mucosa) were collected from
affected mucosal sites and dentures using a swab. The samples were sent to the Laboratory of Experimental
Pharmacology and Cell Culture at Federal University of Paraiba for processing and mycological diagnosis.

For suggestive diagnosis and identification of the genus Candida, the samples were sown in
CHROMagar® Candida chromogenic culture medium (Difco, Le Pont de Claix, France). The plates were
incubated in a microbiological incubator at 35+2°C for 48 hours, and then the number of colony-forming units
(CFUs) was counted.

¢) Intraexaminer agreement: Anamnesis and examination were performed by an investigator who
underwent intraexaminer calibration with an expert in oral pathology with 20 years of experience in stomatology
teaching and clinical practice. The overall kappa (k) value obtained was 0.822 (p<0.001).

d) Randomization: The participants were randomly allocated to the treatment and control groups. The
allocation sequence was generated with a computer program (Random Allocation®). Allocation concealment was
ensured by an individual who was not one of the study investigators to avoid selection bias and the influence of
the investigators on the intervention [36].

e) Blinding: For double blinding purposes, the tested substances (C. zeylanicum and nystatin) had the same
color, taste and odor and were stored in identical dark vials labeled A or B. As a result, neither the participants nor
the investigators were aware of the allocation groups. A single investigator and the pharmacist responsible for the
formulations were aware of the composition of the products. The investigator responsible for randomization and

the one responsible for preparing the products did not participate in the clinical stage of the study.
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f) Control: The control group comprised individuals with DS who received the gold-standard treatment, i.e.,
nystatin solution 100,000 IU/mL (Table 1).
g) Test product: The test group comprised individuals with DS who received mouthwash and oral spray
containing EO from C. zeylanicum leaves (Table 2).
The products containing C. zeylanicum EO or nystatin were prepared at Dilecta Farmdacia de Manipulagio

Ltda. according to the compositions described in Tables 1 and 2.

Table 1. Nystatin solution composition

Component Concentration
Nystatin 100,000 IU/mL
Carboxymethylcellulose 5 mg/M1
Brown dye QS

Purified water 100%

Table 2. C. zeylanicum EO solution composition

Component Concentration
Carboxymethylcellulose 5 mg/M1
Propylene glycol 0.5 mg/Ml
Tween 80 0.5 mg/Ml

C. zeylanicum EO 0.5 mg/Ml
Brown dye QS

Purified water 100%

C. zeylanicum EO (Ferquima Ind. e Com., Vargem Grande, Sao Paulo, Brazil) was extracted from leaves
by hydrodistillation. It exhibited the characteristic appearance, color and odor; a density of 1.043; and a refractive
index of 1.533. Phytochemical analysis showed that the main component was eugenol. The EO concentration in
products for clinical use is 500 pg/mL. This concentration was established following the in vitro laboratory steps

performed by our research group [37].

h) Intervention protocol

Participants with a confirmed diagnosis of DS received a treatment kit, which contained a sealed vial (450
mL) of mouthwash, a dosing cup (10 mL), a spray (150 mL) to apply to dentures, and an instruction leaflet written
clearly and including the contact information for the investigator in charge. The participants were instructed to
rinse their mouths with 10 mL of solution for one minute, three times per day (every 8 hours), in compliance with
the recommended prescription for nystatin (control product), for 15 days [38] and to apply the spray to the dentures

three times per day (every 8 hours) over the same period of time. The participants were also given guidance on
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oral and denture hygiene and were instructed to remove the denture before sleeping. The intervention protocol is

described in Figure 2.
Day 0 (baseline) Day 1 Day 16

« Clinical evaluation + anamnesis + Delivery of the products to patients « Clinical evaluation + anamnesis

* Clinical photographs - mucosaand prothesis + Guidance on products use + Clinical photographs - mucosa and prothesis

« Collection of biological material / swab « Consentment Term = Collection of biological material / swab
(mucosa and prothesis) (mucosa and prothesis)

+ Sowing of biological material on the plate | « Sowing of biological material on the plate
with CHROMagar Candida | with CHROMagar Candida

*» Incubation for 48 hours « Incubation for 48 hours

* Determination of Candida UFCs « Daily calls to the patients (15 days) + Determination of Candida UFCs

Figure 2. Flowchart of the intervention protocol (Adapted from Consort Statement).

The participants were ensured they would not be subjected to any invasive procedures and that the risk
associated with the study was minimal as mouthwash containing C. zeylanicum EO had been previously used
without any adverse effects; a previous in vitro study and the phase I clinical trial showed satisfactory tolerability
and minimal toxicity [34]. The participants were followed up daily through telephone calls to answer any
questions, reinforce their adherence to the treatment and minimize the risk of changes to the study protocol.

Visits were scheduled 24 hours after the end of treatment, at which time the participants underwent a
second assessment that included anamnesis, photographs and the collection of biological samples from dentures
and affected mucosa with a swab. The participants were asked to report their experience using the products and
their perception of them. The collected samples were subjected to the entire mycological process for the purpose

of posttreatment diagnosis.

Adverse effects

Although the present study did not include phase [—which was previously performed [34]—any adverse
effect was duly recorded on a clinical form containing the following information: intensity (mild, moderate,
severe); nature (side effect, toxic effect, meta-reactions); onset and duration; and timing of occurrence over the
15-day period. In addition, possible adverse effects related to clinical signs, such as mucosal desquamation,

erythema, and tooth or denture staining were investigated.

3. Results

A total of 48 individuals were analyzed for inclusion in the sample. Following the application of the
inclusion and exclusion criteria, 36 participants were included in the study: 18 in the experimental group (C.
zeylanicum) and 18 in the control group (nystatin). Eight participants had a negative mycological diagnosis, two
refused treatment, and an additional two did not return for follow-up visits; all of them were excluded from the

study.
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Of the included participants, 75% were female. The mean age of the sample was 57 years; most of the
participants were older adults.

The characteristics of the sample are described in Tables 3 and 4.

Table 3. Denture use characteristics of the participants in each study group.

DENTURE USE
STUDY GROUP n Time Time using Continuous No denture
AT TS denture denture use retention and
(years) (years) (24 hour) stability
C. zeylanicum EO 18 26.11%=%15.02 544.45 77.7%(n=14) 66.6% (n=12)
Nystatin 18 17.22+16.63 7.94+6.5 61.11%(n=11) 61.11% (n=11)

Table 4. Reported symptoms of the participants in each study group.

SYMPTOMS
STUDY GROUP
Burning Halitosis Mild pain Itching None
. 11.1%
C. zeylanlcum EO 50% (n=9) 5.5% (n=1) (n=2) 11.1% (n=2) 44.4% (n=8)
. 55.5% 11.1% _ _ _
Nystatin (n=10) (n=2) 5.5% (n=1) 16.6% (n=3) 27.7% (n=5)

The study groups were homogeneous at baseline; the Candida spp. CFU was similar for both the mucosa

(p=0.3064, Mann-Whitney test) and dentures (p=0.1713, Mann-Whitney test).

As the CFU count (mycological diagnosis) exhibited nonparametric distribution in both groups, the

categorization described in Table 5 was used for analysis.

Table 5. Categorization of mycological analysis data.

Number of Colony-Forming Units (CFUs) Score
No fungal growth 1
1 to 100 Candida spp. CFU 2
101 to 500 Candida spp. CFU 3
More than 500 Candida spp. CFU 4

Mycological analysis, expressed as CFU count, showed that the products containing C. zeylanicum EO
did not cause a significant (p>0.05, Wilcoxon test) reduction of Candida spp. isolated from either the mucosa or
dentures. In contrast, nystatin promoted a significant reduction of Candida spp. colonization on both the mucosa

(p<0.05, Wilcoxon test) and dentures (p<0.05, Wilcoxon test). These results are depicted in Figures 3 and 4.
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Figure 3. CFUs of Candida spp. collected from oral mucosa before and after treatment with products containing
C. zeylanicum EO or nystatin. C. zeylanicum EO before vs. C. zeylanicum EO after (p>0.05, Wilcoxon test).
Nystatin before vs. nystatin after (p<0.05, Wilcoxon test).
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Figure 4. CFUs of Candida spp. collected from dentures before and after treatment with products containing C.

zeylanicum EO or nystatin. C. zeylanicum EO before vs. C. zeylanicum EO after (p>0.05, Wilcoxon test). Nystatin
before vs. nystatin after (p<0.05, Wilcoxon test).

Clinical examination of the affected mucosa showed that both products containing C. zeylanicum EO
(p=0.0339, Wilcoxon test) and nystatin (p=0.0139, Wilcoxon test) improved clinical efficacy, as indicated by a

significant reduction in observable signs, according to the Newton Classification. These results are shown
in Table 6.
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Table 6. Clinical assessment of DS according to the Newton classification before and after treatment with products
containing C. zeylanicum EO or nystatin.

NEWTON C. zeylanicum EO NYSTATIN
CLASSIFICATION Before After Reduction Before After Reduction
Absent 0% (n=0)  22% (n=4) ; 0% (n=0) (ii?) ;
61% 56% 61% 44%
Typel (n=11) (n=10) 9% (n=11) (n=8) 27%
Type II 28% (n=5)  11% (n=2)  60% 39% (n=7) (LZ“) 71%
Type I1I 11% (n=2) 11% (n=2) 0% 0% (n=0) 0% (n=0) 0%

The Candida species most frequently identified in the mucosa and dentures were C. albicans, C. krusei,

C. tropicalis and C. glabrata, in order according to the CFU count. Figures 5 to 8 depict the Candida species found

in swabs before and after treatment according to the product used.
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Figure 5. CFUs of Candida spp. collected from oral mucosa before and after treatment with products containing

C. zeylanicum EO.
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Figure 6. CFUs of Candida spp. collected from dentures before and after treatment with products containing C.

zeylanicum EO.
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Figure 7. CFUs of Candida spp. collected from oral mucosa before and after treatment with nystatin solution.
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Figure 8. CFUs of Candida spp. collected from dentures before and after treatment with nystatin solution.

Table 7 describes the participants’ perception of the products used.

Table 7. Participants’ assessment of the taste and undesirable effects of the tested products.

TASTE UNDESIRABLE EFFECTS
STUDY GROUPS
Pleasant Unpleasant Absent Present
16.7% (n=3)
. _ _ 83.3% - slight numbness
C. zeylanicum EO 83.3% (n=15) 16.7% (n=3) (n=15) (n=2)
- slight burning (n=1)
. 94.4% 5.6% (n=1)
Nystatin 61.1% (n=11) 38.9% (n=7) - tongue sensitivity
(n=17) (n=1)

4. Discussion

The increasing limitations of the antifungal agents currently used for the treatment of DS and the proven
antimicrobial potential of plant EOs [39-41] were the grounds for the research hypothesis that mouthwash
containing C. zeylanicum EO would have clinical efficacy for the treatment of oral candidiasis related to removable
dentures.

It is worth noting that there is evidence in the scientific literature supporting the antifungal activity of
eugenol - the main component of the EO tested in the present study - on Candida spp. planktonic cells and
developing and mature biofilms [42]. The phytochemical analysis of the EO extracted from C. zeylanicum Blume
leaves used in the present study agrees with results obtained in previous studies, which demonstrated that eugenol
is the main component (68.96%) and that 25 additional chemical components, mostly terpenes, are present in

smaller concentration [40,43].
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Studying the mechanism of action of antifungal agents is an important strategy for limiting the
development of resistance against the currently available agents and developing more powerful and safe drugs to
fight infections. Since the antifungal effect of eugenol - the main component of the tested EO - on Candida spp. is
related to fungal cell wall biosynthesis pathways, the study of this agent might represent a promising direction for
future research aimed at confirming its mechanism of action [37,44,45].

The experimental and control (nystatin) groups were homogeneous in terms of their clinical and
mycological characteristics. This finding is directly related the random allocation process that was used.

DS predominates among women above 40 years old who wear dentures. This predominance suggests that
the hormonal changes following menopause and/or presence of other age-related diseases may facilitate the
development of lesions, particularly among immunocompromised patients. Individuals with noncompensated
diabetes may exhibit xerostomia, burning mouth syndrome and periodontal disease, which favor the development
of DS. In these patients, saliva is commonly inefficient, either qualitatively or quantitatively, to combat pathogens,
probably because of pre-existing disease, diet and hygiene habits [5, 7, 11].

Approximately 61% of the participants had some type of chronic disease, and 69.44% made continuous
use of medications. These aspects are relevant and should be considered when assessing the efficacy of products
as they might result in unsatisfactory treatment and persistent infection [11]. While some patients complained of
burning or itching, 31% did not report any symptoms and were unaware of the established diagnosis.

Approximately 75% of the participants did not remove their dentures before retiring at night and slept
wearing them. This habit creates an environment favorable to colonization: dentures are niches for yeast
proliferation when the acrylic resin is rough or irregular, facilitating microorganism adhesion. For this reason,
patients are advised to remove dentures before sleeping, which allows for the relaxation and rest of tissues and for
massaging and self-cleaning by the saliva, tongue and cheeks, which is essential for the preservation of oral health
[8-10, 3,4, 7].

Mycological analysis after treatment showed that the number of CFUs isolated from the mucosa and
dentures did not significantly decrease after treatment with the products containing C. zeylanicum EO. A higher
number of colonies was present on the denture swabs, which indicates the strong relationship between dentures
and candidiasis.

Both the products containing C. zeylanicum EO and nystatin induced significant clinical improvement. In
the case of C. zeylanicum, this effect might be attributable to its possible action on inflammatory mediators and on
the fungi and bacteria that compose the multispecies biofilm associated with DS [37,46].

The pleasant taste and low number of complaints related to the tested products contributed to treatment
adherence and the lack of losses to follow-up. Most of the participants did not report any discomfort during or
after treatment, which confirms the satisfactory tolerability and low toxicity of the medications.

The presence of Candida microorganisms is not a determining factor for occurrence of DS. Several factors
are involved in the progression of the disease, from poor oral and denture hygiene to nightly prosthesis use, trauma,
diet, and the systemic conditions of patients. The presence of removable prostheses is extremely relevant to the
etiology of DS, which can be related either to irregularities or porosities present in the acrylic resin, which favor
the adhesion and penetration of pathogens into its internal surface, or to the barrier it creates that hinders the self-

cleaning and massaging of the mucosa on support areas.
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For these reasons, dentures require continuous care, and it is important for professionals to educate
patients about the importance of keeping the dentures clean, whether through mechanical means (a brush and
neutral soap), disinfectants or microwaving to decontaminate the acrylic resin. The presence of potential traumatic
factors should also be observed, as should instability and the need for replacement once the lifespan of the denture
reaches its limit. Such measures can minimize the incidence of Candida infections and favor oral health, with
consequent impacts on the systemic health of denture wearers.

Infection recurs in approximately 20% of DS cases, causing frustration and disappointment for both
professionals and patients. Untreated superficial candidiasis in immunodeficient patients may make them
susceptible to the dissemination of the infection, which carries a high risk of severe candidemia [11,47-49].

Considering the complexity of the present clinical trial, in which the control of effective compliance with
the protocol the tested products is susceptible to failures despite patient monitoring via telephone calls, the efficacy
of the products might have been influenced by some sources of bias, such as poor hygiene habits, protocol neglect,
and systemic decompensation of participants due to nonreported uncontrolled chronic diseases.

Nevertheless, the improvement of the participants’ clinical conditions of in terms of both signs and
symptoms, the minimal discomfort reported in association with the tested products, and the possibility of a new
option for the treatment of DS with minimal adverse effects, encourage future studies to assess the toxicological
and clinical effects on oral tissue cells of products containing higher concentrations of C. zeylanicum EO or
products with a different pharmaceutical form (gel) for patients with DS. Such studies should include larger sample

sizes and the microbiological evaluation of bacterial species related to the disease under study.

5. Conclusion

The mouthwash and spray containing EO extracted from C. zeylanicum leaves promoted significant
clinical improvement of denture-related candidiasis (DS) without reducing the Candida spp. count. The tested

products were well tolerated by the participants, who exhibited satisfactory treatment adherence.
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3. CONSIDERACOES GERAIS

Essa pesquisa, ensaio clinico fase Il, envolveu 36 individuos voluntarios
alocados nas clinicas-escola da Universidade Federal da Paraiba, que séo referéncias
na especialidade de Prétese dentaria e no tratamento da candidose associada a
estomatite protética.

Para composicao da amostra, 48 sujeitos com aspecto clinico sugestivo da
doenca foram avaliados, e, apds a adocao dos critérios de excluséo e inclusdo, 36
foram incluidos na pesquisa, sendo 18 no grupo experimental (C. zeylanicum) e 18 no
grupo controle (nistatina), com a sequéncia de alocacao aleatéria gerada por um
programa de computador (Random Allocation®). A ocultagdo de alocagéo (Allocation
concealment) foi realizada por um individuo que ndo compde a equipe de
pesquisadores, a fim de evitar o viés de selecao, evitando que os pesquisadores
influenciem na determinacgéo da intervencao (ALTMAN et al., 2001).

As andlises micoldgicas foram realizadas no Laboratério de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular do Programa de Pds-Graduagcdo em Odontologia da
Universidade Federal da Paraiba, no qual foram realizados os testes micoldgicos pré
e poés tratamento, a fim de descartar e/ou confirmar o diagnéstico clinico de candidose

bucal dos voluntarios.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba. A fim de que o estudo
fosse conduzido dentro dos padrdes éticos que regem a pesquisa em seres humanos,
todos os esclarecimentos sobre a importancia da pesquisa foram oferecidos aos
participantes, que assinaram um TCLE (Termo de Consentimento Livre Esclarecido),

apos leitura e explicagdo do mesmo por parte do pesquisador.

O tratamento para a candidose bucal associada ao uso de prétese proposto
nesse estudo consistiu na utilizagdo de um colutério bucal e de um spray para a
prétese contendo o OE extraido das folhas do Cinnamomum Zzeylanicum Blume
(canela). Foram incluidos na pesquisa individuos de 40 a 70 anos, portadores de
candidose bucal e usuérios de protese dentaria e excluidos os que estavam realizando
tratamento com antimicrobianos tépicos e/ou sistémico ou que relataram reacéo de
sensibilidade ao éleo essencial de C. zeylanicum ou a nistatina.
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Os pacientes foram informados que nenhum procedimento invasivo seria
realizado e que 0s risco que a pesquisa poderia oferecer seriam minimos, visto que o
0leo essencial de planta em estudo ja havia sido utilizado como colutério bucal sem
reacOes adversas, em virtude da boa tolerabilidade e minima toxicidade apresentada
pela referida substancia, conforme mostram estudos prévios realizados in vitro e no
ensaio clinico Fase | (OLIVEIRA et al., 2014)

Embora exista comprovacao de atividade antifungica de C. zeylanicum, com
reconhecido valor medicinal ou aplicacao culinaria da casca, folhas, flores, frutos e
raizes, a maioria das investigacées analisa produtos extraidos da casca e utiliza
micro-organismos na fase plancténica (ABBASZADEGAN et al., 2015; MILLEZI et al.,
2016; NABAVI et al, 2015; RANASINGHE et al, 2013; RAO & GAN, 2014;
VANGALAPATI et al., 2012).

E constante a busca pelo desenvolvimento de drogas mais potentes e seguras
contra infecgdes bem como de uma estratégia importante para limitar a aparecimento
de resisténcia aos agentes atualmente disponiveis, contudo ndo foram encontrados
na literatura estudos que investiguem o mecanismo de acao do OE de C. zeylanicum
Blume frente a cepas de Candida spp. (PEIXOTO et al., 2016, FREIRES et al., 2015).

Apos avaliagao clinica e uma anamnese detalhada acerca das condi¢des
sistémicas, terapias em curso e alergias, os pacientes foram incluidos na pesquisa,
considerando os critérios estabelecidos. As anamneses e 0os exames clinicos foram
realizados por um pesquisador, o qual se submeteu a um processo prévio de
calibracao em que foi obtido valor geral de kappa (k) de 0,822 (p<0,001).

Foi realizado, entdo, um registro fotografico bucal e da prétese, e feita a coleta
inicial por meio de um swab da protese e da mucosa da regido afetada, para avaliacao
micoldgica. As amostras foram semeadas em uma placa com meio de cultura
cromogénico (CHROMAgar Candida® (VALENTINI et al., 2013), que se baseia na
producdo de diferentes pigmentos produzidos por reagdo enzimatica, sobre um
substrato presente no meio, onde se observam as colbnias de levedura com
coloragdes diferentes. Em seguida as placas foram encaminhadas ao Laboratério de
Farmacologia Experimental e Cultivo Celular do PPGO/UFPB para processamento e
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diagndstico micoldgico. As placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 35+2°C
e apds 48 horas foi realizada a leitura das UFC.

Os pacientes que apresentaram diagnéstico micolégico negativo ndo foram
incluidos na pesquisa, considerando que a EP nesses individuos ndo associada a
presenca do patégeno Candida, mas provavelmente a presenca de outros micro-
organismos ou fatores comuns a essa doenca. Outrossim, o0s pacientes com
diagnéstico micolégico positivo foram agendados para iniciar o tratamento
(VALENTINI et al., 2013).

O grupo controle foi representado por individuos que utilizaram uma solucao
padrao-ouro contendo nistatina em uma concentracdo de 100 000 U.l./mL. Os
produtos experimentais (C. zeylanicum) e nistatina apresentaram a mesma coloracao,
sabor, aroma e foram armazenados em recipientes idénticos, com especificagcoes A
ou B nos rétulos, garantindo o cegamento. Desse modo, os envolvidos no estudo e os
pesquisadores nao souberam em qual grupo os voluntarios foram inseridos. Apenas
um pesquisador e a farmacéutica responsavel pelas formulagbes sabiam sobre a

composicao dos produtos, mas esses nao se envolveram na fase de execucao clinica.

Os produtos contendo o 6leo essencial de C. zeylanicum (Colutério e Spray),
bem como a do controle, contendo nistatina, foram formulados na Dilecta Farmacia
de Manipulagdo LTDA. O colutério e spray para utilizacao clinica apresentaram a
concentragdo de 500 pug/mL do dleo. Essa concentracdo foi definida a partir das
etapas laboratoriais in vitro previamente realizadas (RANGEL et al., 2018).

Foi realizado monitoramento diario dos pacientes por parte do pesquisador, a
partir de ligagOes telefénicas, visando esclarecer possiveis davidas, reforgar a adesao
ao tratamento e minimizar o risco de alteracao do protocolo proposto.

Apoés 24 hs do término do tratamento, novas avaliagbes foram realizadas com
registro fotografico, coleta de swabs na prétese e na mucosa afetada e anamnese, em
que os participantes tiveram a oportunidade de relatar suas experiéncias com a
utilizagdo do produto e suas percepgdes sobre os mesmos. Ao exame clinico foram
verificados possiveis efeitos adversos correspondentes aos sinais clinicos, tais como
descamacao de mucosa, eritema, manchamentos dentarios e da protese envolvida,
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0s quais podem nao ser relatados pelos sujeitos. As amostras coletadas passaram
pelo processo de avaliagdo micoldgica para fins de diagnéstico pds-tratamento.

Os relatos de efeitos adversos foram devidamente registados em uma ficha
clinica, a qual referencia os quesitos, levando em consideracao: Intensidade (leve,
moderada, severa); Natureza (efeito colateral, efeito tdxico e meta reacdes); Inicio e

tempo de duracgao; Periodo em que ocorreu(ram) durante os 15 dias.

Sob o ponto de vista micolégico ndo houve reducédo significativa das UFC
coletadas da mucosa e prétese dentaria, apdés uso dos produtos contendo OE de C.
zeylanicum, com observancia a maior quantidade de col6nias presente nos swabs das

préteses, o que evidencia a forte relagdo entre as mesmas e a doencga.

Outrossim, os dois produtos (C. zeylanicum e nistatina) promoveram melhora
significativa das condigdes clinicas apresentadas pelos sujeitos da pesquisa. Esse
efeito observado para C. zeylanicum pode ser atribuido a sua possivel acao sobre
mediadores inflamatérios e acdo sobre bactérias que compdem o Dbiofilme
multiespécie associado a EP (HAN X. & PARKER, 2017; FIGUEIREDO et al., 2017).

Apesar de alguns pacientes relatarem sentir ardor, queimor ou prurido, 31%
nao apresentava sintomatologia alguma, mostrando-se alheios ao diagnédstico
estabelecido. O sabor agradavel e reduzido numero de queixas relacionadas ao
produto contribuiram para adesao terapéutica e auséncia de perda de seguimentos.
A maioria dos participantes ndo apresentou qualquer desconforto durante ou ap6s o

tratamento, o que confirma a tolerabilidade e baixa toxicidade dos medicamentos.

Observou-se, nesse estudo, que a maioria dos pacientes (75%) fazia uso
noturno da prétese, impedindo a promoc¢ao do relaxamento e descanso dos tecidos,
a massagem e a autolimpeza proporcionada pela saliva, lingua e bochechas que é
fundamental para a manutencao da saude bucal. H4 consenso na literatura a respeito
da forte contribuicédo etiolégica de uma protese, a qual é considerada um nicho de
proliferacao das leveduras, face a composi¢ao da resina acrilica, por vezes rugosa ou
irregular, que facilita a adesao e penetracao dos patdbgenos nas mesmas. A presenca
do micro-organismo Candida, portanto, ndo é fator determinante para o
desenvolvimento da EP. Vérios aspectos estdo envolvidos, a exemplo da ma higiene,
fatores traumaticos, dieta e condicao sistémica do individuo (UZUNOGLU et al., 2014;
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JACKSON et al., 2014; JAIN & SHAKYA, 2013; NAVABI et al., 2013; JAINKITTIVONG
et al., 2010; SILVA et al., 2015;).

Nesse contexto, varios sdo os cuidados relacionados ao uso de proteses
removiveis, e € importante 0 acompanhamento de um profissional que oriente quanto
a higienizagao das mesmas, por meios mecanicos com escova e sabao neutro e uso
de substancias desinfetantes e/ou de micro-ondas para a descontaminagdo da resina
acrilica. Possiveis fatores traumaticos ou de instabilidade das proteses devem ser
observados e podem justificar sua substituicdo. Essas atitudes visam reduzir a
incidéncia de infecgdes por Candida e favorecem a saude bucal e a qualidade de vida
dos usuarios.

Apesar do monitoramento dos pacientes via ligacoes telefénicas, a eficacia dos
produtos pode sofrer influéncia de alguns vieses, desde a negligéncia dos habitos de
higiene e da alteracao do protocolo de utilizacao dos produtos até a descompensacao

sistémica do individuo pela presenca de doencgas cronicas sem controle omitida.

Contudo, o satisfatorio resultado clinico dos pacientes acompanhados, tanto
dos sinais quanto dos sintomas e o minimo relato de desconforto em relagdo ao
produto avaliado somados a possibilidade de oferecer a populagdo uma nova opcao
para o tratamento dessa da EP com minimos efeitos adversos, encorajam a realizacao
de novas investigacdes para avaliacao toxicoldgica e clinica de um produto contendo
OE extraido de C. zeylanicum Blume, em maior concentracao frente a células dos
tecidos bucais ou sob outra forma de apresentacao (gel) em sujeitos portadores de
EP, devendo ser considerado aumento do nimero amostral e avaliagdo microbiolégica

que considere a analise de bactérias envolvidas com a doenca estudada.

4. CONCLUSAO

O uso do colutério e spray contendo OE extraido das folhas de C. zeylanicum
Blume promoveu melhora clinica significativa de candidose associada ao uso de
prétese dentaria (EP), com auséncia de diminuicdo na contagem de Candida spp. O
produto avaliado foi bem tolerado pelos usuarios, que aderiram a proposta terapéutica
empregada.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa intitulada de “Eficacia de Cinnamomum zeylanicum Blume (canela) no
tratamento de candidose bucal associada ao uso de prétese dentaria: ensaio clinico,
controlado, randomizado, cego” é sobre a avaliagdo do uso de um produto natural
retirado das folhas da Canela para o tratamento da estomatite protética, uma doenca
da mucosa bucal caracterizada por uma inflamacao da regido do “céu” da boca. Essa
doenca pode estar relacionada a ma higiene bucal, prétese mal adaptada, nao
remocao da prétese a noite, e principalmente a infeccbes causadas por fungos
presentes na boca. A pesquisa esta sendo desenvolvida pela mestranda Maria Rejane
Cruz de Araujo, vinculada ao Programa de Pé6s-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Federal da Paraiba. O principal objetivo do estudo é avaliar a reducao
nos niveis de candidose bucal associados a Estomatite Protética, apos uso diario do
medicamento a base de canela por um periodo de 15 dias, comparando-o com outro
medicamento (nistatina), bastante utilizado para o tratamento da doenca. A finalidade
deste trabalho é contribuir para a busca e desenvolvimento de novas alternativas de
tratamento para a candidose bucal e estomatite protética através da canela, visto que,
por ser amplamente utilizada como condimento, tempero e aromatizante, espera-se
que seus possiveis efeitos indesejaveis sejam minimos quando comparados aqueles
relatados ap6s o uso de antifingicos sintéticos (ndo-naturais). Caso venha a ocorrer
algum tipo de coramento nos elementos da prétese, a mesma sera polida ao final da
intervencdo. Dessa forma, solicitamos a sua colaboracdo para submeter-se a um
exame bucal (com registro fotografico) e laboratorial através da coleta de material da
superficie da mucosa bucal, utilizando um cotonete especial, e uma vez diagnosticada
a Estomatite protética associada a Candida, submeter-se ao tratamento através do
bochecho de 10 mL de um medicamento antifingico e uso de um spray sobre a
prétese durante 15 dias, 3 vezes ao dia. Ao final do tratamento, o senhor(a) sera
submetido a novo exame clinico e micolégico (laboratorial) para verificagao dos niveis
de reducéo do fungo Candida, bem como sera convidado a responder um questionario
a respeito de sua percepcado em relagdo ao tratamento. Solicitamos também a sua
autorizacao para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de saude
e publica-los em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu
nome sera mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa ndo oferece riscos
previsiveis para a sua saude, mediante o beneficio do tratamento. Esclarecemos que
sua participagao no estudo é voluntéaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo é obrigado(a)
a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pela
pesquisadora. Caso decida nao participar do estudo, ou resolver a qualguer momento
desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia
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que vem recebendo na Instituicdo onde o estudo estd sendo realizado. Os
pesquisadores estarao a sua disposi¢cao para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa. Diante do exposto, declaro que fui
devidamente esclarecido (a) e dou 0 meu consentimento para participar da pesquisa
e para publicacdo dos resultados. Estou ciente que receberei uma copia desse
documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura da Testemunha Impresso digital

Contato com o Pesquisadores Responsaveis: Caso necessite de maiores informacdes
sobre o presente estudo, favor ligar para os pesquisadores:

Ricardo Dias de Castro ou Maria Rejane Cruz de Araujo. Programa de Pés-
Graduacao em Odontologia da Universidade Federal. Endereco: Cidade Universitaria,
Campus |, Jodo Pessoa, Paraiba. Telefone: (83) 3216-7200. E-mails:
rcastro@ccs.ufpb.b, mrejaneca@gmail.com

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde - Campus | — UFPB:
Castelo Branco, Jodo Pessoa — PB - Cédigo Postal : 58059-900
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APENDICE B

9.

FICHA CLINICA (DIAGNOSTICO CLINICO)

Anamnese

. Data de nascimento:

Sexo:

Endereco:

Telefone:

|dade:

Alergiaacanela: ( ) Sim () Nao

Alergia a algum medicamento: () Sim, Qual?

Doencas sistémicas:

() Hipertensao ( )AIDS
( ) Hipotensao ( ) Insuficiéncia renal
( ) Diabetes ( ) Cancer

Terapia medicamentosa

10.Higiene bucal e da prétese: ( ) Favoravel ( ) Desfavoravel

. Tempo de desdentado:

Inspecao da prétese

Numero de proteses utilizadas:

|dade da prétese:
Uso continuo: ( ) Sim ( ) Nao
Apresenta retencédo e estabilidade: ( ) Sim ( ) Nao
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6. Alteracdodecor:( )Sim ( )Nao

7. Superficie rugosa: () Sim () Nao

8. Presenca de camara de succao: ( ) Sim ( ) Nao

Inspecao da area de suporte da protese

1. Presenca de alteracéo de cor: () Sim. Intensidade: ( ) Néao

2. Alteracao da textura da mucosa:( ) Sim. Intensidade ( ) Nao

3. Presenca de placas esbranquigadas susceptiveis a remogao por raspagem:

( ) Sim. Intensidade: ( ) Nao

4. Mucosa subjacente eritematosa:

( ) Sim. Intensidade: ( ) Nao

5. Sintomético: ( ) Sim ( ) Nao
6. Em caso afirmativo, quais sdo os sintomas:

dor. Intensidade

queimacao. Intensidade
prurido. Intensidade
halitose. Intensidade

N N S S
~— — — ~—

Diagnéstico

1. Diagnéstico clinico de candidiase: () Positivo () Negativo
2. Diagnostico laboratorial de candidiase: () Positivo () Negativo

3. Incluséo no ensaio clinico: ( ) Nao ( )Sim, Fasel ( )Sim, Fase Il

Poés-tratamento
Efeitos adversos:

1. Queimacdo ( )Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa
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. Alteragcao de paladar ( ) Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa
. Prurido ( )Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa

. Descamacéo da mucosa ( ) Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa
. Eritema ( )Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa

. Alteracao de cor da prétese e/ ou dentes

( )Ausente ( )Leve ( )Moderada ( ) Intensa

. Outros:

Inspecao da area de suporte da protese no pés-tratamento

. Presenca de alteragao de cor: () Sim. Intensidade: ( ) Nao

. Alteracao da textura da mucosa: ( ) Sim. Intensidade: ( ) Nao

. Presenca de placas esbranquicadas susceptiveis a remog¢ao por raspagem:

( ) Sim. Intensidade: ( ) Nao

. Mucosa subjacente eritematosa:

( ) Sim. Intensidade: ( ) Nao

. Sintomatico: () Sim ( ) Nao
. Em caso afirmativo, quais sdo os sintomas:

) dor. Intensidade

) queimacao. Intensidade
) prurido. Intensidade

) halitose. Intensidade

A~ N SN~

Diagnéstico

. Diagnéstico clinico de candidiase: ( ) Positivo () Negativo

. Diagnéstico laboratorial de candidiase: ( ) Positivo () Negativo
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APENDICE C

ORIENTACOES PARA O USO DOS MEDICAMENTOS

TRATAMENTO DA ESTOMATITE PROTETICA

ORIENTACOES PARA USO DOS MEDICAMENTOS

Antes do uso dos medicamentos vocé deve higienizar toda a cavidade bucal (gengiva, lingua,
bochecha e céu da boca), e também a dentadura (por dentro e por fora) com escova.

Usar creme dental para a higiene da boca e sab&o neutro para a higiene da protese.

1. Uso do Colutério Bucal (Bochecho)
- Remover a prétese e fazer a higiene da boca;

- Fazer bochechos com 10 ml da colutério, por um minuto, 3 vezes ao dia (de 8/8 hs),
durante 15 dias.

2. Uso do Spray (Protese)
- Fazer a higiene da prétese;

- Borrifar o spray sobre a prétese (por dentro e por fora), 3 vezes ao dia (de 8/8 hs), no
mesmo horéario que fizer o bochecho, também durante 15 dias. Coloca-la na boca ap6s
fazer o bochecho com o colutério.

ATENCAO: A noite, apds usar o spray, colocar a prétese em um recipiente SEM &gua.

1. OS PRODUTOS PODEM SER MANTIDOS NA PORTA DA GELADEIRA OU EM
UM LOCAL SEM CALOR E SEM RECEBER LUZ DO SOL.

2. NAO DORMIR COM A PROTESE

Caso necessite algum esclarecimento ou assisténcia, entrar em contato pelos niumeros:

DRA. MARIA REJANE CRUZ - (83) 98730.1088 (Ol) - (83) 99982.7512 (TIM)

DURAGAO DO TRATAMENTO:

INICIO (12 DIA)

TERMINO (15° DIA)

RETORNO
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APENDICE D

CALIBRACAO E OBTENGAO DO VALOR KAPPA (K)

Cat. 1 Cat. 2 Cat. 3
1 2 3
catagoria 0.749 0.788 10
P-‘g:?:;f:giéfigpa < 0.001 < 0.001 <0.001
Intervalo de 95%
de confianga ) sup: 1.0 sup: 1.0 sup: 1.0
do Kappa da categoria | Mf:0:489 | inf:0.528 inf: 0.74

Kappa Geral
Kappa Geral 0.822
P-valor geral < 0.001
Intervalo de 95% sup: 1.0
de confianca do Kappa inf: 0.628

CALIBRADOR: Prof. Dr. Paulo Rogério Ferreti Bonan (UFPB)




