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RESUMO
Introducéo: A candidiase bucal é uma manifestacdo frequentemente encontrada
apos tratamento radioterapico de pacientes com neoplasias em regido de cabeca
e pescoco, que pode gerar um aumento da morbidade e mortalidade devido ao
imunocomprometimento e disseminagdo da infeccdo fungica. A citotoxicidade
apresentada pelos antifungicos convencionais e 0 aumento da resisténcia fungica
também sdo uma preocupacéo atual. Objetivos: Identificar o perfil epidemioldgico
atual dos pacientes diagnosticados com neoplasias malignas localizadas
anatomicamente em regido de cabeca e pescogo, avaliar a atividade antifangica e
citotoxicidade do 6leo essencial de L. origanoides Kunth. (OE) e eucaliptol (EUC),
sobre isolados de Candida spp. Materiais e métodos: Este estudo avaliou os
aspectos sociodemogréficos, clinicos e terapéuticos dos pacientes oncoldgicos. Foi
realizada coleta micoldgica da cavidade bucal de pacientes que concluiram
tratamento radioterapico. Experimentos in vitro foram realizados para avaliar a
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM),
mecanismo de acao, e associacao com antifingicos padrdes. Também foi avaliado
o potencial hemolitico em eritrocitos. Os dados foram analisados por meio de
estatistica descritiva e inferencial uni e bivariada, com uso dos testes Qui-Quadrado
e calculo do coeficiente V de Cramer. Para a interpretacdo dos dados, foi
considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05) e intervalo de confianca de
95%. Resultados: Os achados demonstraram maior prevaléncia de neoplasia em
homens (54,9%), entre 60 e 69 anos (35,4%), feodermas (78%), com ensino
fundamental incompleto (26,8%). A neoplasia mais prevalente foi o carcinoma de
células escamosas (CEC) (63,4%), as areas mais acomertidas foram encéfalo
(32,9%), seguido da lingua (26,8%), o tratamento composto pela associacdo de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia foi o mais adotado (46,3%), e a dosagem de
radioterapia mais utilizada foi entre 70 e 79 Gy (43,8%). Entre 0s pacientes que
participaram da coleta micologica, 57,1% apresentaram fluxo salivar baixo, e 14,3%
muito baixo. O diagnostico de candidiase bucal foi confirmado em 71,4%, com
predominancia de Candida tropicalis (43%), além da inédita identificacdo de
infeccdo da cavidade bucal por Candida magnoliae. Observou-se forte atividade
antimicrobiana tanto no OE (CIM entre 32 e 512 ug/mL) quanto no EUC (CIM entre
64 e 512 pg/mL). Identificou-se potencial fungicida do OE e EUC (CFM/CIM < 4)

sobre as linhagens isoladas, com resisténcia a nistatina (NIS) (CIM entre 128 e 512



Mg/mL) e anfotericina B (ANF) (CIM entre 2 e 8 ug/mL). Os isolados de Candida
albicans apresentaram maior sensibilidade ao OE e EUC. Os achados sugerem
atuacdo na membrana plasmética fangica, além do efeito de aditividade na
associagdo do OE com ANF (0,625), e EUC com NIS (0,75). A andlise toxicidade
demonstrou baixa atividade hemolitica do OE e EUC até 100 ug/mL, com meno
relacdo citotoxica sobre hemécias do tipo A. Conclusao: Os resultados desta
pesquisa demonstram a relevancia do monitoramento da resisténcia flngica e
também do desenvolvimento de novos antimicrobianos na promog¢éo da saude e

sobrevida do paciente oncoldégico.

Palavras-chave: Candidiase bucal; Lippia; Resisténcia fungica a medicamentos;

Antifangico; Neoplasias de cabeca e pescoco.



ABSTRACT
Introduction: Oral candidiasis is a manifestation frequently found after radiotherapy
treatment of patients with neoplasms in the head and neck region, which can
generate an increase in morbidity and mortality due to immunocompromise and
dissemination of the fungal infection. The cytotoxicity presented by conventional
antifungals and the increase in fungal resistance are also a current concern. Aims:
Identify the current epidemiological profile of patients diagnosed with malignant
neoplasms anatomically located in the head and neck region, evaluate the
antifungal activity and cytotoxicity of the essential oil of L. origanoides Kunth. (OE)
and eucalyptol (EUC), on Candida spp. Materials and methods: This study
evaluated the sociodemographic, clinical and therapeutic aspects of these oncology
patients. Mycological collection was performed from the oral cavity of patients who
completed radiotherapy treatment. In vitro experiments were conducted to evaluate
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicide Concentration
(MFC), mechanism of action, and association with standard antifungals. The
hemolytic potential in erythrocytes was also evaluated. The data were analyzed
using uni and bivariate descriptive and inferential statistics, using the Chi-Square
tests and calculating Cramer's V coefficient. To interpret the data, a significance
level of 5% (p < 0.05) and a confidence interval of 95% were considered. Results:
The findings demonstrated a higher prevalence of neoplasia in men (54.9%),
between 60 and 69 years old (35.4%), pheoderma (78%), with incomplete primary
education (26.8%). The most prevalent neoplasm was squamous cell carcinoma
(SCC) (63.4%), the most affected areas were the brain (32.9%), followed by the
tongue (26.8%), the treatment consisted of a combination of surgery, radiotherapy
and chemotherapy was the most adopted (46.3%), and the most used radiotherapy
dosage ranged between 70 and 79 Gy (43.8%). Among the patients who
participated in the mycological collection, 57.1% had low salivary flow, and 14.3%
had very low salivary flow. The diagnosis of oral candidiasis was confirmed in
71.4%, with a predominance of Candida tropicalis (43%), in addition to the
unprecedented identification of infection at the oral cavity by Candida magnoliae.
Strong antimicrobial activity was observed in both EO (MIC between 32 and 512
pMg/mL) and EUC (MIC between 64 and 512 ug/mL). The EO and EUC presented
fungicidal potential (MFC/MIC < 4) on the isolated strains, with resistance to nystatin
(NIS) (MIC between 128 and 512 pg/mL) and amphotericin B (ANF) (MIC between



2 and 8 yg/mL). Candida albicans isolates showed greater sensitivity to EO and
EUC. The findings suggest action on the fungal plasma membrane, in addition to
the additive effect in the association of EO with ANF (0.625), and EUC with NIS
(0.75). The toxicity analysis demonstrated low hemolytic activity of EO and EUC up
to 100 pg/mL, with less cytotoxicity on type A erythrocytes. Conclusion: The results
of this research demonstrate the relevance of monitoring fungal resistance and also
the development of new antimicrobials in promoting the health and survival of

cancer patients.

Keywords: Oral candidiasis; Lippia; Antifungal drug resistance; Antifungal agents;

Head and neck neoplasms.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma patologia que representa um grande desafio a saude
humana. Estudos recentes apontam que a taxa de sobrevivéncia, representada por
uma relagdo entre mortalidade e incidéncia, vem crescendo de forma

desproporcional (Zhang et al., 2022).

O aumento significativo na incidéncia e mortalidade relacionadas ao céancer
€ uma tendéncia global em rapida expansado. Esse crescimento € principalmente
atribuido as mudancas demogréficas e epidemioldgicas que estdo ocorrendo em
escala mundial. No contexto brasileiro, projeta-se um numero expressivo de 704
mil novos casos de cancer durante o periodo de 2023 a 2025 (Santos et al., 2023,
Sung et al., 2020). Santos e colaboradores (2023) definiram o perfil epidemiolégico
de pacientes com cancer de cabeca e pescoco tratados entre janeiro de 2010 e
dezembro de 2020, e observaram que o cancer bucal foi o mais prevalente (36,5%),

sendo a lingua o sitio mais acometido (21,1%).

Os canceres em estagio inicial sdo tratados com modalidade Unica,
geralmente composta por uma intervencao cirdrgica, que pode ser associada ou
nao a reconstrucdo. Por outro lado, canceres mais avancados necessitam de
tratamento multimodal, incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia e

imunoterapia (Huang, Sullivan, 2013; Subash et al., 2022).

As principais disfun¢cdes orais que ocorrem nos pacientes com cancer em
regido de cabeca e pescoco durante as fases de tratamento e pds-tratamento sao:
mucosite oral, xerostomia, dificuldades alimentares, dificuldades de degluticdo
(disfagia), alteracdes no paladar (diosmia) e disfuncdo na fala. Geralmente, a
xerostomia esta associada a hipossalivacdo o0 que ocasiona o aparecimento de
infeccdes oportunistas como a candidiase bucal, Estomatite protética, alteracdes
no pH, alteracdo na secrecdo de Imunoglobulina A. Também podem ocorrer céarie

decorrente de radiacdo, célculos e cistos salivares (Brook, 2020; Chen, 2019).

O desenvolvimento da candidiase esta geralmente associado as mudancgas
no microambiente do hospedeiro, proporcionando a transicdo de um

comportamento comensal para um comportamento patogénico. Essa alteracédo
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depende de alguns fatores como: adesinas de superficie celular, enzimas
proteoliticas, mudanca morfologica e desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos (Vila et al.,, 2020). As infec¢Bes fungicas apresentam dificil
resolutividade principalmente pela resisténcia a drogas antifingicas, expressao de
fatores de viruléncia e a alta capacidade de formacdo de biofilme (Cavalheiro,
Teixeira, 2018).

A candidiase bucal, com frequéncia, apresenta-se como uma leséo ativa,
podendo haver dor, sensacdo de queimacdo, alteracdo do paladar e infeccdo
sistémica. Clinicamente, pode apresentar manifestacdes diferentes, entre as quais,
destacam-se as formas de candidiase psudomembranosa, candidiase eritematosa,
candidiase hiperplésica, e a queilite angular. A acuracia do diagnéstico utilizando
apenas a apresentacdo clinica € em média de 50%, o que demonstra uma

subestimacado da candidiase bucal clinica (Chitapanarux et al., 2021).

Espécies de Candida comp8em a quarta causa mais comum de infeccao
nosocomial da corrente sanguinea e estdo associadas a uma taxa de mortalidade
de aproximadamente 50% (Geffers, Gastmeier, 2011; Wenzel, Gennings, 2005).
De acordo com sua evolucéo e a resposta do hospedeiro, a candidiase bucal pode
resultar em morbidade significativa do paciente por meio de disfagia, desidratacao
e desnutricédo (Salvatori et al., 2016).

As mais frequentes ocorréncias de candidiase bucal estdo relacionadas de
forma decrescente a Candida albicans (C. albicans), Candida tropicalis (C.
tropicalis), Candida krusei (C. krusei), Kodamaea ohmeri (K. ohmeri), e Candida
parapsilosis (C. parapsilosis), havendo varios estudos que demonstram a
resisténcia destes fungos a diversos medicamentos, além do risco de infeccao
sistémica (Badiee et al., 2017; Bilal et al., 2022; Cavalheiro, Teixeira, 2018; Quindos
et al., 2014; Vazquez-Olvera et al., 2023). Apesar da patogenia da infecgdo por
Candida spp. ser multifatorial, a imunossupressao e a hipossalivacdo, encontrada
nos pacientes em tratamento oncologico para cancer em regido de cabeca e
pescoco, representam dois fatores significativos para o favorecimento do
desequilibrio da microbiota bucal, promovendo uma intensificacdo da sua
viruléncia, comprovado pelo aumento da diversificacdo de Candida spp. (Azizi,
Rezaei, 2009; Panghal et al., 2012; Redding et al., 2004; Suryawanshi et al., 2012).
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A saliva é enriquecida com proteinas antimicrobianas que auxiliam na limitacdo da
ligacdo de fungos ao epitélio bucal, e esse biofluido é majoritariamente responsavel
pela manutencao destes microrganismos em seu estado comensal (Salvatori et al.,
2016).

A resisténcia fungica frente aos agentes antimicrobianos convencionais
vem se tornando uma forte ameaca a saude publica e aos sistemas de saude em
todo o mundo (Brancini et al., 2016; Marquez, Quave, 2020). Além disso, os efeitos
adversos ocasionados por estes medicamentos, muitas vezes, inviabilizam a sua
prescricdo e administracdo devido a condicdo sistémica do paciente (Ansari et al.,
2016; Boatto et al., 2016). Dessa maneira, a urgéncia relativa a descoberta de
novas terapias antifiungicas configura-se como algo extremamente necessario e
desafiador (Brancini et al., 2016; Marquez, Quave, 2020). Recentemente, surgiram
algumas novas alternativas ao tratamento da candidiase bucal, como as
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina) e o isavuconazol, de alto custo
(Quindods et al., 2019).

A Lippia origanoides Kunth (L. origanoides), anteriormente conhecida como
Lippia sidoides Cham., e popularmente denominada de “alecrim-pimenta”, é é
conhecida por seu carater aromético e uso medicinal como alternativa terapéutica.
Produz um 6leo essencial caracterizado por ser constituido de monoterpenos,
diterpenos, triterpenos e compostos fendlicos que proporcionam acgao
antimicrobiana para diversos patogenos (Alexa et al. 2018, Gusmao et a., 2022),
tendo sido utilizada na medicina tradicional em decorréncia de suas atividades

biolégicas (Araujo et al. 2020).

A preocupacdo com a resisténcia fungica e a citotoxicidade dos antifungicos
atuais associada ao grau de fragilidade do paciente apds tratamento oncoldgico
sao fatores que nortearam este estudo, com a finalidade de propor novas
alternativas como possiblidade terapéutica para o tratamento da candidiase bucal.
Desta forma, este estudo tem o objetivo de promover uma melhoria na rede de

cuidado e, consequentemente, na qualidade de vida desses pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Presenca de leveduras do género Candida e o cancer bucal

Ha diversos estudos que relacionam a presenca de Candida spp. ao quadro
clinico de cancer bucal. Alguns mencionam a presenca da mesma na cavidade
bucal em uma anterioridade a neoplasia, sendo a maioria associada ao
imunocomprometimento da neoplasia; outros descrevem a sua presenca mais
evidente relacionada ao tratamento, com a possibilidade de candidemia sistémica,
a medida que ocorre a progressdo da neoplasia. Em uma pesquisa de analise de
regressao logistica identificou-se o aumento da idade (média de 65 anos) e o uso
de proteses dentarias como fatores de risco associados a colonizacéo bucal por
leveduras. Neste mesmo estudo, C. albicans foi a levedura dominante (74%), sendo
C. glabrata a segunda mais comum (11,5%), seguidas por C. tropicalis (2,6%) e C.
krusei (2,6%) (Schelenz et al., 2011).

A presenca de Candida spp. sempre esteve associada a posterior reacao de
imunocomprometimento do paciente, em decorréncia do tratamento ou de
processos imunoldgicos relacionados ao cancer bucal. Alnuaimi e colaboradores
(2015) avaliaram a diversidade de leveduras do género Candida que colonizavam
a cavidade bucal de pacientes com cancer bucal e outras regides do corpo, no qual
observou-se que a probabilidade de cancer bucal foi 3,24 vezes maior para aqueles
com Candida spp. do que para aqueles sem o microrganismo. Neste mesmo
estudo, uma descoberta proeminente foi o efeito conjunto aditivo altamente

significativo da presenca de Candida spp. e do consumo de alcool.

Jahanshiri e colaboradores (2018) analisaram pacientes iranianos com
cancer em regido de cabeca e pescoco tratados com radioterapia. Entre os 54
pacientes com candidiase orofaringea evidente, foram coletados um total de 60
isolados clinicos, dos quais, a distribuicdo quanto ao género foi de 16 (26,6%)
isolados do sexo feminino e 44 (73,3%) do sexo masculino, onde observou-se que

as infecgbes mistas (duas ou mais espécies de Candida) foram observadas em
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cinco casos. Os resultados revelaram que 53,3% de todos os isolados clinicos eram

C. albicans, seguidos por 21,6% de C. tropicalis, e 15% de C. glabrata.

Diaz e colaboradores (2019) avaliaram a presenca de candidiase bucal em
pacientes que realizavam quimioterapia, e observaram que 20% de todos os
individuos desenvolveram candidiase bucal. Usando estatisticas multivariadas,
identificaram o tabagismo e a quantidade de biofilme dental como preditores
bésicos do desenvolvimento de candidiase bucal durante o tratamento. Todos os
individuos que desenvolveram candidiase bucal tinham comunidades microbiomas
de base dominadas por Candida spp. e enriquecidas em bactérias aciduricas.
Longitudinalmente, a candidiase bucal foi associada a diminuicdo do fluxo salivar
antes do desenvolvimento da lesdo, e ocorreu simultaneamente ou antes da
mucosite oral. A candidiase também foi longitudinalmente associada a uma
diminuicdo nos neutrofilos periféricos. Neste estudo, C. albicans e Candida

dubliniensis foram as espécies mais abundantes.

Li e colaboradores (2017) desenvolveram um estudo retrospectivo de caso-
controle realizado em pacientes internados durante o periodo de 2006 a 2013. As
analises foram realizadas entre pacientes oncoldgicos com candidemia como grupo
de estudo e pacientes com infec¢cdes bacterianas da corrente sanguinea como
controle. C. albicans foi identificada como a espécie mais prevalente e responsavel
por 55,0% de candidemia, seguida por C. parapsilosis complex (21,3%), C.
tropicalis (8,8%), C. glabrata complex (7,5%), Candida lusitaniae (3,8%) e Candida
fama (3,8%). A analise logistica demonstrou que a nutricdo parenteral por periodo
superior a cinco dias (p = 0,036), 0 uso de cateter urinario por mais de dois dias (p
= 0,001), a metastase em orgéaos distantes (p = 0,002), e o cancer gastrointestinal
(p = 0,042) foram os fatores de risco independentes para candidemia. Outrossim, a
candidemia apresentou mortalidade de 30%, significativamente maior do que as
infeccBes bacterianas da corrente sanguinea (p = 0,006), sendo C. albicans citada

como o patdgeno primario.

Em um estudo de vigilancia da candidemia em pacientes com cancer,
realizado pela Organizagéo Europeia para a Investigacéo e Tratamento do Cancer
(OEITC), foram observados 249 episddios de candidemia. C. albicans foi isolada

em 70% (63) dos 90 casos envolvendo pacientes com tumores solidos. A
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mortalidade geral em 30 dias foi de 39% (97 de 249). Em uma analise univariada,
C. glabrata foi associada a maior taxa de mortalidade. Duas analises multivariadas
mostraram que a mortalidade estava associada a idade avancada e a gravidade da

doenca de base (Viscoli et al., 1999).

2.2 Tratamentos para candidiase bucal e presenca de resisténcia fungica

Atualmente, é restrito o arsenal de antifungicos utilizados para o tratamento
de candidiase bucal em pacientes sob tratamento oncolégico para neoplasias em
regido de cabeca e pescoco. Atualmente, evidencia-se uma tendéncia para
resisténcia destes medicamentos quanto ao seu uso, por diversos fatores. Em uma
meta-andlise, observou-se que os efeitos dos medicamentos antifingicos na
reducdo do risco de taxa de cura micolégica na candidiase bucal foram em ordem
decrescente: itraconazol (em capsula ou solugéo oral), miconazol (em comprimido

ou gel oral), fluconazol, nistatina e anfotericina B (Fang et al., 2021).

Kessler e colaboradores (2022), em uma revisdo sistematica e meta-analise,
incluiram pesquisas observacionais que isolaram leveduras de C. albicans
coletadas da cavidade bucal de humanos e realizaram testes de suscetibilidade a
diversos antifingicos, relatando que as menores taxas de resisténcia fungica foram
observadas para anfotericina B, nistatina, flucitosina e caspofungina. Em contraste,
as taxas de resisténcia mais elevadas foram observadas para o miconazol e o

econazol.

Maheronnaghsh e colaboradores (2020) selecionaram um total de 74
isolados de Candida spp. da cavidade bucal de 61 pacientes com cancer e
candidiase bucal. Os isolados incluiram C. albicans (n = 56; 75,5%), C. glabrata (n
= 4; 5,4%), C. krusei (n =5, 7%), C. tropicalis (n = 7; 9,4%) e Candida kefyr (n = 2;
2,7%). Nao resistentes a nistatina foram 78,4%, 10,8% ao fluconazol, e 62,16%

suscetiveis a anfotericina B.

Schelenz e colaboradores (2011) avaliaram a incidéncia de candidiase bucal

entre pacientes com cancer, e observaram algum grau de resisténcia global a todos
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0s azoOis testados, dos quais 4,5% dos isolados apresentaram resisténcia ao
fluconazol, sendo a maioria C. glabrata e C. krusei. Trinta e uma (11,7%) das
leveduras foram resistentes ao itraconazol. A resisténcia ao cetoconazol foi
observada em 11,3% dos isolados, além de se observar baixa taxa de resisténcia

ao voriconazol (0,75%).

Jahanshiri e colaboradores (2018) avaliaram a presenca de candidiase
orofaringea em pacientes com cancer em regido de cabeca e pesco¢o, composto
pela identificacdo de espécies, suscetibilidade antifingica e patogenia, e relataram
gue havia resisténcia dos isolados de C. albicans ao fluconazol, itraconazol,
cetoconazol e anfotericina B respectivamente de 62,5%, 81,2%, 93,7% e 87,5%, e
gue entre os isolados de outras espécies de Candida, a maior e a menor resisténcia

foram observadas no cetoconazol (89,28%) e no fluconazol (42,85%).

2.3 L. origanoides como possibilidade de tratamento antifUngico

A ciéncia, através da bioprospecc¢éao, um conjunto de estratégias sequenciais
utilizadas para a busca de substancias com potencial valor para o ser humano, vem
estudando cada vez mais o valor de derivados vegetais como os 6leos essenciais,
alcoolaturas, tinturas e extratos obtidos com diferentes solventes, com a finalidade
de observar uma potencial atividade farmacoldgica. Geralmente, essa busca trata-
se de um processo multidisciplinar bastante complexo e dinamico, o qual ja foi
estudado e dividido em cinco fases: (i) fase de descoberta, identificacéo e coleta da
planta; (ii) caracterizacdo quimica bioguiada dos extratos, fracdes e compostos
isolados; (iii) validac&o das atividades bioldgicas; (iv) toxicologia e efeitos clinicos
em humanos; e, finalmente, (v) desenvolvimento de um produto comercial. Em
Odontologia, verifica-se um grande interesse da comunidade cientifica e da
indastria sobre a aplicacdo farmacologica de produtos naturais como agentes
anticarie, antifingicos, analgésicos, e anti-inflamatérios (Brasil, 2018; Albuquerque
et al., 2016).

A literatura € composta por estudos que caracterizam os 0leos essenciais da

L. origanoides, sendo possivel observar uma ampla diversidade na sua composi¢ao
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guimica, além da possibilidade de existéncia de uma variabilidade infraespecifica.
Desta forma, os principais fitoconstituintes descritos presentes com concentracao
significativa nos 6leos essenciais sdo o timol, carvacrol, eucaliptol, isoborneol, €-
cariofileno, p-cimeno, carvona, B-mirceno, a- terpineno e acetato de bornila
(Carvalho et al., 2013; Cavalcanti et al., 2010; Costa et al., 2018; Farias-Junior et
al.,, 2012; Ferreira et al., 2018; Franco 2012; Guimaraes et al., 2014; Lima et al.,
2011; Lima et al., 2013; Majolo et al, 2018; Marco et al., 2012; Morais et al., 2012;
Mota et al., 2012; Veras et al., 2013).

Lippia origanoides Kunth, também conhecida popularmente como alecrim-
pimenta, alecrim-grande ou estrepa cavalo, € uma espécie pertencente a familia
Verbaneceae tipicamente encontrada na regido do Nordeste brasileiro.
Caracterizado como um arbusto silvestre, caducifélio, ereto, com caule quebradico
muito ramificado que pode atingir até trés metros de altura, apresenta folhas
aromaticas simples, com margens crenadas, apresentando pelos em ambas as
faces, com tamanho variavel de até 8 cm. Suas flores sdo de cor branca, dispostas
em inflorescéncias subglobosas a subpiramidais presentes em racimos,
apresentando calice curto e membranaceo (Matos, Oliveira, 1998; Matos, 2007).
Adicionalmente, é importante destacar que a L. sidoides esta presente na lista de
plantas medicinais de interesse do SUS (Renisus) desde 2009 (Brasil, 2009), e no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2011) em
decorréncia do seu grande potencial terapéutico.

Os mais diversos estudos sobre as propriedades biolégicas da L.
origanoides podem ser encontrados na literatura. Desta forma, é importante
ressaltar a tencdo dada as pesquisas que objetivam analisar a sua atividade
antimicrobiana. Os 0leos essenciais, bem como outros produtos (extratos
alcodlicos, hidroalcodlicos, ou metandlicos) extraidos da L. origanoides, que podem
ser produzidos a partir de suas folhas (secas ou frescas), caules ou caules, flores,
cascas e raizes, brotos, ramos, cerne e as partes aéreas, assim como de toda a
planta, sdo ricas em monoterpenos, conhecidos por sua atividade antimicrobiana
(Botelho et al., 2009; Fontenelle et a., 2007).

Vérias pesquisas se utilizam de métodos especificos para avaliacdo pré-
clinica da atividade antifingica da L. origanoides. Fontenelle e colaboradores

(2007) relataram atividade antimibrobiana do o6leo essencial obtido de L.
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origanoides contra todas as espécies testadas pelo método de difusdo em pocos
de agar. As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) para leveduras de Candida
spp. variaram de 620 a 2.500 mg/L e as ConcentracBes Fungicidas Minimas
(CFMs) variaram de 1.250 a 5.000 mg/L. Entretanto, segundo critérios propostos
por Sartoratto e colaboradores (2004), essa atividade é classificada entre moderada
e fraca. Outrossim, foi observado que a administracdo aguda do 6leo essencial até
3 g/kg, por via oral em camundongos, foi desprovida de toxicidade evidente. A
administracéo oral do 6leo essencial de L. origanoides (117,95 mg/kg/dia) em ratos,
durante 30 dias, ndo induziu alteracdes histopatoldgicas, hematoldgicas ou
bioguimicas séricas significativas. Evidenciando que o Oleo essencial de L.
origanoides pode ser uma fonte promissora na busca de novos antifangicos devido

a sua eficacia e baixa toxicidade (Fontenelle et al., 2007).

Botelho e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de L. origonoides em espécies bacterianas cariogénicas do género
Streptococcus, bem como em leveduras de C. albicans, usando ensaios de diluicdo
em caldo e difusdo em disco. O 6leo essencial e seus principais componentes (timol
e carvacrol) exibiram potente atividade antimicrobiana nos organismos testados,
sendo C. albicans e Streptococcus mutans 0s microrganismos mais sensiveis.
Adicionalmente, Farias e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antifungica do
extrato etandlico das folhas de L. origanoides contra isolados de Candida spp. de
secregfes vaginais pelo meétodo de difusdo em disco (2.000ug/disco),
determinando a sua CIM, e tendo o fluconazol (25ug/disco) como controle positivo.
O extrato de L. origanoides foi ativo como o fluconazol contra a maioria das 45
leveduras do género Candida testadas. Oito leveduras foram resistentes ao

fluconazol e sensiveis ao extrato de L. Origanoides.

O efeito antibiofilme e antigengivite de L. origanoides foi avaliado através de
uma investigacao in vivo no qual vinte e trés individuos participaram de um estudo
clinico cruzado, duplo-cego, utilizando modelo experimental de gengivite onde um
protetor dental foi construido para cada voluntario, evitando a escovacdo dos 4
dentes posteriores experimentais no quadrante inferior esquerdo no qual os sujeitos
foram designados de forma aleat6ria inicialmente para usar o gel placebo (grupo
controle) ou o gel teste, contendo 10% de L. origanoides (grupo teste). Nos

resultados desta pesquisa observou-se que havia diferenca estatisticamente
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significativa e que o gel teste contendo 10% de L. origanoides tinha sido eficaz no
controle da gengivite (Rodrigues et al., 2009). Uma pesquisa avaliou o Oleo
essencial de L. origanoides através do método de microdiluicdo em caldo. A fracédo
hexanica do mesmo apresentou boa atividade antifungica contra Cryptococcus sp.

e Cryptococcus gatti (De Morais et al., 2016).

A resisténcia de Candida spp. a medicamentos tem sido um desafio para a
descoberta de novas substancias com efeitos antimicrobianos ou moduladores que
possam ser utilizadas contra a candidiase. Brito e colaboradores (2015) avaliaram
a atividade antifungica do 6leo essencial de L. origanoides e do timol contra
leveduras do género Candida. As leveduras de C. krusei (CK LMBM 01, CK LMBM
02), C. albicans (CA LM 62) e C. tropicalis (CT LM 20) foram analisadas, e os

resultados indicaram um potencial efeito antifungico da L. origanoides.

Baldim e colaboradores (2019) estudaram outras formas de apresentacao
na utilizacdo do o6leo essencial de L. origanoides. Sistemas lipidicos micro e/ou
nanoestruturados carregados com Oleo essencial de L. origanoides foram
desenvolvidos e apresentaram forte atividade antifingica contra C. albicans (ATCC
64548). Adicionalmente, a microencapsulacdo por spray do oOleo essencial de L.
origanoides foi investigada, a avaliacdo da atividade antifungica das microparticulas
evidenciou seu potencial como agente antifungico (Fernandes et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

» Avaliar a atividade antifungica e citotoxicidade do Oleo essencial de Lippia
origanoides Kunth. e eucaliptol sobre isolados de Candida spp., bem como
identificar o perfil epidemiolégico de pacientes oncolégicos com diagndstico de

neoplasias malignas em regido de cabeca e pescoco.

3.2 Objetivos especificos

 Avaliacao sociodemografica e clinica de prontuarios de pacientes atendidos no

Hospital Napoledo Laureano em Jodo Pessoa, Paraiba.

« Identificar Candida spp. da cavidade bucal dos pacientes que realizaram

tratamento oncoldgico de neoplasias malignas em regido de cabeca e pescoco.

» Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida

Minima (CFM) do 6leo essencial de L. origanoides e do eucaliptol.

» Determinar o mecanismo de acéo do 6leo essencial de L. origanoides e eucaliptol

na parede celular fungica, por meio de ensaio com sorbitol.

» Determinar o mecanismo de acdo do 6leo essencial de L. origanoides e eucaliptol

na membrana plasmatica fungica, por meio de ensaio com ergosterol.

 Determinar o Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (método de
associacao - checkerboard) do 6leo essencial de L. origanoides e do eucaliptol

com os antifungicos padrdes.

* Avaliar o potencial hemolitico em eritrcitos humanos do 6leo essencial de L.

origanoides e do eucaliptol.
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4. CAPITULO 1

O Manuscrito a seguir foi submetido para publicagéo no peridédico “Scientific

Reports” e encontra-se em andlise.

Oral candidiasis in head and neck cancer patients: epidemiological
approach and in vitro analysis of Lippia origanoides Kunth antifungal

activity.

Abstract

The predominance of radiotherapy indications for oncological treatment of cancers
in the head and neck region reflects the growing number of late diagnoses. Oral
candidiasis is frequently found after the radiotherapy, causing an increase in
morbidity and mortality in these patients. The cytotoxicity presented by antifungals
and increasing fungal resistance are a current concern. This study conducted an
epidemiological assessment of patients with cancer in the head and neck region,
mycological collection from oral cavity of patients who completed radiotherapy, and
determinate antifungal activity and cytotoxicity of Lippia origanoides Kunth.
essential oil and eucalyptol on isolated yeasts. The data were analyzed using uni
and bivariate descriptive and inferential statistics. For descriptive procedures,
frequencies and percentages were presented. Chi-Square and Cramer's V
coefficient were used for inferential procedures, with significance level of 5%
(p<0.05) and confidence interval of 95%. The results demonstrated a change in the
profile of fungal infection, with predominance of Candida tropicalis, the
unprecedented identification of oral cavity infection by Candida magnoliae, and
fungal resistance profile to the antifungals tested. The substances demonstrated
significant and promising antifungal properties, with low cytotoxicity, demonstrating
the relevance of monitoring fungal resistance and also the development of new

antimicrobials.

Keywords: Oral candidiasis; Antifungal drug resistance; Lippia; Antifungal agents;
Head and neck neoplasms.
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1. Introduction

Oral cancer is a common neoplasia that represents a major threat to human
health. Recent studies indicate that the survival rate, represented by a relationship

between mortality and incidence, has been growing disproportionately [1].

Early-stage cancers are treated with a single modality, generally consisting
of a surgical intervention, which may or may not be associated with reconstruction.
On the other hand, more advanced cancers require multimodal treatment, including
surgery, radiotherapy (RTX), chemotherapy (QTX) and immunotherapy [2,3].

The main oral dysfunctions that occur in patients with head and neck cancer
during the treatment and post-treatment phases are: oral mucositis, xerostomia,
dysphagia, dysgeusia and speech dysfunction. Generally, xerostomia is associated
with hyposalivation, which causes the appearance of opportunistic infections such

as candidiasis [4,5].

The development of Candidiasis is generally associated with changes in the
host's microenvironment, providing the transition from commensal to pathogenic
behavior [6]. Fungal infections are difficult to resolve, mainly due to resistance to
antifungal drugs, expression of virulence factors and the high capacity for biofilm
formation [7].

Clinically, oral candidiasis often presents as an active lesion, with pain,
burning sensation, change in taste and systemic infection. The diagnostic accuracy
using only the clinical presentation is on average 50%, which demonstrates an

underestimation of clinical oral candidiasis [8].

The most frequent occurrences of oral candidiasis are related in decreasing
order to Candida albicans (C. albicans), Candida tropicalis (C. tropicalis), Candida
krusei (C. krusei), and Candida parapsilosis (C. parapsilosis), with several studies
that demonstrate the resistance of these fungi to various medications, in addition to

the risk of systemic infection [7,9-12].

Fungal resistance to conventional antimicrobial agents has become a

serious threat to public health and healthcare systems around the world [13, 14].
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Furthermore, the adverse effects caused by these medications often make their
prescription and administration impossible due to the patient's systemic condition
[15, 16]. Therefore, the urgency regarding the discovery of new antifungal therapies

appears to be something extremely necessary and challenging [13, 14].

In order to find new alternatives, several medicinal plants have been studied
as antifungal agents. Therefore, this study aimed to evaluate the epidemiological
assessment of patients diagnosed with cancer in the head and neck region, as well
as analyzing the antifungal activity of the essential oil of Lippia origanoides Kunth.

(L. origanoides) and a phytoconstituent, eucalyptol, on clinically isolated yeasts.

2. Methods
2.1 Test substance and antifungal drugs

The test substances used were L. origanoides essential oil (EO) (Terraflor®,
Brazil) and eucalyptol (EUC) (Biodinamica®, Brazil). The antifungals used were:
nystatin (NYS) and amphotericin B (AMP). The substances were solubilized in 5%
dimethyl sulfoxide (DMSO) and 2% Tween 80, to obtain the necessary
concentrations [17-19].

2.2 Cultures

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) culture medium was used for yeast
maintenance. Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640-L-glutamine liquid

culture medium (without sodium bicarbonate) was used for antifungal assays.

2.3 Microorganisms

The isolated clinical yeasts were C. tropicalis (CT-01, CT-02, CT-03, CT-04,
CT-05, CT-06), C. albicans (CA-01, CA-02, CA-03), C. parapsilosis (CP-01), and C.
magnoliae (CM-01), registered in SisGen (protocol n°® A5B93CE). Yeast from
American Type Culture Collection (ATCC) were used as control (C. tropicalis ATCC
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750, C. albicans ATCC 14053, C. parapsilosis ATCC 22019). To prepare the
inoculum, a suspension in sterile 0.85% NaCl solution adjusted to the 0.5 scale of

the McFarland standard was used, corresponding to an inoculum of approximately

1-5 x 106 colony-forming units per milliliter (CFU/mL) [19-21].

2.4 Sociodemographic assessment, sample selection and identification of the fungi

presence in the oral cavity of patients with head and neck cancer.

The research was initially carried out at the Napoledo Laureano Hospital in

Joao Pessoa, Paraiba, Brazil.

The present study was submitted to the Research Ethics Committee of the
Health Sciences Center of the Federal University of Paraiba, protocol 5,885,916, in
accordance with resolution 466/12 of the National Health Council/MS. The
volunteers who expressed interest in participating in the research were duly

informed and signed the Free and Informed Consent Form - FICF.

Inclusion criteria: adults, aged over 18 years, who had completed
radiotherapy in the head and neck region, between January 2021 and July 2022.
Patients using antifungal medication and who were not interested in participating

were excluded.

Data collection was recorded with a form compiling sociodemographic,

clinical and therapeutic information directly from the patients' medical records.

Initially, 163 records were identified, incomplete records (35) and deaths
during treatment (46) were excluded. Thus, 82 medical records were evaluated for
the epidemiological profile. Of these, new deaths in the period (13) were excluded,
as well as patients from distant cities without mobility conditions (34), patients who
had not undergone radiotherapy (17), and patients admitted to hospital for palliative

treatment (04). Thus, 14 participants were able to perform mycological collection.

Samples were collected from the back of the tongue and buccal mucosa
using two sterile swabs, and applied directly to a Petri dish containing SDA with

chloramphenicol at 100 pg/mL, followed by incubation for 24-48 h at 35+2°C.
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The yeast identification and sensitivity analysis was carried out using the
Vitek® device (bioMérieux, France). The interpretation for the susceptibility test was
conducted in accordance with the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST).

2.5 Assessment of Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The MICs of the substances were analyzed using the broth microdilution
technique. Sterility controls were also carried out with Nystatin and Amphotericin B,
cell viability assay and interference of solubilizing agents (5% DMSO and 2% Tween
80). The plates were then sealed and incubated at 35 *2 °C for 48 hours. After

incubation, microbial growth was observed visually [20-22].

The MIC was defined as the lowest concentration to produce visible inhibition
of yeast growth. The antifungal activity of the substances was interpreted as active
or not active: strong activity (MIC <100 ug/mL); moderate activity (MIC >100 a 500
pg/mL); weak activity (MIC >500 a 1000 ug/mL); and inactive (MIC >1000 ug/mL)
[23].

2.6 Assessment of Minimum Fungicide Concentration (MFC)

The MFC was determined after reading the MIC, in which aliquots of 10 pyL
supernatant from the wells where complete inhibition of fungal growth was observed
(MIC, MIC x 2 and MIC x 4) in the microdilution plates were transferred to the
microdilution wells. a new plate containing 100 uL of RPMI-1640 broth, which was
incubated for 24 h at 35 +2 °C. The product is considered fungicidal when the
MFC/MIC ratio is less than or equal to 4, and fungistatic when the ratio is greater
than 4 [24].

2.7 Effect of antifungal on cell wall (Sorbitol Assay)
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The determination of the MIC of EO and EUC against C. tropicalis yeasts
(CT-05 and ATCC 750), in the presence of sorbitol, was carried out using the
microdilution technique. In this technique, a culture medium previously added with
sorbitol (MW = 182.17) at 0.8 M is used. The MIC values of the product are
compared in the absence and presence of sorbitol. The experiment was carried out

in triplicate and the results were expressed as the geometric mean [25, 26].

2.8 Action of antifungal on the cell membrane (Ergosterol Assay)

The MIC of EO and EUC against C. tropicalis (CT-05 and ATCC 750) were
determined by the microdilution method, using culture medium previously added
with 400ug/mL of ergosterol. The MIC values of the EO and EUC were compared
in the absence and presence of ergosterol. The same procedure was performed
with amphotericin B, whose mechanism of action involves interaction with
ergosterol, as a positive control. The tests were carried out in triplicate and the

results were expressed as the geometric mean [26].

2.9 Association assay with standard antifungals

To observe the effects of the association of EO or EUC to standard NYS or
AMP drugs, the checkboard technique was carried out. In a 96-well plate, 100 pL of
RPMI-1640 culture medium and 50 pL of 7-OH were added in the vertical direction
of the wells, or antifungal agents were added in the horizontal direction of the wells,
in concentrations corresponding to MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC, MIC + 2, MIC
+ 4 and MIC =+ 8. The Suspensions of C. tropicalis strains were added to these wells
(10 pL) and the plates were incubated at 35 +2 °C for 24-48 h. Subsequently, the
fungal growth was analyzed and the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI)
was calculated from the equation: FICI = FICA + FICB, which: “A” is the EO or EUC

and “B” the standard antifungals.

FICA was calculated by the following ratio: combined MICA/isolated MICA,
analogously to the FICB. The index is interpreted as follows: synergism (FICI < 0.5),
indifference (0.5 < FICI < 4) and antagonism (FICI > 4.0) [27-29].
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2.10 Assessment of cytotoxicity in human erythrocytes

The evaluation of the anti-hemolytic activity on human erythrocytes was
performed with suspension of erythrocytes 0.5%. A solution of the substance test at
different concentrations was incubated in tubes contain 2 mL of an erythrocyte
suspension for 1h at 22 + 2°C. As positive control for hemolysis it was used Triton
X-100. Then, the preparations was centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes and the
supernatant was discarded. The erythrocytes were then resuspended in a hypotonic
solution of sodium chloride (0.24%) and stirred at 100 rpm for 90 minutes at 22 +
2°C. After this period, the samples were centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes and

hemolysis was quantified by spectrophotometry at a wavelength of 540nm [30].

2.11 Data analysis

The data were recorded in the form of a database in the computer program
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows, version 25.0, and
analyzed using uni and bivariate descriptive and inferential statistics. For descriptive
procedures, raw and relative data (frequencies and percentages) were presented.
Regarding inferential procedures, non-parametric statistics were used, due to the
categorical (nominal) nature of the variables. To this end, the following tests were
used: Chi-Square and calculation of Cramer's V coefficient. Finally, it should be
noted that to interpret the information, a significance level of 5% (p < 0.05) and a

confidence interval of 95% were considered.

3. Results
3.1 Epidemiological assessment

The epidemiological findings show that the most prevalent sociodemographic
profile of patients with a positive diagnosis of malignant neoplasia in the head and

neck region in the period between January 2021 and July 2022 was male (54.9%),

29



aged over 50 years. (83%), pheoderma (78%), single marital status (50%),

incomplete primary education (26.8%), and catholic religion (52.4%) (Table 1).

Table 1. Sociodemographic characterization of the sample.

Variables Subgroups f %
Gender Male 45 54.9
Female 37 45.1
0 - 9 years 1 1.2
20 - 29 years 3 3.7
30 - 39 years 4 4.9
40 - 49 years 6 7.3
Age range 50 - 59 years 19 23.2
60 - 69 years 29 35.4
70 - 79 years 14 17.1
80 - 89 years 4 4.9
90 - 99 years 2.4
Leucoderma 12 14.6
Phenotype Pheoderma 64 78.0
Not declared 6 7.3
Single 41 50.0
Married 26 31.7
Marital Status Estable union 1 1.2
Divorced 6 7.3
Widower 5 6.1
Not declared 3 3.7
llliterate 8 9.8
Lliterate 21 25.6
Incomplete primary education 22 26.8
Education Complete primary education 4 4.9
Incomplete high school 1 1.2
Complete high school 7 8.5
Incomplete higher education 4 4.9
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Complete higher education 4 4.9
Not declared 11 13.4
Catholic 43 52.4
Evangelical 8 9.8
Religion Spiritist 1 1.2
Jehovah's Witness 1 1.2
Not declared 29 35.4

According to clinical data, it was possible to conclude that squamous cell

carcinoma was the most prevalent pathology (63.4%), with the highest frequency

being intracranial tumors (32.9%), followed by tongue neoplasia (26.8%). Despite

the high number of medical records with incomplete information on disease staging,

the proportion of patients who presented lymphatic involvement (20.7%) and distant

metastasis (18.3%) suggests a late diagnosis of these patients (Table 2).

Regarding oncological treatment, the compiled data demonstrate that the

most frequently adopted therapeutic plan was multimodal (46.3%), consisting of a

combination of surgery, radiotherapy and chemotherapy. Radiotherapy treatment

mostly consisted of doses greater than 50 Gy (79.8%). The most used

chemotherapy treatment was adjuvant (62.2%) polychemotherapy (56.8%) (Table

2).

Table 2. Description of variables related to neoplasms.

Variables Subgroups

f

%

Squamous cell carcinoma (SCC)
Adenocarcinoma

Metastatic melanoma

Adenoid cystic carcinoma
Neoplasm
Plasmacytoma
Metastatic carcinoma

Metastatic clear cell carcinoma

Astrocytoma

52
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63.4

7.3
2.4
2.4
2.4
3.7
1.2
4.9
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Glioma 1 1.2
Pituitary adenoma 2 2.4
Pituitary carcinoma 1 1.2
Glioblastoma 1 1.2
Neuroendocrine carcinoma 2 2.4
Linfoma 2 2.4
Undifferentiated 1 1.2
Tongue 22 26.8
Oropharynx 9 11.0
. Pharynx 2 2.4
Location
Larynx 18 22.0
Eye 4 4.9
Brain 27 32.9
_ Spread to the lymph nodes 17 20.7
Staging _

Presence of metastasis 15 18.3
Yes 9 11.0

Recurrence
No 73 89.0
Yes 18 22.0

Death
No 64 78.0
Surgery 10 12.2
RTX 2 2.4
QTX 2 2.4
Treatment Surgery + RTX 28 34.1
Surgery + QTX 1 1.2
RTX + QTX 1 1.2
Surgery + RTX + QTX 38 46.3
Monochemoterapy 16 43.2
Chemotherapy (QTX)

Polychemoterapy 21 56.8
Curative 2 5.4
QTX type Adjuvant 23 62.2
Palliative 12 32.4
RTX dose 20 - 29 Gy 1 1.6
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30 - 39 Gy
40 - 49 Gy
50 - 59 Gy
60 - 69 Gy
70 - 79 Gy
80 - 89 Gy

11

14

28

17.2
1.6
21.9
12.5
43.8
1.6

Mycological collection from the oral cavity revealed a high rate of

opportunistic infection by Candida spp. after completion of radiotherapy treatment

(71.4%). Highlighting the higher prevalence of C. tropicalis (42.9%), the presence

of mixed infection by C. albicans and C. parapsilosis, and the intriguing identification

of a case of infection by C. magnoliae.

This study suggests statistically significant associations between the type of

neoplasm and: age group [x*(112) = 195,26; p < 0,001; V = 0,54], occurrence of
recurrence [x*(14) = 25,51; p = 0,03; V = 0,55], treatment plan [x?*(84) = 305,26; p <
0,001; V = 0,78], dose of radiotherapy [x?*(60) = 106,73; p < 0,001; V = 0,52], and

the modality of chemotherapy [x?*(16) =51,67; p < 0,001; V = 0,83] (Table 3).

Table 3. Association between neoplasms and variables: age group, recurrence,

type of treatment, dose of radiotherapy and type of chemotherapy.

Variables
Squamous cell carcinoma
Adenocarcinoma
Metastatic melanoma
Adenoid cystic carcinoma
Plasmocytoma
Metastatic carcinoma

Metastatic clear cell carcinoma

Astrocytoma

Glioma

Pituitary adenoma

Pituitary carcinoma

Glioblastoma

Neuroendocrine carcinoma

Linfoma

Undifferentiated

Age range (years)
0-9 0 0 0 0 0
20-29 1 0 0 0 0 0

o

2*

1*

o
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30-39 1 0 0 0 0 1* 0 1 0 0 1* 0 0
40-49 3 0 0 0 o 2 0 1 0 0 0 0 0
50-59 13 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
60 - 69 19 2 2 1 2 0 1 0 0 0 0 0 2
70-79 10 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
80 -89 3 0 0 1* 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90 -99 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inferential values: x3(112) = 195.26; p < 0.001; V = 0.54

Recurrence

Yes 5 0 0 0 0 0 o 2 1* 0 1* o0 0
No 47 6 2 2 2 3 1 2 0 2 0 1 2

Inferential values: x*(14) = 25.51; p = 0.03; V = 0.55
Treatment: Surgery (S), Radiotherapy (R), Chemotherapy (C), and combinations

S 5 0 1 O 0O 0 O0O ©o0 ©0 22 o0 o0 1
R o 0 1* o0 0O 0 O O0 1* 0 0 0 0
Q o 0 o o0 O 0O O o0 0 0 0 0 0
S+R 22 1 0 1 0 2 0 2 0 0 0 1 0
S+Q o 0 o o O 0 1* 0 0 0 0 0 0
R+Q o 0o o 1* 0 0 O O 0 0 0 0 0
g’R* % 5 0 o0 2 1 0 2 0 0 1 o0 1

Inferential values: x*(84) = 305.26; p < 0.001; V =0.78
Radiotherapy dose (Gy)

20 - 29

1 0 0 0 0O O O O O 0 o0 o0 o
30 - 39

3 5 1* 0 0 2 0 0 0 0O 0 0 O
40 - 49

© O »r O +»r O O
o O o ©o » O O



50-59

60 - 69

O 0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1* o
-7 95« 9o 0o 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
80 - 89

0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Inferential values: x*(60) = 106.73; p < 0.001; V =0.52
Type of chemotherapy: Curative (C), Adjuvant (A), Palliative (P)

C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2*
A 19* 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
P 5 4* 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0

Inferential values: x*(16) =51.67; p < 0.001; V = 0.83

Legend: f: gross frequency; x?: Chi-Square Test Statistics; df: degrees of freedom; p: statistical significance; V:
Cramer’s V association coefficient; * = statistically significant association at the 5% level.

MIC and MFC analyzes demonstrated that EO and EUC have antifungal
activity against yeasts resistant to NYS and AMP, with fungicidal potential against
the strains studied (Table 4 and 5). Evaluation of the effect of EO and EUC in the
presence of sorbitol and ergosterol suggests that their effect is exerted on the fungal

plasma membrane (Table 6).

Table 4. MIC and MFC values (ug/mL) of EO, AMP and NYS against yeasts.

Yeasts 1L origanoides 2AMP 3NYS

GC
MIC MFC MFC/MIC Effect MIC MFC MIC MFC

ATCC 14053 128 128 1 Fungicidal 4 8 256 512 +
CAO01 64 128 2 Fungicidal 4 8 256 512 +
CAO02 64 128 2 Fungicidal 2 16 256 512 +
CAO03 64 128 2 Fungicidal 8 8 128 512 +
ATCC 750 32 128 4 Fungicidal 4 8 256 512 +
CT01 256 512 2 Fungicidal 8 8 128 512 +
CT02 256 256 1 Fungicidal 4 8 256 512 +
CT03 256 1024 4 Fungicidal 4 16 128 512 +
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CT04
CTO5
CTO6

ATCC 22019

CPO1
CMO01

512

256

256
64
64
32

128
256
128
128
128
128

0.25
1
0,5
2
2
4

Fungicidal
Fungicidal
Fungicidal
Fungicidal
Fungicidal

Fungicidal

o A N NMNDN
0 0 0o 0 o

2 16

128
256
512
512
128
256

256
1024
512
512
512
256

+

+

GC: Control of microorganism growth in RPMI-1640, DMSO (10%) and Tween 80 (2%), without
test substances or antifungals.

ICutoff points: fungistatic (MFC/MIC > 4) and fungicide (MFC/MIC < 4) (Siddiqui et al., 2013).
2Cutoff points: AMP MIC <1 (S); 2 1 (R) pg/mL (CLSI, 2017).
3Cutoff points: MIC NYS < 4 (S); 8 — 32 (S-DD); 2 64 (R) pg/mL (CLSI, 2017).

Table 5. MIC and MFC values (ug/mL) of EUC, AMP and NYS against yeasts.

!Eucaliptol 2AMP 3NYS
Yeasts MIC MFC MFC/MIC Effect MIC MFC MIC MFC cc
ATCC 14053 64 128 2 Fungicidal 4 8 256 512 +
CAO01 64 256 4 Fungicidal 4 8 256 512 +
CAO02 64 256 4 Fungicidal 2 16 256 512 +
CAO03 64 128 2 Fungicidal 8 8 128 512 +
ATCC 750 32 128 4 Fungicidal 4 8 256 512 +
CTO1 256 256 1 Fungicidal 8 8 128 512 +
CT02 256 128 0.5 Fungicidal 4 8 256 512 +
CT03 512 128 0.25 Fungicidal 4 16 128 512 +
CT04 64 256 4 Fungicidal 2 8 128 256 +
CTO5 64 128 2 Fungicidal 2 8 256 1024 +
CTO06 64 128 2 Fungicidal 2 8 512 512 +
ATCC 22019 64 128 2 Fungicidal 4 8 512 512 +
CPO1 64 128 2 Fungicidal 8 8 128 512 +
CMO01 64 128 2 Fungicidal 2 16 256 256 +

GC: Control of microorganism growth in RPMI-1640, DMSO (10%) and Tween 80 (2%), without
test substances or antifungals.

1Cutoff points: fungistatic (MFC/MIC > 4) and fungicide (MFC/MIC < 4) (Siddiqui et al., 2013).
2Cutoff points: AMP MIC < 1 (S); 2 1 (R) pg/mL (CLSI, 2017).
3Cutoff points: MIC NYS < 4 (S); 8 — 32 (S-DD); 2 64 (R) ug/mL (CLSI, 2017).

Table 6. Effect of EO and EUC against C. tropicalis in the absence and presence of
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0.8M sorbitol, and in the absence and presence of ergosterol at 400ug/mL.

MIC (pg/mL)
C. tropicalis CT05 C. tropicalis ATCC 750
Dru
g Absence of Presence of Absence of Presence of
sorbitol sorbitol sorbitol sorbitol
EO 64 <8 64 <8
EUC 64 <8 64 <8
MIC (pg/mL)
D C. tropicalis CT05 C. tropicalis ATCC 750
rug
Absence of Presence of Absence of Presence of
ergosterol ergosterol ergosterol ergosterol
EO 64 128 64 64
EUC 64 256 64 32
AMP 2 64 4 16

The association with antifungals revealed an additive effect between the EO

and AMP, as well as between EUC and NYS, on C. tropicalis yeasts (Table 7).

Table 7. Determination of the Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) of the

association between EO and EUC with NYS and AMP in yeasts of C. tropicalis.

Product Yeasts FICA | FICs | FICIl +nisyy | FICA | FICs | FICI +ams)
C. tropicalis
CTOS 1 0.125 1.125() 0.125 0.5 0.625 (A)
EO
C. tropicalis
ATCC 750 2 0.125 2.125(I) 2 0.25 2.25 (1)
C. tropicalis
CTO5S 0.125 2 2.125 (1) 1 0.5 1.5()
EUC
C. tropicalis
ATCC 750 0.25 0.5 0.75 (A) 2 0.25 2.25 (1)
Legend: (1) Indifference, (A) Additivity

Finally, the evaluation of cytotoxicity in human erythrocytes demonstrated
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low toxicity in blood cells (Figure 1).
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Figure 1. Hemolytic evaluation of EO and EUC in erythrocytes (types A, B, O). (C-
) Negative control (0.5% suspension), (C+) Positive control (1% Triton X-100). P <
0.05 (*), P <0.01 (**) and P < 0.001 (***) versus positive control.

4. Discussion

Research on sociodemographic data, correlated with neoplasms in the head
and neck region, points to a tendency towards a higher prevalence in men,
Caucasians, who had incomplete primary education, and with an average age that
is around 65 years old [31,32]. In contrast, this study demonstrated a higher
prevalence for the pheoderma phenotype.

The findings showed a higher prevalence of Squamous Cell Carcinoma,
followed by Adenocarcinoma, in line with epidemiological data from North America
and Europe [33,34]. A recent study reported a higher occurrence in the oral cavity,
without considering non-melanoma skin cancers [35]. However, in this research a
greater predominance of cancers of the central nervous system was observed,

followed by the oral cavity.

In terms of treatment, there is a clear trend towards the use of combined
therapeutic modalities. However, treatment results should be interpreted with
caution as individual and institutional biases may influence treatment selection
[36,37]. The majority of patients (57.9%) received a dose greater than 60 Gy, with
emphasis on doses between 70 and 79 Gy (43.8%). The dose of radiotherapy is
directly associated with oral repercussions such as hyposalivation and
immunocompromise [38], predisposing factors that may justify the prevalence of

oral candidiasis (71.4%) observed in this study.

The prevalence of C. tropicalis (43%) differs from the literature, which
generally highlights C. albicans as the most prevalent species [39-42]. The
detection of C. magnoliae in one of the research participants is intriguing, given
that reports of its infection in humans are rare, with few cases documented in the

literature since the first occurrence of systemic infection in 2007 in China [43].

The MIC values obtained allow classifying EO and EUC as substances with
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strong antimicrobial activity [44], corroborating findings from the literature [45-48].
Analysis of NYS and AMP MICs demonstrated resistance of all tested yeasts [21].
Comparison of recent studies with previous ones allows observation of the
evolution of fungal resistance over the years [49,50]. These findings highlight the

relevance of studies for the development of new antimicrobial agents.

The additive effects observed in the associations of OE+AMP and
EUC+NYS may contribute to the control of fungal infection. However, combinations
between two or more medications must be supported by tests that demonstrate

results of the association with the pathogen [51].

Due to the novelty of the evaluation of the effect of EO and EUC against the
cell wall of C. tropicalis, it was not possible to make a comparison with other
studies. However, the findings suggest that EO and EUC act by binding
(complexing) with ergosterol from the fungal plasma membrane, a finding also
observed in AMP (positive control) [25,26]. More studies are needed to clarify the
mechanism of action of OE and EUC, as these products demonstrate significant

and promising antifungal properties.

The observation of better interaction between EUC and type A and B red
blood cells, also between EO and type A red blood cells, suggests a lower cytotoxic
relationship between the molecules of these compounds compared to the antigenic
portion of these red cells. Previous study demonstrates the safe use of the aqueous
extract of L. origanoides for the development of new medicines and for use by

populations in traditional medicine [52].

5. Conclusion

Epidemiological findings demonstrate that despite investments in prevention
and health promotion, late diagnosis of cancer is still frequent. Late diagnosis
provides an increase in the dose of radiotherapy and the combination with
chemotherapy, treatments that have adverse effects that are risk factors for oral

candidiasis.

The high rate of opportunistic infection by Candida spp. and the identification
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of fungal resistance, validate the need for studies to develop new antimicrobial

agents.

EO and EUC demonstrated significant and promising antifungal properties

with action on the fungal plasma membrane, and low blood cell toxicity.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

As pesquisas sobre dados sociodemograficos, correlacionados a neoplasias
de cabecga e pescogo, apontam uma tendéncia a maior prevaléncia em homens,
leucodermas, que possuiam ensino fundamental incompleto, e com uma média de
idade que gira em torno dos 65 anos (Canick et al., 2023, Bonzanini et al., 2023).
Nesta pesquisa, também se observou a maior frequéncia no sexo masculino, com
ensino fundamental incompleto, e com o diagnéstico realizado majoritariamente em
pacientes entre 50 e 79 anos, com destaque para a faixa etaria compreendida entre
60 e 69 anos. Contudo, em contraste com pesquisas anteriores, prevaleceu o

fendtipo feoderma.

O enfrentamento emocional de um paciente com cancer é profundamente
impactado pelo sofrimento e pela presséo mental ao lidar com a doenca (Guerrero
et al., 2011). O uso de crencas religiosas ou espirituais para lidar com problemas e
amenizar as consequéncias emocionais €é conhecido como coping
religioso/espiritual. Esse mecanismo pode ter uma conotacdo negativa quando o
paciente utiliza essas crencas para justificar negligéncias com a saude ou substituir
tratamentos médicos. No entanto, quando combinado com orienta¢cdes clinicas,
pode ser um estimulo positivo no enfrentamento da doenca, contribuindo de
maneira benéfica para as funcbes do corpo através de efeitos
psiconeuroimunologicos, regulacdo da frequéncia respiratéria e cardiaca, além de
ajudar na reducao do estresse (Panzini, Bandeira, 2007). Ouro e colaboradores
(2018) sugerem que o bem-estar religioso e espiritual, na maioria dos casos,
proporciona estilo de enfrentamento positivo, influenciando a maneira de lidar

com o diagnéstico e a adesdo ao tratamento oncolégico.

Quando se faz referéncia a neoplasias de cabeca e pescoco, os estudos
apontam uma maior frequéncia ao Carcinoma de Células Escamosas (CEC).
(Alhazzazi, Alghamdi, 2016). Como segunda maior prevaléncia, os estudos
divergem quanto aos continentes, muitas vezes vamos observar que no continente
africano o segundo mais frequente é o Linfoma de Burkitt (Bassey et al., 2015), na
América do Norte e Europa, o Adenocarcinoma (Cooper et al., 2009, Van Dijk et al.,

2012), na Asia, o Carcinoma Anaplasico (Lasrado et al., 2012). Em nosso estudo,
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observou-se a maior prevaléncia de Carcinoma de Células Escamosas, seguido de
Adenocarcinoma, em consonancia com os dados epidemioldgicos da América do

Norte e Europa.

Entre os tumores intracranianos, a literatura demonstra uma prevaléncia
maior de glioma (Buffon et al., 2022; Ostrom et al., 2015), relato corroborado pelos
achados no nosso estudo, com destaque para o astrocitoma, um glioma de baixo

grau.

Ao avaliar as localizagbes mais prevalentes do cancer em regido de cabega
e pescoco, estudo recente destacou a cavidade oral como o sitio de maior
ocorréncia, sem considerar os canceres de pele ndo-melanoma (Seedat et al.,
2023), concordando com as estimativas de incidéncia de cancer no Brasil para o
triénio 2023-2025 (Santos et al., 2023). Entretanto, nesta pesquisa observou-se que
0s canceres com envolvimento do sistema nervoso central apresentaram maior

prevaléncia, seguido do cancer em cavidade oral.

Em relagcédo ao tratamento, a terapia mais adotada em nosso estudo foi do
tipo multimodal, caracterizada pela combinagdo de cirurgia, radioterapia (RTX) e
quimioterapia (QTX), identificada em 46,3% dos casos. Em termos de tratamento,
ha uma tendéncia clara para a incorporagcdo de novas técnicas e avangos no
tratamento, particularmente com o uso de modalidades terapéuticas combinadas,
incluindo cirurgia e radioterapia ou quimioterapia e radioterapia. No entanto, os
resultados relativos ao tratamento devem ser interpretados com cautela, uma vez
que as mudangas no tratamento também decorrem de vieses individuais e
institucionais que influenciam a sele¢do do tratamento, corroborando com nosso
estudo (Carvalho et al., 2005; Rajendra et al., 2020).

Ao analisar os tipos de tratamento de forma individualizada, a literatura
demonstra que ha uma alta frequéncia de indicacédo para cirurgia e radioterapia,
adotadas em mais de 75% dos casos, enquanto a quimioterapia é indicada em
aproximadamente 50% dos tratamentos de cancer em regido de cabega e pescogo
(Silva et al., 2020). Esses dados s&o corroborados nesta pesquisa, onde foram
adotadas a cirurgia em 93,9% dos casos, a radioterapia em 84,1%, e a
quimioterapia em 51,2% dos tratamentos. Outrossim, a definicdo do plano de

tratamento depende diretamente do grau de comprometimento da lesdo, desta
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forma, esses dados refletem que, apesar dos esforgos, o diagndstico do cancer

ainda pode ser considerado tardio.

Arya e Brizuela (2023) observaram que os pacientes que receberam uma
dose < 54 Gy tiveram uma taxa de falha primaria significativamente maior do que
aqueles que receberam > 57,6 Gy (p = 0,02). Neste mesmo estudo ocorreram
complicagbes moderadas a graves do tratamento combinado em 7,1% dos
pacientes; estes foram mais frequentes em pacientes que receberam = 63 Gy
(Peters, 1993). Em nossa pesquisa, a maioria dos pacientes (57,9%) receberam
dose superior a 60 Gy, com destaque para dose entre 70 e 79 Gy (43,8%). A
relevancia desses dados decorre da associagao direta entre a dose de radioterapia
e repercussoes bucais, como hipossalivacdo e imunocomprometimento, fatores

predisponentes para o desenvolvimento de candidiase oral.

Ao se analisar os dados referentes aos participantes da coleta micoldgica,
pode-se observar que a maioria (64,3%) era composta por mulheres, com idade
superior a 50 anos (78,6%), feoderma (71,4%), solteiras (50%), alfabetizadas
(50%), e catdlicas (57,1%). A neoplasia mais prevalente foi o CEC (57,1%), seguido
do astrocitoma (21,4%). As localizagdes mais comuns foram o encéfalo (42,8%), e
a laringe (28,6%). Com identificacdo de linfonodo palpavel em 28,6%, e metastase
a distancia em 14,3%. Todos foram submetidos a tratamento multimodal composto
por cirurgia e radioterapia, com associacdo a quimioterapia em 64,3%. A menor
dose de radioterapia adotada foi de 30 Gy (14,3%), e a maior 70 Gy (35,7%). A
guimioterapia mais adotada foi monoquimioterapia (35,7%) adjuvante (42,8%).
Com relacéo ao fluxo salivar, a sialometria demonstrou fluxo normal (28,6%), baixo
(57,1%) e muito baixo (14,3%). Foram observados sinais clinicos sugestivos de
candidiase em 64,3%, com sintomatologia de ardéncia em 57,1%. Foi observado o
uso de protese por 85,7% dos participantes. Com relacdo a comorbidades, 42,8%
eram hipertensos, e 7,1% diabéticos. Por fim, quanto a habitos deletérios, 71,4%

haviam sido fumantes, 57,1% eram etilistas, e 50% associavam tabaco e alcool.

Este estudo enfatiza a importdncia da pesquisa sobre microrganismos
presentes na cavidade oral de pacientes imunocomprometidos. Cerca de 71,4%
dos pacientes que participaram da coleta micolégica apresentaram infeccéo

oportunista por Candida spp. Isso pode representar um desafio para a saude
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sistémica desses pacientes, e esta de acordo com estudos que indicam uma
variacao de 10% a 70% de infecg¢ao pelo género Candida em individuos saudaveis,
numeros que tendem a ser maiores para os imunocomprometidos (Motta et al.,
2010; Sroussi et al., 2017; Vieira, 2018). Além disso, um estudo recente relatou por
meio de uma analise de regressao logistica que os pacientes com cancer em regiao
de cabeca e pescogo estdo associados a niveis mais altos de inflamacéo gengival
e a uma condicdo de saude bucal precaria em comparagao com pacientes com
outros tipos de cancer (Nishi et al., 2023). Justificando a maior predisposi¢ao deste

paciente a infec¢des oportunistas por Candida spp.

Vale ressaltar a prevaléncia significativa de C. tropicalis (43%) entre as
espécies do género Candida isoladas neste estudo, seguida por C. albicans (14%),
C. magnoliae (7%) e uma associagao de C. albicans com C. parapsilosis (7%).
Esses resultados divergem da literatura, que geralmente destacam C. albicans
como a espeécie de maior prevaléncia (Bongomin et al., 2017; Jesus et al., 2015;
Motta et al., 2010; Vieira, 2018).

A detecgdo de C. magnoliae em um dos participantes da pesquisa é
intrigante, dado que relatos de sua infecgdo em humanos séo raros, com poucos
casos documentados na literatura, desde a primeira ocorréncia de infeccéo
sistémica em 2007 na China (Cascio et al., 2007). Contudo, durante anamnese, 0
paciente relatou apresentar criagcdo de aves, bem como a convivéncia com a
presenga de carcaras muito proximos a sua residéncia. Os carcaras pertencem a
uma espécie de ave de rapina da Ordem Falconiformes, Familia Falconidae,
comuns no Nordeste brasileiro. Silva e colaboradores (2019) descrevem a presenca
dessa levedura em aves de rapina, sugerindo que a infecgdo possa ter sido
provocada pela associagéo entre o imunocomprometimento do paciente e o seu

contato com aves.

Estudos quimicos da L. origanoides realizados no Brasil e apresentados por
Moréo et al. (2016) demonstram que a planta possui monoterpenos oxigenados,

carvacrol e timol.

A estrutura quimica do timol e carvacrol Ihe conferem potencial antioxidante,
permitindo a capacidade destes compostos na protecéo ou reversao dos efeitos do

H20:2 nas células. Dessa forma, justifica-se a funcao essencial destas moléculas na
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protecdo contra efeitos oxidativos e menor desempenho de efeito citotdxico,
contribuindo para o uso dessas moléculas na acao terapéutica de muitas patologias
(Dantas, 2017; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2015).

Com relacéo aos experimentos deste estudo direcionados para a analise da
atividade antifungica, o 6leo essencial de L. origanoides e eucaliptol apresentaram
efeito fungicida (CFM/CIM < 4) (Siddiqui et al., 2013) sobre todas as leveduras
testadas (C. tropicais, C. albicans, C. parapsilosis, e C. magnoliae). Além disso, 0s
valores de CIM obtidos permitem classificar o 6leo essencial e eucaliptol como
substancias de forte atividade antimicrobiana (Sartoratto et al., 2004), corroborando
achados da literatura (Botelho et al., 2007; Batista et al., 2013; Brito et al., 2015;
Fontenelle et al., 2007).

A andlise das CIMs dos antifungicos padrdes utilizados nesta pesquisa
(anfotericina B e nistatina) permitiu se observar que todas as leveduras
apresentaram resisténcia para ambos os antifingicos, uma vez que os valores
obtidos de CIM foram superiores aos pontos de corte (CSLI, 2017). Adicionalmente,
a comparacdo de estudos recentes com estudos antecessores permitem a
observacéo da evolugcao da resisténcia fungica ao longo dos anos (Batista et al.,
1999; Boff et al.,, 2008). Esses achados ressaltam a relevancia que deve ser
conferida ao incentivo de estudos para o desenvolvimento de novos agentes

antimicrobianos.

Os achados do presente estudo sugerem que a associacéo de L. origanoides
e anfotericina B possui beneficio quanto aditividade em levedura clinica de C.
tropicalis, enquanto o eucaliptol em associacdo com a nistatina também apresentou
aditividade sobre a linhagem padrédo, podendo auxiliar no controle da infeccéo
fungica. Entretanto, qualquer decisdo de combinar dois ou mais medicamentos
devem ser apoiados por testes que demonstrem resultados da associacao junto ao

patdbgeno em questao (Barros et al., 2023).

Uma caracteristica distintiva das drogas que atuam inibindo a sintese da
parede celular fungica é que o seu efeito antifiingico é revertido num meio contendo
um estabilizador osmético, tais como o sorbitol (Peixoto et al., 2017). Assim, caso
o produto atue de alguma forma sob a parede celular, ele causa a lise das células

fungicas na auséncia de um estabilizador osmético, mas permite seu crescimento
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na presenca desse suporte osmaotico (Escalante et al., 2008; Pristov e Ghannoum,
2019). Este efeito € detectado por um aumento no valor de CIM em meio contendo
sorbitol em comparacéo com o valor da CIM no meio sem o sorbitol (meio padréo)
(Svetaz et al., 2007). Devido ao ineditismo da avaliagdo sobre o efeito da L.
origanoides e eucaliptol contra a parede celular de C. tropicalis, tendo em vista o
protagonismo dado a C. albicans, ndo foi possivel realizar a comparacdo com

outros estudos.

Neste estudo, a L. origanoides e eucaliptol testados parecem atuar ao nivel
de membrana celular pois foi possivel observar que o valor da CIM da L.
origanoides e eucaliptol para C. tropicalis clinica aumentou na presenca de
ergosterol 400pg/mL no meio de cultura, sugerindo que esse produto atua por
ligacdo (complexacéo) com o ergosterol de membrana, achado também observado
na anfotericina B (controle positivo), que tem uma conhecida interacdo com o
ergosterol (Escalante et al., 2008; Peixoto et al., 2017), demonstrando uma CIM
maior na presenca deste esterol. Desta forma, sdo necesséarios mais estudos que
venham a esclarecer o mecanismo de acao da L. origanoides e eucaliptol, pois
esses produtos demonstram propriedades antifUngicas significativas e

promissoras.

A variacdo hemolitica, mesmo que de forma discreta, demostra uma
tendéncia de melhor interacdo entre o eucaliptol e as heméacias do tipo A e B; por
outro lado, o 6leo essencial da L. origanoides apresentou para o tipo A. Essa acéo
sugere menor relacdo citotdxica das moléculas desses compostos frente a por¢céao

antigénica nestas hemacias.

A toxicidade da L. origanoides também foi avaliada em peixe-
zebra, Drosophila melanogaster, células sanguineas de Artemia salina. Na
avaliacdo de células sanguineas, observou-se que comparando a analise
morfologica das células tratadas com extrato de L. origanoides e o grupo controle
contendo agua destilada, ndo foram observadas alteracGes na estrutura celular de
eritrocitos, demonstrando que diferentes concentracbes de extrato aquoso de L.
origanoides ndo afetam morfologicamente as células sanguineas até uma
concentracdo de 1000pg/mL. Os resultados obtidos apoiam o uso seguro do

extrato aquoso de L. origanoides para o desenvolvimento de novos medicamentos
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e para utilizacdo pelas populacdes na medicina tradicional corroborando, em parte,

com nosso estudo (Camilo et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Os achados epidemiologicos demonstram que o perfil sociodemogréfico
mais prevalente dos pacientes foi para o género masculino, com idade superior a
50 anos, feoderma, autodeclarados com estado civil solteiro, com escolaridade de
ensino fundamental incompleto, e de religido catdlica.

O carcinoma de células escamosas foi a patologia mais prevalente, com
maior frequéncia para 0s tumores intracranianos, seguidos de neoplasia em
lingua. Apesar do alto numero de prontuérios com informagdes incompletas sobre
o estadiamento da doenca, a proporcdo de pacientes que apresentaram
comprometimento linfatico e metastase a distancia sugerem o diagnostico tardio
destes pacientes.

Quanto ao tratamento oncoldgico, os dados compilados demonstram que o
plano terapéutico adotado com maior frequéncia foi do tipo multimodal, composto
pela associacdo de cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O tratamento
radioterapico consistiu, majoritariamente em dose superiores a 50 Gy. O
tratamento quimioterapico mais adotado foi a poliquimioterapia adjuvante.

A coleta micologica da cavidade oral revelou um alto indice de infeccao
oportunista por Candida spp. apos conclusdo do tratamento radioterapico. Com
destaque para a maior prevaléncia de C. tropicalis. Adicionalmente, a intrigante
identificagdo de C. magnoliae demonstra a relevancia no impacto clinico
proporcionada pelo desenvolvimento de uma anamnese e exame clinico
detalhados, bem como a importancia da complementacdo do diagndstico clinico
com o uso de exames complementares, como a identificacdo e isolamento da
levedura.

Este estudo sugere associacdes estatisticamente significativas entre o tipo
de neoplasia e: a faixa etéaria, a ocorréncia de recidiva, o plano de tratamento, a
dose de radioterapia, e a modalidade de quimioterapia.

As analises de CIM e CFM demonstraram que o 6leo essencial de L.
origanoides e o eucaliptol possuem atividade antifangica sobre as leveduras
resistentes a nistatina e anfotericina B, com potencial fungicida sobre as linhagens
estudadas. Sugerindo que seu efeito seja exercido sobre a membrana plasmatica
fungica.

A associacdo com antifingicos revelou efeito de aditividade entre o 6leo
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essencial de L. origanoides e a anfotericina B, como também entre o eucaliptol
e a nistatina, sobre leveduras de C. tropicalis.
Por fim, a avaliag@o da citotoxicidade em eritrocitos humanos demonstrou

baixa toxicidade nas células sanguineas.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

F‘asqmsadnf F{aspunsa'ml nmuLEunﬂnjlhrj,
Orientador: Edeltrudes de Oliveira Lima,

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Estamos realizando um estudo com o cbjetive de identificar o8 micro-organismos do género Candida
presente nos individuos em guimioterapia e avaliar a sensibilidade dos mesmos frente a substincias-teste.
Esta pesquisa se justifica pela necessidade de terapia alternativa no fratamento de infecces por Candida
na cavidade bucal devido a inconwvenientes encontrados nos produtos alopaticos como alto custo,
ineficiéncia de alguns produtos sintéticos & agressividade ao orgamismo humana. Espera-se gue, a partir
dos resultados deste estudo, haja o aumento do interesse pelo desenvolvimento de produtos altemativos
com potencial aplicabilidade clinica, visando criar novas estratégias de controle quimico das infeccies da
cavidade bucal por Candida, bem como suprir o5 inconvenientes e fragilidades dos produtos do mercado.
Participarao da pesquisa individuos gue fazem radicterapia, tém idade superior a 18 anos e aceitaram
participar da pesguisa. As infformagies sero coletadas por meio de formularios de pesguisa e coleta de
material bioldgico da boca do participante. Informamos que esta pesquisa oferece riscoe minimos a seus
participantes, como possivel constrangimento provocado pelo exame ow resultado. Para evitar o
constrangimento, os participantes serdo atendidos individualmente em ambiente reservado para a avaliagao
clinica, onde sera esclarecido o procedimento de coleta e a atengao sera prestada de forma individualizada.
05 participantes receberdo o resultado do exame micoldgico individualmente em um envelope fechado,
durante consulta de retomo, onde todos receberdo onentagao de higienizagdo oral. Os participanies gque
apresentarem candidiase bucal receberao o anfifingice padrac Mistating solugho oral 100.000 Ulml, com
as devidas recomendagdes de uso, e acompanhamento clinico até a resoclugo da candidiase. Sua
participacao & voluntaria, sendo garantido o direito de desistir da pesquisa, @m gualguer tempo, Sem que
2ssa decisho o prejudique quanto acs aspectos élicos, morais, financeiros, sociais e de acesso 4 sadde.
Todas as informacgdes obfidas em relacao a esse estudo permaneceras em sigilo, assegurando profecao de
sua imagem & dos autores dos documentos envolvidos no estudo. Serdo respeitados valores morais,
culturais, religicsos, sociais e éticos. Os resultados dessa pesguisa poderdo ser apresentados em
congressos ou publicagbes cientificas, porém sua identidade mao sera divulgada nestas apresentacdes,
nem serdo utilizadas quaizquer imagens ou informacgdes que permitam a sua identificagio.

Esperando contar com o seu apoio, desde ja agradecemos a sua colaboragio.
Contato com o pesquisador responsadvel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o pesquisador Daniel
Furtado Silva. Telefone: (83) 99628-2852, Endereco: Rua Cassimiro de Abreu, Brizamar. Joao Pessoa = PB.
CEP: 58030223, E-mail: furtado.dzs@gmail.com

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

Enderego: Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da Paraiba - 1° andar / Campus |/ Cidade
Universitaria / CEP: 58.051-300. Telefone: (83) 3216 7791. E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com

AUTORIZAGCAD
Apds tar sido |nl‘ﬂn'na|:|u sobre a finalidade da psﬁqmsa ﬂ.u]la;in_amﬂﬁngiﬂ_dn_ﬁlmumldnm

AI..ITORIZDa utlllzal;au dus dadus pur mlm fornaudus .

Joao Pessoa, de de 202__

Assinatura do voluntario da pesguisa Assinatura do Pesquisador Responsavel
(Daniel Furtado Silva)

Impressao Datiloscdpica

Assinatura da Crientadora da Pesquisa
{Edeltrudes de Oliveira Lima)
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APENDICE 2

FORMULARIO DE DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO

1. Dados Demograficos

MNome: Contato:

Maturalidade: Sexo: (F) (M) Corde pele:(L) (F) (M)
|dade:__ Escolaridade: Profisséo:

Estado civil: Religido:

Renda familiar: ( ) Inferiora 1 sal. min. { )1a3sal.min. { )3 ab5sal min. { ) Superior
2. Dados Terapéuticos

MNeoplasia: Regido: THM:

2.1 Conduta: { ) Cirurgia:

{ ) Radioterapia: Dose/dia: Dias: Dose total:
Tipo: Concluido?
{ ) Quimioterapia: Medicagio: Ciclos:

Reacbes adversas:

( )Xerostomia ( )Ardéncia ( ) Disfagia ( ) Disgeusia( ) Trismo ( ) Mucosite
3. Dados Clinlces
Fumante: { )Sim{ )Ex({ )Munca Etllista: { ) Sim{ JEx{ )Munca

Comorbidade: { YHAS( JDM{ ) Cardic{ }MNefro( )Hepato({ ):

Medicacdes em uso:

Usou antimicrobiana? Cual? Quando?

Ultimo TTT odontolégico? Maotivi:

Alteracio em mucosa bucal?

Candidiase bucal? Localizagao?

Prétese (SM)? ( )PT( JPPR({ )PF( )PSI{ )PP  Higienizagdo? (S} (N)

Escovacdo? Colutdrio? Fluxo salivar?
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ANEXO 1

C

J FACULDADES INTEGRADAS Platoforma
&M PESOUSA DE PATOS - FIP %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio Antifingica do Oleo Essencial de Moringa sobre Espécies de Candida.
Pesquisador: Dariel Furtado Sitva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 45770621.9.0000.5181

Instituicéo Proponente: Fundacio Francisco Mascarenhas/Faculdade Integradas de Patos-FIP
Patrocinador Principal: Financiamenio Priprio

DADOS DO PARECER

Nameno do Parecer: 4. 7680.405

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagho da CONEP:
Méo

PATOS, 08 de Junho de 2021

Assinado por:
Flaubert Paiva
(Coordenadoria))
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ANEXO 2

Ministério do Meie Amblente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONI GENETICO E DO CONHECIMENTD TRADICIONAL ASSOCIADD

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ASB93CE

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genélico, nos lermos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
am atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 & seus regulamentos.

Ndimers do cadastro: ASBS3CE
Usudrio: Daniel Furtado Silva
CPFICHP.: 062 T3T.644-41
Objelo do Acessa: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie
Lippia origancides
Titulo da Atividada: Avaliagio Antifungica do Olec Essencial de Lippia origancides Kunth sobre
Espécies de Candida.
Equipe
Daniel Furtade Silva INDEPENDEMNTE
Edeltrudes de Oliveira Lima Universidade Federal da Paraiba
Ana Carolina Lyra de Albugquerque Universidade Federal da Paraiba
Abrahao Alves de Oliveira Filho Universidade Federal de Campina Grande
Data do Cadastro: 17112023 11:20:05
Siluagao do Cadastro: Concluido

Consalho de Gestdo do Patrimanio Genético
Siluagao cadasiral conforme consulta ao SisGen em 13:06 de 17M1/2023.

vw BISTEMA MASIOMAL DE GESTAD

DO PATRIMONIO GENETICD

E DO CONHECIMENTC TRADICIOMNAL
anglady ASSOCIADD - SISO EN
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