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RESUMO

A presente pesquisa tem como objetivo verificar, medir e testar a eficacia microbicida do 6leo essencial
de Melaleuca in vitro contra o patdgeno Candida albicans. O estudo ¢ uma pesquisa experimental,
desenvolvida no MicroLAB/UFCG e BM-Biolam, avaliando o o6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (tea tree) contra patdgenos in vitro em agar Saboraud dextrose - TEA, submetendo-os a
fatores de variacao, incubados em uma incubadora do tipo BOD a 36,1+°C, de acordo com o in6culo
quantitativo do microrganismo. Para a Candida albicans, a CIM (Concentracao Inibitéria Minima) de
16 pL g-1 (EC50%) em CA-I até 128 uL- &' (EC100%) em CA-II do TTO isolado demonstrou
atividade equivalente a Cet, atingindo sua eficacia maxima na EC100% de 240 pL- &' em CA-III
quando associado. Em relacao ao efeito remissivo (ERD), a probabilidade de sobrevida - PS em 50%
(IC50) em CA-I foide 19,1% (A), em CA-II com o indice de 35,7% (C) e em CA-III no valor préximo
a 44,4% (E). Nesse contexto, ao avaliar os antibiogramas contra os taxons, € possivel sugerir o uso de
OTT no preparo de enxaguatérios bucais com valor de [Gc]<128 uL- &' e D>16 mm, atestando a
viabilidade da inclusdo do dleo essencial como fitoterapico como via alternativa complementar em
tratamentos odontoldgicos clinicos causados por Candida albicans que desencadeiam candidiase oral,
sendo eficazes contra o patdgeno descrito, eliminando-o em um intervalo de tempo de T<8 dias quando
associado.
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1 INTRODUCAO

A candidiase, produzida por leveduras de varias espécies, pertence ao género Candida e
apresenta uma grande variedade de condig¢des clinicas. Naturalmente, esses fungos fazem parte da
microbiota da boca, sistema gastrointestinal, pele e vagina, e s6 produzem infecgdes na mucosa na
presenga de fatores predisponentes, por fungos oportunistas. Em geral, a candidiase tem sua origem
endogena e pode ser atribuida a uma de duas causas: desequilibrio da microbiota acompanhante ou
doengas e processos que influenciam a resposta imune, como tratamento prolongado com corticoides,
doengas extremas, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, entre outrasl.

A candidiase se manifesta como doencas das camadas mucosas oral e genital, pele e unhas,
podendo ocorrer infecgdes recorrentes e, menos frequentemente, apresentar-se como candidiase
invasiva em individuos imunocomprometidos, com morbidade e mortalidade muito elevadasl. O
género Candida ¢ o principal grupo de leveduras causadoras de infecgdes oportunistas em humanos e
compreende aproximadamente 200 espécies distintas, das quais aproximadamente 10% estio
associadas a infec¢des. Em individuos saudaveis, a Candida coloniza principalmente as superficies
mucosas do trato gastrointestinal e urogenital, sem apresentar sintomas da doencga2.

As leveduras do género Candida sdo parte integrante da microbiota normal de humanos
saudaveis. No entanto, por serem microrganismos oportunistas, fatores como a diminui¢cdo da
imunidade podem facilitar sua invasdo e dissemina¢do no hospedeiro humano. Candida albicans € a
espécie mais comumente isolada, no entanto, outras espécies nao albicans de Candida, como Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei, foram isoladas de pacientes, e
algumas dessas espécies tém chamado a atencdo devido a sua frequente resisténcia a alguns
antifingicos3.

Microrganismos do género Candida estdo presentes na microbiota da mucosa reprodutiva e
gastrointestinal, vivendo harmoniosamente em cerca de 50-70% dos individuos saudéaveis. No entanto,
esse género ¢ formado por microrganismos oportunistas, acometendo principalmente pacientes
imunossuprimidos ou em tratamento com antimicrobianos de amplo espectro. Tais condigdes tornam
esses microrganismos importantes agentes de infec¢do, como a Candidiase, que pode ser superficial
ou invasiva4.

A candidiase ¢ uma infecdo cuja origem ¢ intrinsecamente enddgena e ocorre como
consequéncia da perturbagdo do equilibrio parasito-hospedeiro, desencadeada por alteragdes na
barreira tecidual e na microbiota autdctone ou pelo comprometimento das defesas naturais e

imunologicas. Alguns fatores correlacionados ao hospedeiro tém sido relacionados a facilitagdo do
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desenvolvimento de infecgdes fingicas na cavidade oral, incluindo diabetes mellitus, sindrome de
Cushing, neoplasias malignas, condi¢des imunossupressoras, tabagismo e uso de proteses dentarias5.

A candidiase oral, como se apresenta clinicamente, pode ser tratada com antifingicos topicos
e sistémicos. O tratamento da candidiase oral utiliza a suspensdo de nistatina como droga de escolha,
enquanto outros antifungicos, como fluconazol e itraconazol, sdo indicados quando o tratamento topico
¢ ineficaz. Em casos graves de candidiase orofaringea, sao usados voriconazol, anfotericina B ou
equinocandinas — caspofungina, micafungina e anidulafungina’ .

O estudo se concentrou na clara intengdo de verificar, bem como testar ¢ medir com precisao a
eficacia microbicida do 6leo essencial de Melaleuca in vitro, sozinho ou associado a um medicamento
eletivo, contra o patogeno Candida albicans, que causa formas dolorosas e muito desconfortaveis de

candidiase oral, como aftas orais.

2 METODOLOGIA

O estudo ¢ uma pesquisa experimental, desenvolvida inicialmente no MicroLAB/UFCG e
complementada no laboratorio BM-Biolam, de carater eminentemente avaliativo do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia (melaleuca) 100% puro frente ao patdgeno ja descrito in vitro em agar Saboraud
Dextrose — TEA respectivamente, submetendo as médias de agentes de culturas bacterianas com agao
antibidtica comprovada, observou-se efeito remissivo como medida do halo, da probabilidade de
sobrevivéncia do patogeno (PS) e morte in loco nas placas estritamente controladas por fatores de

variagdo, incubadas em incubadora do tipo BOD a 36+1°C, conforme o caso.

2.1 MEIO SELETIVO E CULTURA ESPECIFICA

Antes de serem coletadas e inoculadas, as amostras de microrganismos fungicos foram picadas
em placa de Petri com o meio de cultura previamente preparado em estoque com rigoroso controle
monoclonal das espécies estudadas, sendo o dgar-agar Sabouraud Dextrose o meio nutricional de
escolha para Candida albicans preparado de acordo com a concentragdo do inoculo.

Antes da execucdo dos testes acima, foram definidos trés esquemas sistematicos para medir as
concentragdes aplicadas a cada microrganismo, determinando tanto a concentragdo molar minima
quanto a mdxima, bem como aspectos da cultura, como sua aparéncia microscopica € macroscopica,
além do odor e crescimento com formagdo de hifas caracteristicos da espécie, a fim de fazer a
determinagdo precisa das concentragdes inibitorias [oca], conforme mostrado na Tabela 1 abaixo para

C. albicans e seus subgrupos denominados CA-I, CA-II e CA-III.
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Tabela 1: Esquema analitico descrevendo a metodologia adotada para andlise em amostras com 50% (IC50) e 100%
(IC100) contendo cetoconazol e sua distribuicdo em grupos.

Candida albicans — ATCC 64124
1C50% 1C100%
*

Cet Cet 24 48 CA
TTO TTO 16 32

+ +
Cet+TTO Cet+TTO 30 60 CAII
TTO TTO 64 128
Cet+TTO Cet+TTO 120 240
Cet Cet 256 512%% CA-

*: [0ca] Concentragdo molar minima; **: [cca] Concentracdo molar maxima.

O uso do agar Sabouraud foi justificado pelo fato de ser um meio de cultura seletivo para
fungos, anulando assim a possibilidade de crescimento de outro microrganismo adicional. Portanto,
quando as colonias de C. albicans sao cultivadas em meio de agar Sabouraud a 37°£1°C, observando-
se um crescimento consideravel em 24 a 48 horas, e de forma macroscopica, € possivel notar colonias
com aparéncia opaca ou brilhante com textura cremosa e cor variando do branco ao cremoso, com
bordas regulares ou irregulares e odor de fermento7.

O 4gar Sabouraud ¢ um meio destinado ao cultivo qualitativo de fungos (filamentos e
leveduras), patogénicos e ndo patogénicos. A adi¢do de cetoconazol torna este meio mais seletivo,
inibindo o crescimento da maioria das bactérias e de alguns fungos saprofitos. Seu potencial de
hidrogénio — pH favorece o crescimento de dermatofitos e inibe certas espécies de bactérias de
interesse clinico. As peptonas existentes no meio de cultura sdo fontes de excelentes compostos
nitrogenados para o desenvolvimento de fungos, sendo relevantes nesses casos.

A dextrose fornece uma fonte de energia para o desenvolvimento de microrganismos. A alta
concentracdo de dextrose oferece uma vantagem para o desenvolvimento de fungos (estavel por
osmose), enquanto a maioria das bactérias ndo tolera a alta concentracdo de agucar. O Meio Triplice
Acticar Agar Ferro (TSI) determina a capacidade de um microrganismo de hidrolisar glicose, sacarose
e lactose incorporadas a um "meio base" com producao de dcido com ou sem gas8.

Portanto, a Figura 1C ilustra a analise das mesmas variaveis aplicadas aos grupos CA-I, CA-II
e CA-III, porém, nas concentracdes de 32 pL- &' (TTO), 128 pL- g-1p (TTO) e 512 -L g-1 (Cetp)
quanto ao aspecto da concentragdo inibitdria efetiva (IC100) e, na Figura 1D, nas concentragdes de 48
- L &1 (Cet), 60 uL- &' (Cet+TTO) e 240 pL- &' (Cet+TTO) dos mesmos grupos, cada um deles é
parametrizado pelo valor numérico de sua incognita (Ay) medido na regressao diurna, semelhante ao

grafico anterior, conforme mostrado na Figura 1 abaixo.
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Figura 1: Razdo de PS (%) por TMH nas cepas de Candida albicans (CA-I), (CA-II) e (CA-III) por /log das concentragdes
de inibidores em (C) e (D), nas amostras (IC100), com expressao do intervalo regressivo em dias (Ay).
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Fonte: Laboratdrio de Microbiologia, MicroLAB (UAO/CSTR/UFCG, 2021), adaptado pelo autor via GraphPad.

Ao longo dos anos, tem-se observado a utilidade de um meio seletivo e diferencial para o
isolamento primario de espécies de Candida spp. Em 1953, por exemplo, Nickerson desenvolveu um
meio apés um estudo de reducdo de sulfito por espécies de Candida . Em 1958, Pagano adicionou
cloreto de trifeniltetrazolio ao agar Sabouraud Dextrose para diferenciar C. albicans de outras
leveduras. A partir da adicdo de substratos cromogénicos ao meio de cultura, identificou-se que as
colonias de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem cores diferentes, facilitando a deteccao

direta dessas espécies de leveduras na placa de isolamento9.

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE ESTAT{STICA DOS RESULTADOS

Assim, a média de cada coluna contendo dados sobre OTT (6leo essencial) e Cet (cetoconazol),
ambos aplicados separadamente, foi comparada com a média da coluna (Cet+OTT — associado) com
manutencdo dos grupos controle para os subgrupos teste em CA-I, CA-II e CA-III. Em relagdo a
finalidade do controle de qualidade, ¢ possivel verificar se os materiais utilizados na técnica
proporcionam e apresentam desempenho compativel com o esperado. Assim, os resultados que
apresentam qualquer desvio devem ser analisados criteriosamente e, enquanto a verificagao € realizada,
indica-se que o meio nao deve ser utilizado até a validagdo final do produto8.

Tais analises estatisticas foram necessarias porque, em determinado contexto, 0 microrganismo
era um fungo, no qual a droga de escolha clinica (ECP) adotada era o cetoconazol, e em outro, uma
bactéria, para a qual a droga de escolha clinica apropriada era a penicilina. Diferentes microrganismos
requerem diferentes tratamentos do ponto de vista clinico dos tratamentos terapéuticos. Com base
nesse pressuposto, o estudo de microrganismos (fungos e bactérias) depende da obten¢ao de um grande
nimero de microrganismos idénticos (cultura pura), que sdo obtidos em laboratério por meio do

isolamento de uma populagdo mista.
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A este respeito, os meios de cultura estéreis devem ser preparados e conservados em condigdes
estéreis. Quando introduzido no ambiente estéril como indculo, é necessario adotar cuidados técnicos
para que nao haja contaminacao externa (ambiental)7. Os testes também foram corrigidos por meio da
realizacdo de comparagdes multiplas por meio de testes estatisticos hipotéticos de acordo com o
método de Dunnet, com 95% do intervalo de confidencialidade (p < 0,05).

Os dados estatisticos relacionados ao teste do grupo CA-I mostraram-se estatisticamente
significativos, com p < 0,0001 para um conjunto n de 18 amostras e frequéncia (f) igual a 5,667 sem
suposicao de esfericidade. A suposicdo de esfericidade ndo foi demonstrada nesse grupo, o que ¢
relevante, uma vez que as amostras das populagdes analisadas ndo mantiveram desvios-padrao
idénticos entre si, conforme descri¢do ja apresentada.

Foram obtidos dados estatisticos relacionados ao teste do grupo CA-II, assim como no
subgrupo CA-I, e também foram estatisticamente significativos com p < 0,0001 para um conjunto n
de 18 amostras e frequéncia (f) igual a 6,999 sem suposicao de esfericidade. Essa reproducao de dados
semelhantes corrobora a rigidez técnica dos testes realizados e os padrdes de qualidade seguidos pelos
protocolos internacionais, € essa reproducdo estatistica de aspectos da fisiologia do fungo converge
para outro subgrupo CA-III, uma vez que as amostras das populagdes analisadas ndo mantiveram
desvios-padrao semelhantes entre si.

A partir dos métodos investigativos anteriores, € apos exposi¢do a niveis mais elevados de
concentragdo, correspondendo a 50% mais F em relagdo ao E (CA-III), fica evidente a reducdo
significativa do efeito regressivo em dias (ERD) nas unidades coloniais, na ordem de 3 dias (Cet+770)
e 5 dias (Cet), corroborando a expectativa de que o aumento da dose sinérgica resultaria mais
rapidamente em morte celular, demonstrando uma tendéncia recorrente nas avaliagdes subsequentes.

Quando ocorreram interacdes farmacoldgicas resultantes do sinergismo positivo entre o
fitoterapico e o farmaco clinico, foi demonstrada interatividade estavel entre ambos, boa solubilidade
lipidica do 6leo TTO em cetoconazol com complemento de agua destilada e homogeneizacao prévia e
posterior uso antes dos albicans reduzindo o nimero de dias de exposi¢cdo em cerca de 31%. Isso se
reflete no tempo de tratamento dos pacientes, sendo desejavel minimizar os gastos com saude e reduzir
os episodios desconfortaveis causados pelas "aftas" nos pacientes, cuja remissdo esta ilustrada na

Figura 2 abaixo.

Figura 2: Andlise do efeito de referéncia cruzada pela acdo de Cet+770 e TTO contra o taxon Candida albicans com
expressdo do percentual de sobrevivéncia (SP) em amostras avaliadas in vitro sob os efeitos de CI50 e CI100.

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.6, n.3, p.9377-9392, 2024

- 9383



Revista

ARACE

ISSN: 2358-2472

E F
Candida albicans Candida albicans
100 +-—@—-5 » * » @ Cet+TTO 100 +-—-@--~ % - -® Cet+TTO
. f' . ® Cet ;. ® Cet
i . |
= & #  Controle . ! #  Controle
= H L s | .
@ 50 5 @ 50 |
A & |
o P
@--- .
i L i
0 ® @ T (dias) 0 i T (dias)
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Fonte: Laboratério de Microbiologia, MicroLAB (UAO/CSTR/UFCG, 2021), adaptado pelo autor via GraphPad.

Os dados estatisticos relacionados ao ensaio do grupo CA-III mostraram-se estatisticamente
significativos com p < 0,0001 para um conjunto n de 18 amostras e frequéncia (f) igual a 1,617 sem
suposicao de esfericidade. A suposicao de esfericidade, como em CA-I e CA-II, nao foi demonstrada
neste grupo, uma vez que as amostras das populacdes analisadas também ndo mantiveram desvios-
padrao idénticos, o que € desejavel, pois, se as concentragdes tiradas nas culturas foram diferentes,
resultados diferentes sdo esperados em relagdo as variaveis tempo (T), velocidade de crescimento (CV)
e probabilidade de sobrevivéncia (PS%).

Semelhante aos testes da hipotese anterior, outro grupo de cepas (E e F) do subgrupo CA-III
foi preparado e as leituras foram feitas em placas de Petri, expostas ao cetoconazol (Cet) associado ao
TTO e, em outro conjunto de amostras, apenas ao cetoconazol, nas concentracdes de 120 pL- &' e 256
uL- &1 respectivamente, equivalente ao IC 50%, de acordo com a cultura CA-III (Figura 3E) e em outro
grupo, nas concentragdes de 240 uL- &' e 512 pL- &!, respectivamente, equivalente ao IC 100%
evidente na cultura CA-II (Figura 3F). Isso foi providencial para o efeito comparativo entre o
cetoconazol aplicado isoladamente e, em outras amostras, associado a OTT, para medir seu potencial

antifungico, ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Médias para o tamanho médio do halo (TMH) versus o taxon Candida albicans em amostras randomizadas para
36 (E) e 36 (F) unidades, respectivamente, em relacdo a leitura com 50% (IC50) e 100% (IC100) do agente inibitorio.
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Fonte: Laboratdrio de Microbiologia, MicroLAB (UAO/CSTR/UFCG, 2021), adaptado pelo autor via GraphPad.

Nas ag¢des de continuidade, a semelhanga das andlises criteriosas anteriores, designou-se a
exposicao apenas ao Cet, que continha como exemplo Candida albicans, no chamado grupo CA-III, e
neles foi adicionada metade da concentragio maxima do fitofarmaco, ou seja, 256 pL- &' com didmetro
de halo proximo a 24,7 mm e, na concentragdo maxima, o valor aproximado de 36,39 mm, ou seja,
512 pL- &' (Figura 4E). Por outro lado, em relagio ao firmaco Cet+TTO, foram obtidos resultados
mais intensos, em comparagdo com os anteriores, ressaltando que a supressiao das coldnias
proporcionou halos com diametro médio préximo a 39,5 mm na metade da concentracdo maxima de
120 ML g-1 e didmetro médio do halo maior que 41 mm, na concentragdo de 240 ML g-1 (Figura 4F) Os diametros verificados

macroscopicamente sdo exemplificados na Figura 4 abaixo.

Figura 4: Analise do efeito inibitorio pela acdo de Cet e Cet+TTO, respectivamente, contra o tdxon Candida albicans com
expressao de IC 50% e IC 100% em (E) e (F), em cada caso, em amostras avaliadas in vitro.
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Fonte: Laboratdrio de Microbiologia, MicroLAB (UAO/CSTR/UFCG, 2021), adaptado pelo autor via GraphPad.

3.2 CRESCIMENTO DAS COLONIAS

Portanto, na dose a 50% da concentracdo molar a mais em B em relacdo a A, ja € notorio que
ha uma redugdo significativa do efeito regressivo em dias (ERD) nas unidades coloniais avaliadas, na
ordem de 4 dias (Cet) e 3 dias (TTO), corroborando a expectativa de que o aumento da dose resultaria
mais rapidamente na morte dos organismos. Isso confirma a a¢ao deletéfica do fitoterapico semelhante
ao medicamento-clinico utilizado como pardmetro contra o patdgeno, mas percebe-se uma
estabilizacdo da acdo inibitoria em percentuais excessivamente altos (subgrupo CA-I).

Reproduzindo no subgrupo CA-II em niveis de concentra¢do mais elevados, correspondendo a
50% a mais em D em relacdo a C (Figura 2), observa-se uma reducao significativa do efeito regressivo
em dias (ERD) nas unidades coloniais, na ordem de 3 dias (Cet+7T0O) e 4 dias (TTO), corroborando a

expectativa de que o aumento da dose resultaria mais rapidamente na morte dos organismos. Isso

REVISTA ARACE, Sio José dos Pinhais, v.6, n.3, p.9377-9392, 2024

- 9385



ﬁ

Revista

ARACE

ratifica sua agdo fungicida com intensidade no subgrupo CA-II, uma vez que este grupo apresenta
concentragdes molares [Gca]>16 pL- &' ¢halo comdidmetro > do 15 mm,

Os exemplos anteriores devem expor o subgrupo CA-IIl a niveis de concentracdo mais
elevados, correspondendo a 50% a mais em F em relagdo a E (CA-III), demonstrando a evidente
reducgdo significativa do efeito regressivo em dias (ERD) nas unidades coloniais, na ordem de 1 dia
(Cet+TTO) e 1 dia (Cet), corroborando as expectativas anteriores, sem qualquer desvio dos parametros,
na légica do raciocinio matematico, demonstrando uma tendéncia recorrente nas avaliacdes
subsequentes ainda mais evidente no subgrupo CA-III.

Quando ocorreram interacdes farmacologicas resultantes do sinergismo positivo entre o
fitoterapico e o farmacoclinico, foi demonstrada interatividade fisico-quimica estavel, solubilidade
relativa pelo coeficiente de solubilidade de parti¢do entre o fitofarmaco e o cetoconazol, para o
espécime albicans (CA), reduzindo o nimero de dias em cerca de 28%. Vé-se que isso ¢ desejavel,
pois quanto mais rapido o agente etiologico da candidiase oral for eliminado, menos desconforto estara,

determinado pela dor local ou durante a mastigacao.

3.3 ANALISE DO ANTIBIOGRAMA

Apds o tempo necessario para o crescimento da cultura fingica, foram realizadas leituras nas
placas de Petri (E e F) do subgrupo CA-I (Figura 2) para mensuragdo do didmetro médio dos halos
inibitorios, uma vez que foram expostos ao cetoconazol (Cet) e ao TTO, nas concentracdes de 24 pL-
&l e 16 uL- !, respectivamente, equivalentes ao IC 50%, submetidas as culturas CA-I e cetoconazol
(Cet) e OTT, nas concentracdes de 48 uL- &' e 32 uL- &!, respectivamente, equivalentes ao IC 100%
evidente na cultura CA-II. O efeito potencial desejado na relacdo dose-resposta nos resultados foi
comprovado, como evidenciado pelo aumento do didmetro médio dos halos.

ApOs as evidéncias anteriores, também foram realizadas leituras em outro grupo de placas de
Petri (E e F) do subgrupo CA-II (Figura 3) para mensurag¢do do diametro médio dos halos inibitorios,
desta vez expostos ao cetoconazol (Cet) associado a OTT e, em outros, apenas a OTT, nas
concentragdes de 30 pL- &' e 64 pL- &', respectivamente, equivalente a 50% de IC, de acordo com a
cultura CA-I e em outro grupo, nas concentracdes de 60 pL- ¢! e 128 pL- ¢! respectivamente,
equivalente ao IC de 100% evidente na cultura CA-II. Essa metodologia foi fundamental para
estabelecer uma comparagao entre a eficacia microbicida do OTT aplicado isoladamente e, em outras
amostras, associado ao cetoconazol, ambos na condicdo de antagonistas do crescimento micelial

fingico.
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Semelhante aos testes da hipdtese anterior, a concentragdo tanto do cetoconazol quanto da
farmacologicamente associada ao OTT foi aumentada para avaliar se haveria otimiza¢ao no aumento
dos halos. Assim, outro grupo de cepas (E e F) do subgrupo CA-III (Figura 4) foi preparado ¢ as leituras
foram feitas em placas de Petri, expostas ao cetoconazol (Cet) associado ao OTT e, em outro conjunto
de amostras, apenas ao cetoconazol. Nas concentragdes de 120 pL- &' e 256 uL- &', respectivamente,
equivalentes a 50% de IC, de acordo com a cultura CA-III e em outro grupo, nas concentragdes de 240
pL- &'e 512 pL- &', respectivamente, equivalentes ao IC de 100% evidente na cultura CA-II. Isso foi
providencial para um efeito comparativo entre o cetoconazol aplicado isoladamente e, em outras
amostras, associado ao OTT, para medir seu potencial antifingico.

A concentracdo f(x) em func¢do do didmetro do halo f(y), com exposi¢do apenas ao OTT sob
o tdxon Candida albicans, no chamado grupo CA-I, no qual foi adicionada metade da concentracao
méxima do fitofArmaco, ou seja, 16 uL- &' com didmetro minimo do halo de 12,49 mm e, na
concentra¢io maxima, o valor aproximado de 19,17 mm, ou seja, 32 uL- &, Por outro lado, em relagdo
ao farmaco Cet, resultados mais intensos foram obtidos, ressaltando-se que a supressdo das colonias

proporcionou halos com diametro médio proximo a 24 mm na metade da concentracdo maxima de 24

ML g-1 e didmetro de halo maior em torno de 36,39 mm, na concentragio de 48 ML g-1 (Figura 4)

4 DISCUSSAO

Nas andlises clinicas didrias, ¢ comum que os agentes prescritores comumente encontrem
obstaculos para estabelecer uma relacdo razodvel entre a dose do medicamento e a intensidade da
resposta terapéutica desejada. Sem contar que efeitos colaterais ou reagdes adversas que possam
agravar o quadro clinico do paciente precisam ser evitados, mas que, nesse contexto, quaisquer efeitos
indesejaveis nesse sentido foram descartados com sucesso devido aos protocolos adotados.

A medida que os microrganismos resistentes a medicamentos surgem, tratamentos alternativos
tém sido escolhidos, dentre eles, o uso de 6leos essenciais e extratos vegetais acabam surgindo como
fontes de medicamentos naturais. Os extratos vegetais tém se mostrado antimicrobianos e antifingicos
eficientes, inclusive contra a formagao de biofilme de Candida albicans. Em relagdo aos enxaguatorios
bucais, observou-se que estes sdo ferramentas importantes no controle da microbiota, complementando
os resultados obtidos por meio de medidas de higiene mecanica e permitindo a coleta, em suas
formulagdes, de diversos agentes antimicrobianos eficazes para minimizar ou eliminar o biofilme
dentario. Os extratos vegetais, por exemplo, tém seus potenciais efeitos curativos, especialmente

antimicrobianos e antifungicos10.
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Com base no estudo desenvolvido porll, o tratamento da candidiase oral pode ser baseado em
antifingicos sistémicos como fluconazol, itraconazol, cetoconazol, posoconazol, anfotericina B. No
caso do tratamento topico, a alternativa de tratamento mais viavel ¢ a nistatina, solugao oral (100.000
Ul), miconazol, clorimazol, cada um com sua dosagem especifica dependendo do grau de infecgdo.
Cada um desses tratamentos pode ter varios efeitos adversos especificos, como: nduseas, vomitos,
danos ao figado, ap6s longos periodos de uso. A presenca de outras espécies de Candida na candidose
oral, como C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. Krusei, pode estar
parcialmente associada a resisténcia ao tratamento com antifingicos convencionais em alguns
pacientes. Além disso, observam-se altas taxas de recorréncia da infec¢do, resultando em resisténcia
ao antifingico ou ndo adesdo do paciente ao tratamento.

Ambas as formas sdo indesejaveis aos pacientes e, quando emergem, trazem consigo
consequéncias maiores do que o beneficio farmacoldgico e, nessa expectativa, buscou-se quantificar
valores no limiar de a¢do com a observancia de a¢des potencialmente prejudiciais ao individuo. Todos
os graficos abaixo foram construidos utilizando a formula Y = otsottom + (BTop - OtBottom /(1100 Lo21C50),
adaptada ao método competitivo de Binding, calculado pelo One Site — Fit /og IC50 do tipo regressivo
ndo linearizado auxiliado pelo software GraphPad Prism.

Essa etapa foi conduzida pela pesquisadora para conjecturar, por meio de evidéncias cientificas
robustas, a forma como deve ser proposto o preparo de uma amostra de enxaguatorio bucal (bochecho
oral), em uma escala que nao resulte em lesdo escamosa da mucosa oral, ndo prejudique o esmalte e
ndo atinja a dentina dos dentes. Portanto, isso exigiu durante a analise do farmacologista medidas de
precaucao em todas as manipulagdes da farmacopeia utilizadas e dosagem adequada do 6leo essencial,
sendo esses parametros determinantes para evitar toxicidade celular indesejada.

Os componentes comumente presentes nos enxaguatorios bucais sao agentes liquidos, fluidos
ou viscosos com aglutinantes, surfactantes e umectantes e, portanto, t€m potencial acdo descamativa
da mucosa epidérmica do trato oral. A principal fung¢do do uso do enxaguatério bucal ¢ ajudar a
remover detritos e fungos aderidos a epiderme do tecido gengival oral ou presentes nas cavidades
laterais dentro da boca. No entanto, ainda € possivel observar fungdes secundarias importantes nos
enxaguatorios bucais, como promover o refrescamento do halito e o clareamento dental12.

Os enxaguatorios bucais, por outro lado, consistem em uma mistura dos constituintes em agua
ou dlcool, sdo estaveis e t€ém um sabor aceitdvel, requerem a adi¢do de aromatizantes, corantes,
conservantes e surfactantes (detergentes anionicos nao podem ser formulados com anti-séptico
cationico, como cloreto de cetilperidina ou clorexidina). Os enxaguatorios bucais com alcool sdo

utilizados para estabilizar alguns componentes para conferir maior longevidade aos produtos, e os
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enxaguatorios bucais com alta concentracdo de alcool sdo comercializados pelas empresas fabricantes,
chegando a uma concentragdo de 26% em alguns casos'?.

Os enxaguatdrios bucais orais como antissépticos sao necessarios como compostos quimicos,
podendo ser naturais ou modificados, originados com o objetivo de inibir microrganismos causadores
de afecgdes orais e sistémicas. Esses antissépticos devem ser de acdo rapida, pois sua importancia esta

presente em seu facil acesso direcionado e sdo de dificil limpeza, ou seja, areas que ndo sao cobertas

pelas cerdas de escovagdo, devem ser prescritas por um profissional de odontologial4.

5 CONCLUSAO

Por meio de andlises rigorosas, verificou-se a eficacia in vitro do 6leo essencial de Melaleuca
contra o espécime Candida albicans , atestando a eficécia terapéutica bioativa do 6leo essencial sobre
0 patogeno expressivamente demonstrado, atuou como um potente agente inibidor antifingico
inibindo seu crescimento bioldgico, quando submetido a exposi¢des crescentes do 6leo, seja em estado
isolado ou quando associado ao cetoconazol, inibindo efetivamente o crescimento micelial. A cada
incremento aditivo do dleo essencial, a resposta inibitéria tornou-se maior, evidenciada pelo aumento
do halo inibitorio, bem como pela regressdo significativa na velocidade de crescimento (CV) dos
microrganismos in vitro € pelo nimero de dias (T), respectivamente.

Assim, conclui-se que a inclusdo do o6leo essencial em cremes dentais possibilita o
desenvolvimento de formulas farmacéuticas promissoras, como aconteceu com o0s enxaguatorios
bucais derivados do mesmo 6leo essencial, uma vez que possui propriedades fungicidas de interesse
clinico e pela industria que fatura milhdes de reais anualmente com esses produtos. A Uinica ressalva ¢
que essa formulacao farmacéutica ¢ indicada para jovens com mais de 12 anos e para adultos e idosos
que gozam de saude plena e cuja formulacdo ¢ usada por até 60 dias (validade) e ¢ agitada antes do
uso, boceja na boca e borrifada ao ar livre.

Portanto, este trabalho ndo inviabiliza a relevancia dos enxaguatérios bucais bucais no
mercado, mas fornece uma rota fitoterapica complementar alternativa nos tratamentos clinicos
odontologicos, facilitada pelo acesso ao dleo, pela aplicagdo do fitofarmaco pelo proprio paciente
(usudrio) e baixo custo financeiro para a execu¢do do projeto. Assim, pode-se sugerir o uso do TTO na
elaboracdo de enxaguatorios bucais com valores maximos de [Gca] <128 uL- &', obtendo-se didmetros
superiores a D>16 mm, atestando a viabilidade da inclusdo do 6leo essencial como agente fitoterapico

eficaz até a remissdo total do patdgeno com menos de T< 8 dias de tratamento.
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