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RESUMO

Candida albicans pode estar presente nas patologias pulpares tanto na fase de tratamento
quanto apds a obturacado dos canais radiculares, sendo responsaveis, por recidivas que levam
a necessidade de retratamento do canal, pois as substancias quimicas auxiliares ndo agem
sobre algumas amostras dessas leveduras. Novas pesquisas com produtos de origem vegetal
como os Oleos essenciais visam o tratamento efetivo destas infecgdes. O dleo essencial de
Melaleuca alternifolia Cheel é popularmente conhecido por suas atividades antimicrobianas. O
objetivo deste trabalho foi estudar a atividade do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel sobre
C. albicans, no interior do canal radicular in vitro e como medicagao intracanal e em doses
subinibitérias a produgcao de exoenzimas proteinase e fosfolipase e as caracteristicas
fenotipicas (franjas). Foram utilizados 64 isolados de C. albicans e duas cepas padrao sendo
uma C. albicans ATCC 90028 e uma C. albicans ICB 12 A. Para avaliagao in vitro da atividade
antifungica do 6leo essencial de M. alternifolia utilizou-se a técnica de microdiluigdo em caldo,
na base dois, em meio RPMI 1640, com o 6leo puro, com Tween 20 e Tween 80 a 0,02% como
tensoativos e DMSO a 1% como solvente. In vitro, em dentes contaminados com C.albicans, o
Oleo essencial de M. alternifolia em meio RPMI 1640, com Tween 20 a 0,02% foi utilizado como
medicamento. /n vivo como medicagdo intracanal o 6leo essencial de M. alternifolia, 20% viv
(16.000pg/mL), com Tween 20 a 0,02% foi utilizado em 10 pacientes com polpa necrosada. E
como controle em outros 10 pacientes com polpa necrosada, Paramonoclorofenol associado ao
Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP). Ndo foram encontrados isolados resistentes ao
Oleo essencial de M. alternifolia. Para os 64 isolados e as duas cepas padrao, os valores da
Concentragdo Fungicida Minima (CFM) CFM 50 e CFM 90 para o 6leo essencial de M.
alternifolia na auséncia de tensoativos e solventes foi 1250 pg/mL (1,56%) e 2500 pg/mL
(3,12%), respectivamente. Na presenca de Tween 20 a 0,02% foi 312,5 pg/mL (0,39%) e 1250
pg/mL (1,56%). Com Tween 80 a 0,02%, 625 pg/mL (0,78%) e 1250 pg/mL (1,56%). E com
DMSO a 1% 2500 pg/mL (3,12%) e 5000 pg/mL (6,25%). Nas doses subinibitérias ocorreu
diminuicao na producgao de proteinase e fosfolipase e franjas. Na avaliagao in vitro no interior
do conduto radicular observou-se crescimento em apenas um dente na concentragao do 6leo
essencial a 10%. No estudo in vivo foram isoladas leveduras em seis condutos radiculares de
pacientes na primeira coleta sendo um isolado de C. albicans do grupo tratado com PRP e
cinco isolados (4 C. albicans e 1 Candida sp) do grupo tratado com odleo essencial. Nas
condigdes desse estudo o tratamento do canal radicular in vivo com o 6leo essencial de M.
alternifolia na concentragdo a 20% v/v (16.000pg/mL) com Tween 20 & 0,02% foi eficiente. A
levedura com maior CFM foi a Candida sp (5.000ug/mL — 6,25%).

Palavras chaves: Candida albicans, Melaleuca alternifolia; Tea tree, Tratamento endodontico,

Medicacgao intracanal, Endodontia, canal radicular



ABSTRACT

Candida albicans can be present in pulpal pathologies, in the pulp treatment and after the filling
of the root canals, is responsible for recurrence of the infection leading to the need for root
channel retreatment, since the auxiliary chemicals do not act on some samples of these yeasts.
New research with products of the vegetable origin like essential oils aimed at the effective
treatment of these infections. The essential oil of Melaleuca alternifolia Cheel is popularly known
for its antimicrobial activity. The aim of this work was to study the activity of the essential oil of
M. alternifolia Cheel on C. albicans, in vitro, inside the root canal system in vitro and as a
dressing in subinibitory doses and evaluate exoenzyme production proteinase and
phospholipase and phenotypic characteristics (fringes). A total of 64 strains of C. albicans and
two standard samples being a C. albicans ATCC 90028 one C. albicans ICB 12 A were used in
thes study. To evaluate in vitro antifungal activity of essential oil of M. alternifolia used the
technique of microdilution in base two in RPMI 1640 with pure oil plus Tween 20 and Tween 80
at 0.02% as surfactant and 1% DMSO as a solvent. In vitro inside teeth contaminated with C.
albicans, essential oil of M. alternifolia in RPMI 1640 and 0.02% Tween 20 as medicament. In
vivo as dressing in 10 patients with necrotic pulp essential oil of M. alternifolia, 20% v |/ v
(16.000pg/mL) with 0.02% Tween 20. And paramonochlorophenol associated with polyethylene
glycol 400 in Rinossoro® (PRP) in the other 10 patients with necrotic pulp. There were no
resistant isolates of essential oil M. alternifolia. For the 64 isolates and the two standard
samples, the values of Minimum Fungicidal Concentration (MFC) MFC 50 MFC 90 for the
essential oil of M. alternifolia in the absence of surfactants and solvents was 1250 ug/mL
(1.56%) and 2500 pg/mL (3.12%), respectively. In the presence of Tween 20 0.02% was 312.5
pg/mL (0.39%) and 1250 pg/mL (1.56%). With Tween 80 0.02%, 625 pg/mL (0.78%) and 1250
pg/mL (1.56%). And with DMSO 1% 2500 pg/mL (3.12%) and 5000 pg/mL (6.25%). In
subinibitory doses the production of proteinase and phospholipase and fringes decreased. In
vitro evaluation inside the root canal system growth was observed in only one tooth at a
concentration of essential oil 10%. In the in vivo study were isolated yeasts in six root canals of
patients in the first collection being an isolate of C. albicans group treated with PRP and five
isolates (4 C. albicans and 1 Candida sp) of the group treated with essential oil. The conditions
of this study root canal treatment in vivo with essential oil of M. alternifolia in the concentration
to 20% v / v (16.000pg/mL) plus Tween 20 0.02% was efficient. The yeast with higher MFC was
Candida sp (5.000ug/mL - 6.25%).

Keys Words: Candida albicans, Melaleuca alternifolia; Tea tree, intracanal medication,

Endodontic treatment, endodontics, root channel
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1. INTRODUGAO

A infeccdo do sistema de canais radiculares ocorre como resultado da
atividade multipla de microrganismos que desempenham um importante papel
no desenvolvimento e manutencao das patologias que acometem a polpa e a
regiao periapical. Turk e colaboradores em 2008 relataram que mais de 300
espécies de microrganismos podem ser encontradas no interior de um canal
radicular infectado. Dentre os microrganismos relatados pelos pesquisadores
tém-se as bactérias Gram positivas, Gram negativas, aerébias facultativas ou
anaerobias estritas. Pode-se ainda ser encontrados fungos e virus (Sunde et
al., 2002; Adib et al., 2004; Cavalcante et al., 2011).

Enterococcus faecalis entre as bactérias e Candida albicans entre os
fungos s&o os microrganismos mais frequentes nas alteragdes endodénticas,
principalmente quando se refere as infeccbes secundarias e ao aparecimento
de lesdes perirradiculares. Esses microrganismos podem estar associados ou
serem isolados de canais radiculares em cultura pura (Sunde et al., 2002: Adib
et al., 2004; Lins et al., 2010 e Cavalcante et al., 2011).

Apesar dos pesquisadores realizarem estudos no sentido de eliminar as
bactérias presentes no canal radicular mas do que as leveduras (Beatrice et al.,
2008), C.albicans em infecgbes endodénticas tem recebido atengdo especial
devido ao seu aparecimento tanto em infecgdes primarias quanto refratarias e
apesar de aparecerem em menor numero que as bactérias, essas leveduras
apresentam mecanismos de adaptagdo a uma variedade de condi¢des (Ruff et
al., 2006 e Lins et al., 2010).

1.1 Candida albicans

O género Candida é classificado como fungo imperfeito na divisao
Deuteroromycotina, classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e familia
Cryptococcaceae. Caracteriza-se por ser unicelular, eucariota, heterotrofica,

tendo como substancia de reserva o glicogénio e reprodugao por brotamento
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unipolar. Algumas espécies tém a propriedade de formar estruturas
filamentosas como hifas e pseudohifas sendo esta caracteristica um obstaculo
a fagocitose, principal mecanismo de defesa dessa levedura (Kurtzmann e Fell,
1998; Lacaz et al., 2002).

Na maioria dos pacientes a infecgao por esta levedura é decorrente
principalmente do reservatério enddgeno tais como a mucosa bucal e esofagica
(Delgado & Aguirre, 1997; Menezes et al., 2006 e Wingeter et al.,2007).

Este género possui fatores de viruléncia, como capacidade de adeséo e
a producao de exoenzimas. Outras propriedades dessa levedura no processo
patogénico é a formacdo de tubo germinativo, a variabilidade fenotipica
(Samaranayake, 1992; Biswas, 2000), a capacidade de formar hifas e
pseudohifas, como mecanismo de escape da fagocitose, produgdo de
metabdlitos alergénicos, os quais podem desencadear manifestagdes de
hipersensibilidade tanto do tipo imediato, quanto do tipo tardio. Entretanto o
progresso da infecgéo esta relacionado com uma combinacao de fatores, como
a viruléncia da cepa e as desordens imunolégicas do hospedeiro (Lacaz et al,
2002; Grubb et al., 2009; Rorig et al., 2009).

A adesdo €& um pré-requisito para a transformacao da levedura de
saprdfita a patogénica. C. albicans, como muitos microrganismos patogénicos
possuem enzimas hidroliticas que destréem, alteram ou prejudicam a
integridade da membrana celular do hospedeiro, levando a uma disfungao ou
interrupcao das atividades, uma vez que as membranas contém lipideos e
proteinas, constituindo-se em alvo do ataque enzimatico (Pires, 2001).

A produgdo de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade de C.
albicans. A exoenzima fosfolipase atua na hidrolise dos fosfolipidios dando
origem a lisofosfolipidios, que causam dano a célula epitelial. A exoenzima
proteinase é capaz de degradar varios substratos, tais como queratina,
colageno, albumina, fibronectina, hemoglobina e proteinas da matriz
extracelular (Mitrovic et al., 1995).

Foi observado in vitro que leveduras do género Candida s&o capazes
de se ligarem a superficies inertes, como, metacrilato (resina de dentadura) e a

outras resinas e polimeros, empregados em varios materiais médicos e
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odontoldgicos. Tais superficies, uma vez contaminadas, podem atuar como
uma importante fonte de levedura que podem levar as candidiases sistémicas
(Netea et a., 2008 ).

C. albicans pode estar presente nas patologias pulpares tanto na fase
de tratamento quanto apds a obturagdo dos canais radiculares, sendo
responsaveis, por recidivas que levam a necessidade de retratamento do canal,
pois as substancias quimicas auxiliares ndo agem sobre algumas amostras

dessas leveduras (Figura 1).

Figura 1 - Microscopia eletrénica de varredura de C. albicans na dentina:

A - magnificagdo 1900 X e B - magnificagdo 5000X.
(fonte: Siqueira et. al., 2002)

O emprego de produtos naturais na clinica odontolégica tem sido
justificado pelo uso popular, por seu baixo custo e pelo adequado efeito
antimicrobiano e anti-inflamatério (Oliveira et al., 2007). Para Nascimento e
colaboradores (2007), os produtos naturais apresentam maior atividade
antimicrobiana quando na formulagdo de Oleos essenciais, justificada pela
maior concentracado de principios ativos e pela natureza lipidica da substancia.
A natureza lipossoluvel dos 6leos essenciais e de seus constituintes permite a
interacdo com estruturas celulares que tem constitui¢ao lipidica, resultando no
aumento da permeabilidade das membranas, o que pode provocar
desequilibrio eletrolitico e morte celular.

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais foi observada em
varios estudos. Assim, as propriedades biolégicas desses extratos vegetais

devem ser avaliadas de modo a investigar novas possibilidades de constituigao
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de solugdes irrigadoras (Hammer et al. 1999, 2003 a e b, 2004 e Almeida et al
2010).

Hammer e colaboradores (2004) mostraram que o 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia Cheel (tea tree) foi capaz de inibir a formagcao de tubos

germinativos em C. albicans e a capacidade de adesao a resina.

1.2 Melaleuca alternifolia Cheel

Melaleuca alternifolia Cheel conhecida como Tea Tree ou arvore de
cha é uma espécie arbdérea da familia Myrtaceae nativa da Australia. Podem
atingir sete metros de altura, tém uma casca fina e folhas longas e
pontiagudas, que quando partidas, emitem um aroma forte (Carson et al.,
2006).

As propriedades medicinais da M. alternifolia sao conhecidas e
utilizadas a centenas de anos pela tribo australiana de aborigenes Bundialung.
Esta tribo tinha o habito de tomar o cha das folhas desta planta para
praticamente qualquer doencga. Eles mascavam as folhas destas arvores para
ajudar a curar gripes e infecgbes de garganta, nadavam em lagoas rodeadas
por Tea trees e a chamavam de healing lakes (lagoas da cura). Esta planta sé
passou a ser conhecida no ocidente a partir de 1770 com as expedicdes do
capitdo James Cook. O botanico Josef Banks membro desta expedigao
estudou as propriedades medicinais dessa planta e a batizou de Tea Trees
(Figura 2 A e B), (Silva et al., 2002; Hammer et al., 2003 a).

O principal produto da M. alternifolia € o 6leo essencial, que possui
comprovada acao antimicrobiana e anti-inflamatoria entre outras. Por ser uma
espécie natural na Australia, |a se concentram os principais produtores e
fornecedores desse 6leo (aproximadamente 400 toneladas/ano). Ele tem sido
consumido pelas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de limpeza, sendo
os principais centros consumidores América do Norte e a Europa (Castro et al.,
2005).
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Fonte: http://www.australianplants.com

Figura 2 A, B Melaleuca alternifolia Cheel - A: habito arbéreo; B: folhas e floragéo

1.2.1 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel

A denominagdo de 6leo essencial refere-se a um complexo de
substancias naturais, extraidas de plantas por meio de destilagao por arraste
com vapor d’agua. Sao constituidos de numerosos compostos volateis, com
tensdes de vapor elevadas, odoriferos e insoluveis em agua (Simdes, 2007).

O dleo essencial de M. alternifolia varia de incolor ao amarelado, tem
um aroma que lembra eucalipto. Obtido das folhas, o 6leo pode conter
quantidades variadas de terpenos (pineno, terpineno e cimeno), terpinenol
(terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol que sdo os constituintes mais
importantes relacionados a atividade antimicrobiana. O cineol é um
conhecido irritante da pele e o terpinenol € apontado como o maior
contribuinte da atividade antimicrobiana dentre os componentes. O d6leo de
boa qualidade contém quantidade entre 2 a 5% de cineol e entre 40 a 47%
de terpinenol. (Hammer et al., 2003; Carson et al., 2006).

O dleo essencial de M. alternifolia, Tea Tree Oil é um potente
antisséptico, antibacteriano, antifungico e parasiticida natural, ndo toxico e
nao irritante para os tecidos, muito testado clinica e laboratorialmente
(Mondello et al., 2003, Halcén e Milkus, 2004 e Carson et al., 2006).
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As propriedades antimicrobianas do o6leo essencial vém da
combinacao de diferentes compostos. Geralmente é o resultado de um efeito
combinado de compostos ativos e inativos. Os compostos inativos podem
influenciar a velocidade das reagdes e biodisponibilidade dos compostos
ativos (Oliveira, 2007).

Em 1920 dentistas australianos utilizavam o 6leo essencial de M.
alternifolia para desinfetar tesouras e bisturis e observaram ser efetivo na
prevencao de infecgdes. Na segunda guerra mundial este 6leo fazia parte
dos kits de primeiros socorros de médicos do exército australiano. Esse 6leo
era colocado o mais rapido possivel em ferimentos para proteger contra
infecgdes. Na época foi considerado tdo importante que os produtores desse
Oleo foram dispensados do servigo militar para produzi-lo durante a guerra.
Apods este periodo e com a chegada de medicamentos sintéticos passou a
ser produzido apenas para o mercado local, sendo redescoberto nos anos
de 1990. (Tenney,1996).

Produtos farmacéuticos para uso externo com o 6leo essencial de M.
alternifolia € muito utilizado para o tratamento de acne; caspa; onicomicoses;
infeccbes cutaneas; desinfecgdo de superficies; higiene das maos entre

muitos outros (Reichling et al., 2004; Carson et al., 2006).

Reichling e colaboradores em 2004 pesquisaram a eficiéncia do
creme de tea tree a 10% contra dermatite purulenta aguda em 57 cées e
afirmaram que apds 10 dias de tratamento houve uma taxa de sucesso de
71%. No décimo dia ocorreu significava redugao dos sintomas comparados
ao grupo controle.

Sherry e colaboradores em 2001 descrevem um caso de fratura na
tibia com osteomielite crbnica por Staphylococcus aureos resistentes a
antibioticoterapia intravenosa, realizada por dois anos. Quando a amputacao
era a alternativa tratou-se a mesma com uma mistura de éleos essenciais de
Eucaliptus glébulos, M. alternifolia e Eugenia caryophyllus. Apés trés meses
os tecidos haviam se recuperado e o sintoma regredido e as culturas para

bactéria foram negativas.
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Em 1998 o 6leo essencial de M. alternifolia quando comparado com
o fluconazol para o tratamento de uma candidiase recorrente em pacientes
imunodeprimidos foi uma alternativa eficiente nesse tratamento ja que a
Candida sp n&o respondia ao fluconazol (Carson et al., 1998; Vasquez et.
al., 2000).

Autores relatam ser esse 6leo essencial reconhecidamente eficaz
na inibicao de diversos tipos de microrganismos, tais como: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Aspergillus niger, Streptococcus pyogenes, entre outros (Oliveira et al.,
2007; Hammer et al., 2004).

1.3 Polpa dental

A polpa dental esta localizada no interior da camara pulpar; é
formada por um feixe vasculo-nervoso; se encontra delimitada pelas paredes
inelasticas da dentina, que conferem protecao pulpar enquanto permanece
integra. A polpa dental tem fung¢des nutritivas, reparadoras, sensoriais,
formativas e defensivas. Quando exposta a agentes microbianos, quimicos
ou mecanicos, esta responde com uma inflamacéo, a pulpite, que pode tanto
regredir para a cura quanto evoluir para uma necrose, dependendo da

intensidade do agente agressor e da resposta do hospedeiro.

1.4 Necrose Pulpar

A carie é considerada a maior fonte de microrganismos em infec¢des
da polpa e da area periapical. A necrose pulpar ocorre porque 0s
mecanismos de defesa do organismo nao conseguem eliminar os
microrganismos presentes na lesdo cariosa do sistema de canais
radiculares. A polpa dental reage a lesdo de carie antes de ser alcangada

pelos microrganismos. Produtos microbianos, acidos organicos e enzimas
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sao frequentemente encontrados nos tubulos dentinarios, tais produtos
causam inflamagao, podendo dar inicio ao processo de necrose pulpar
(Tronstad et al., 1987).

A necrose pulpar € o resultado final de alteragdes irreversiveis
ocorridas no tecido pulpar, representando a cessagao de atividade

metabdlica deste. Esta pode ocorrer de trés maneiras distintas:

» necrose de coagulagcdo aonde ocorre morte dos tecidos

pulpares devido ao bloqueio do suprimento sanguineo,

» Necrose por liquefacao é a forma em que os tecidos pulpares

se tornam Umidos e amolecidos,

» Gangrena, tipo mais freqlente que ocorre apds a sequéncia
de alteragdes inflamatérias da polpa, geralmente esta
associada a infeccdo bacteriana e € causada pela

combinacao de isquemia e infeccao bacteriana.

Na necrose pulpar, os microrganismos se encontram em posi¢cao
privilegiada no interior do canal radicular uma vez que os mecanismos de
defesa ndo conseguem alcanga-los ja que o suprimento sanguineo foi
comprometido. Assim 0s microrganismos encontram um excelente nicho

para multiplicacao.

Assim como a carie representa a principal fonte de agresséao
microbiana para a polpa dental, o canal radicular infectado constitui a fonte

principal de agressdo microbiana para os tecidos periapicais. (Jorge 2007).

O tratamento fundamenta-se na remocao do tecido necrosado e dos
microrganismos presentes no sistema de canais radiculares. A composi¢ao
microbiana de um canal radicular infectado é determinada pela via na qual,
estes ganham acesso ao canal, pela disponibilidade de nutrientes e pelas

interrelagoes entre microrganismos.

Na microbiota das patologias pulpares sao frequentemente
encontrados, os seguintes microrganismos: Streptococcus sanguis, S.

miteor, S.salivarius, S faetidus (enterococos), S. pyogenes, Staphylococcus
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aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosas, Enterobacterias,
Bactérias produtores de pigmento negro e Porfiromonas gingivalis e P.

endodontales, Actinomyces e Candida albicans (Jorge 2007).

No interior dos canais radiculares C. albicans esta presente nos
casos de polpa morta colonizando o sistema de canais radiculares e
destruindo os tecidos periapicais com as bactérias, mas também pode
sobreviver como unico microrganismo, possuindo a versatilidade de
sobreviver em extremos de pH, representando um problema no tratamento
padrao dos canais radiculares (Siqueira e Sen, 2004).

O principal propoésito do tratamento endodéntico de polpa morta é a
desinfeccdo do sistema de canais radiculares. Muitas vezes microrganismos
viaveis permanecem no interior do canal apds o preparo biomecanico e
associado a condi¢des favoraveis de crescimento podem impedir o processo
de reparagado e causar o fracasso desse tratamento. Microrganismos que
sobrevivem aos procedimentos, quimico e mecanico desse tratamento

podem rapidamente aumentar seu numero entre as sessdes de tratamento.

Estudos mostram que leveduras como C.albicans presentes nas
patologias pulpares sédo responsaveis, em grande parte, por recidivas que
levam a necessidade de retratamento do canal, pois as substancias
quimicas auxiliares nao agem sobre algumas amostras dessas leveduras.
(Siqueira, 2002).

1.5 Tratamento endodontico

O tratamento de canal é preconizado quando a pulpite apresenta um
quadro irreversivel de polpa viva (Biopulpectomia) ou quando ha necrose

pulpar (Necropulpectomia).

Na Necropulpectomia o objetivo € retirar os restos necréticos da
polpa e descontaminar os tecidos que a envolvem modelando a camara

pulpar de forma a receber o material obturador.
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Pode ocorrer nesse processo a necrose parcial da polpa no sentido
corono-radicular permanecendo a porgao apical ainda viva, fazendo com que

haja processo inflamatério com consequente sintomatologia dolorosa.

Durante o tratamento de canal séo utilizadas substancias quimicas
auxiliares que agem como antimicrobianos, irrigantes, lubrificantes e
detergentes, bem como medicamentos de espera que sao ministrados entre
as sessoes e tem como funcédo a descontaminagao, analgesia, manutengcao
dos tecidos remanescentes e do periapice, remineralizagdo e a antissepsia

da camara pulpar (Paiva e Antoniazzi,1991).

Os medicamentos mais utilizados atualmente sao: Hidroxido de
Calcio P. A, Paramonoclorofenol Canforado, Formocresol, Paraformaldeido,
Timol, Cresatina, Otosporin Clorexidina, Paramonoclorofenol associado ao
Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP); Fosfato de Dexametasona,
Paramonoclorofenol e Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (NDP). Apesar de
apresentarem um o6timo efeito antimicrobiano ndo ha um farmaco capaz de
reunir todos os requisitos necessarios para a resolucdo de todas
intercorréncias endodonticas. Vale ressaltar que o Formocresol e o
Paramonoclorofenol Canforado podem provocar uma reacao inflamatéria no
periapice, que € a principal causa do desconforto pds-operatério relatado

pelos pacientes (Oliveira et al., 2010).

As substancias quimicas auxiliares mais utilizadas sao o hipoclorito
de saodio, peroxido de hidrogénio, uréia e anestésicos. Os lubrificantes séo o
Endo PTC e o EDTA e como detergente pode-se citar o EDTA-t e o

Tergentol entre outras (Chandra et al., 2010).

Atualmente se observa uma maior utilizagao de plantas medicinais e
produtos de origem natural na terapia de algumas doengas. No ano de 2006
o Sistema Unico de Saude (SUS) aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos que visa desenvolver toda a cadeia produtiva de
plantas medicinais e fitoterapicos, para atender aos critérios de qualidade,
eficacia, eficiéncia e seguranga no uso, recomendando a Fitoterapia. O

documento propde a implementacdo de acgdes e servicos relativos a
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Fitoterapia/Plantas Medicinais pelas Secretarias de Saude dos Estados, do
Distrito Federal e dos Municipios, nos sistemas de atengcédo a saude (Brasil
2006). O Ministério da Saude (MS) publicou em marg¢o de 2010 uma portaria
que instituiu as Farmacias Vivas, responsaveis pelo cultivo de plantas e
manipulacdo de medicamentos fitoterapicos, dentro do Sistema Unico de
Saude (SUS).

Na odontologia ndo € diferente, esses produtos vem despertando
interesse de sua utilizagdo em varias areas (Bretz, 1998, Cavalcante et al,
2011 e Zohreh et al, 2012).

Existem varias pesquisas na avaliacdo da atividade antifungica de
produtos naturais frente a leveduras do género Candida dentre eles
podemos ressaltar 6leos esséncias, extratos aquosos e alcoolicos de
diversas plantas e compostos produzidos por anmais (Alves et al., 2000;
Silva, 2004; Polachini, 2004; Oliveira, 2005; Alves et al., 2006 e 2009; Lima
et al., 2006; Abrahdo, 2007; Oliveira, 2007; Silva, 2007; Almeida et al., 2008;
Alves et al., 2008; Molina et al., 2008; Costa et al., 2009 e 2010; Almeida et
al., 2010; Cavalcante et al., 2011).

O Oleo essencial de M. alternifolia se enquadra no grupo de
medicamentos naturais a serem escolhidos por terapeutas de diversas areas
da saude e a comunidade cientifica tem buscado cada vez mais estas

aplicacoes.

Espera-se com esta pesquisa contribuir com a Saude Publica, com
mais um produto de baixo custo, de facil acesso e com afinidade pelos
tecidos do corpo humano e com poucas contraindicacbes. Espera-se
também encontrar em uma Unica substancia o maior numero de
propriedades necessarias para o sucesso do tratamento endoddéntico,

melhorando assim, a qualidade de vida dos pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia Cheel sobre Candida albicans, no interior do canal radicular in vitro e

como medicagao intracanal em pacientes com necrose pulpar.

2. 2 Objetivos especificos

* Avaliar in vitro a atividade do 6leo essencial de M. alternifolia
Cheel sobre C. albicans, na auséncia e na presenca de
tensoativos e solvente.

e Avaliar in vitro a atividade de tensoativos e solvente sobre C.
albicans.

* Determinar e comparar a producdo de exoenzimas proteinase e
fosfolipase, em isolados de C.albicans, antes e apds contato com
o Oleo essencial de M. alternifolia Cheel.

 Comparar as caracteristicas fenotipicas (franjas) de isolados de
C.albicans, antes e apds contato com o 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel.

* Avaliar in vitro a atividade do 6leo essencial de M. alternifolia
Cheel no interior de canais radiculares de dentes contaminados
com C. albicans.

* Aplicar a concentragao do o6leo essencial de M.alternifolia Cheel
com atividade fungicida em pacientes sob tratamento endoddntico
e acompanhar durante o tratamento a ocorréncia de leveduras no
interior do canal radicular.

* Avaliar in vitro a atividade do 6leo essencial de M. alternifolia
Cheel sobre leveduras isoladas durante o tratamento endoddntico
e comparar a producido de exoenzimas proteinase e fosfolipase e
caracteristicas fenotipicas das leveduras antes e apds contato

com o 6leo essencial.
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3. METODOLOGIA

3.1 Candida albicans

Cepas padrao de C.albicans foram obtidas da micoteca do Laboratério
de Leveduras Patogénicas da Seg¢ao de Micologia do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o

Paulo.

B ATCC 90028
B C. albicans (ICB 12 A) - The London School of Hygiene &

Tropical Medicine;

A cepa padrao de C. albicans ICB-12A tém mostrado resultados
reprodutiveis nos testes em laboratério. E mantida liofilizada em freezer a - 80 °

C e em 6leo mineral em agar Sabouraud-dextrose.

3.2 Isolados de C. albicans

C. albicans utilizadas neste estudo foram da micoteca do Laboratério
de Leveduras Patogénicas da Seg¢do de Micologia do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo. Embora previamente identificadas como C. albicans estas foram
reidentificadas utilizando-se as provas para pesquisa de tubo germinativo (teste
de Reynolds — Braude), cultivo em lamina, testes para assimilagao de fontes de
carbono e nitrogénio e teste de fermentacédo de agucares, descritos segundo a
técnica de Kreger van Rij, 1984, Kurtzemann & Fell, 1998 e protocolo da Secao
de Micologia do Departamento de Microbiologia do ICB-USP (anexo 8).
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3.3 Pesquisa de fatores de viruléncia

» Producdao de exoenzimas - Proteinase e

Fosfolipase

A producdo de proteinase e fosfolipase foi avaliada antes e apods

contato com o 6leo essencial de M. alternifolia Cheel.

A proteinase foi avaliada segundo a técnica descrita por Ruchel et al
(1982) (Meio Base: &agar (Difco) 18,0 g; agua destilada 900,0 mL. Este meio
foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. Meio de albumina; yeast carbon base
(Difco)11,7 g; albumina bovina fragao V (Sigma) 2,0 g; protovit (manipulado por
Farmacia Bueno Ayres, SP-Brasil) 2,5 mL; agua destilada 100,0 mL. Este meio
foi esterilizado por filtragdo em membranas, Milipore de 0,22 mm. O meio
basico esterilizado foi resfriado a 50°C, adicionou-se o meio de albumina e em
seguida a mistura foi distribuida em placas de Petri em volume de 20 mL).

A atividade enzimatica da proteinase foi observada pela formacao de
um halo ao redor da colbénia (PZ). PZ é igual a razdo entre o didmetro da
col6nia (dc) e o didmetro da coldnia (dc) + didmetro de degradacgao (zd) = PZ
= dc/dc + zd.

A fosfolipase foi avaliada conforme descrita por Price et al (1982).
(Meio de emulsao de ovo: gema de ovo 80,0 g; solugao fisioldgica 80,0 mL. Os
ovos foram deixados em alcool a 70% durante uma hora para serem
desinfetados. Em seguida as gemas foram separadas e colocadas em um
recipiente estéril contendo pérolas de vidros, pesadas e adicionadas a solugao
salina 0,9%, agitando-se em vortex. Meio agar fosfolipase: peptona (Difco)
10,00g; glicose (Synth) 20,00 g; cloreto de sddio (Reagen) 53,30 g; cloreto de
célcio (Reagen) 0,55 g; agar (Difco) 20,00 g; agua destilada1000,00 mL. O
meio foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. Ao agar resfriado a 50°C foi
adicionada uma emulsao de ovo. Volume de 20mL foi distribuido em placas de
Petri.

A atividade enzimatica da fosfolipase é observada pela formacao de

um halo de precipitagdo ao redor da col6nia (PZ). PZ ¢é igual a razao entre o
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didmetro da colbnia (dc) e o didmetro da colbnia (dc) + didmetro de prcipitagédo
(zp) = PZ = dc/dc + zp.

Apos contato com o 6leo essencial a pesquisa de producdo das
exoenzimas foi realizada nas concentragdes sub-inibitérias nas cepas padrao
de C. albicans ATCC 90028 e ICB 12 A e de cada isolado testado. Como
controle de producdo das exoenzimas, isolados sem o contato com o dleo
essencial foram avaliados simultaneamente. As amostras foram semeadas em
pontos equidistantes de cada placas de Petri contendo o meio especifico para
cada enzima. Todas as amostras foram incubadas em estufa a 37°C por 72hs.

Os resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:
indice 1 - Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
indice 2- 1,0 < Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva

indice 3 - Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

> Tipagem fenotipica (Morfotipagem)
(Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et
al.,1989).

A tipagem fenotipica foi avaliada antes e apds contato com o éleo
essencial de M. alternifolia Cheel utilizando agar extrato de malte ( extrato de
malte, (Merck) 60,0 g, agar (Difico) 20,0g e agua destilada 1000mL. O meio
foi esterilizado a 120°C por 20 minutos e distribuido em placas de Petri (20
mL em cada placa). Suspensdes de colbnias de C. albicans com 48 horas
de cultivo em &agar Sabouraud dextrose a 25 °C, com turvacdo
correspondente ao tubo n° 3 da escala de McFarland, foram utilizadas como
in6culo. Com o auxilio de “swabs” estéreis, as suspensdes de C. albicans
foram inoculadas (3 a 4 por placa) na superficie do agar extrato de malte, e
em seguida, incubadas a 25 °C por 10 dias.

Os resultados foram avaliados segundo o0s aspectos
macromorfolégicos da franja e superficie das colbnias de tal modo que
resulte em um bidtipo composto por quatro digitos, de acordo com o modelo

de tipificacdo de Hunter et al (1989). 1° Franja — distribuicdo: Ausente (0);
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Descontinua (>20% da margem) (1); Descontinua (21 a 50% da margem)
(2); Descontinua (51 a 90% da margem) (3); Continua, somente na periferia
ou fios conspicuos em leques (5); Continuas com filamentos paralelos (7). 2°
Franja- comprimento: Ausente (0); Igual ou menor do que 2mm (2), De 3a 5
mm (3); Igual ou maior do que 6 mm (5). 3° Franja — Textura: Ausente (0);
Muito grosseira (1); Intermediaria (3); Fina (4). 4°Superficie — Topografia:
Lisa (0); Nodular (1); Escavada (2); Crateriforme (4); Crateriforme com

dobras e pregas (5); Dobras ou pregas (6); Pélos (8).
3.4 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel

O dleo essencial de M. alternifolia Cheel também conhecido por Tea
tree foi adquirido comercialmente da empresa “Thursday Plantation Health
Ltda” (Ballina NSW Australia)

3.41 Andlise Cromatografica: Cromatografia gasosa e

espectrometria de massa (CGMS)

A analise cromatografica foi realizada na Divisdo de Quimica Organica
e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas
e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas - CPQBA / UNICAMP.

Preparacao da amostra — 100 ml de 6leo essencial de M. alternifolia
foram pesados analiticamente em baldao volumétrico de 5 ml e o volume
completado com acetato de etila. Volume injetado — 1 pL.

As analises foram realizadas em um cromatografo a gas HP-6890
acoplado a detector seletivo de massas HP-5975. Foi utilizada uma coluna
capilar de silica fundida HP-5 (30 mm x 0,25 mm x 0,25 mm) com hélio como
gas de arraste (1,0 ml x min™). As temperaturas do injetor e detector foram
220°C e 250°C respectivamente, com uma programacao de temperatura
para a coluna de 60°C a 240°C (3°Cxmin™"). Uma mistura de n-alcanos foi

usada para o calculo de indice de retencgao (IR) dos analitos e a identificagéo
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dos mesmos foi feita pelo IR, comparagao com a biblioteca eletrénica NIST e

com dados da literatura (Adams, 2007).

3.5 Tensoativos e solventes

Foram avaliados os tensoativos polissorbato Tween 20 (Sigma) e
polissorbato Tween 80 (Sigma) que sao polissorbatos, ou tensos ativos
hidrofilicos, geralmente solluveis ou dispersaveis em agua e empregados para
obter emulsdes do tipo 6leo em agua, como dispersantes ou solubilizantes de
6leos. E um surfactante n&o-idnico, pouco téxico para as membranas
biolégicas e o solvente DMSO (Tedia-Brazil) (dimetilsulfoxido), a partir de
10.000pg/mL (100%) em meio RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)
sobre as cepas padrao de C. albicans ATCC 90028 e ICB 12 A.

Tween 20 (Sigma) (polissorbato 20) e Tween 80 (Sigma) (polissorbato
80) também foram avaliados sobre as cepas padrdo de C. albicans ATCC
90028 e ICB 12 A nas concentragdes 0,01; 0,02 e 0,04% em meio RPMI e
DMSO (Sigma) na concentragéo de 0,5; 1 e 2% (Nascimento et al 2007);

Para o ensaio com todos os isolados o meio de cultura RPMI-1640 foi
previamente preparado com os tensoativos ou solventes nas seguintes
concentragdes: Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80 (polissorbato 80) na
concentragcédo de 0,02 % e DMSO na concentracéo de 1% (Nascimento et al
2007).

Apds contato com esses agentes foram realizadas a pesquisa de
producao de exoenzimas e morfotipagem nas doses subinibitoria, conforme

técnica descrita em 3.3.
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3.5.1 Pesquisa da interferéncia dos polissorbatos Tween 20
(polissorbato 20), Tween 80 (polissorbato 80) e solvente
dimetilsufoxido DMSO sobre as cepas padrao de C. albicans ATCC
90028 e ICB 12 A

> Preparagao da suspensao de C. albicans

Cepas padrao de C. albicans ATCC 90028 e ICB 12 A foram cultivadas
em agar Sabouraud-dextrose (Difco- USA), a 37°C. As suspensdes foram
preparadas a partir de uma cultura de 24 horas, com turbidez equivalente a
escala 0,5 de Mc Farland, concentragdo equivalente a 1-5 x 10° UFC/mL
(Pfaller et al.,, 1988). A 1 mL destas suspensées em PBS pH 7.2
acrescentou-se 9 mL do meio de cultura RPMI-1640 (Gibco BRL,Grand
Island,NY,USA) ajustando-se as suspensdes finais para 0,5 - 2,5 x 10° UFC
/mL.

» Ensaio in vitro da interferéncia dos polissorbatos Tween 20
(polissorbato 20), Tween 80 (polissorbato 80) e DMSO nas
cepas padrao de C. albicans ATCC 90028 e ICB 12 A.

Ap0ds preparacao das suspensodes de C. albicans ATCC 90028 e ICB
12 A os ensaios foram realizados em placas de microdiluicido de fundo
chato, com 96 pocos e capacidade de 300 uL. Foram colocados em cada
poco 100 uL de RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) e 100 uL
do tensoativo ou solvente e realizada a diluicdo seriada na base dois até o
24° poco e por Ultimo adicionou-se 100 uL da suspensdo da levedura a
cada poco. Esses testes foram realizados em duplicata e a microplaca

selada com Parafilm “M”® e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.
» Controles

Foi utilizado um controle negativo, para verificar a esterilidade do
meio RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), um controle negativo
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do meio mais cada tensoativo ou solvente e um controle positivo para

crescimento da levedura (meio RPMI-1640 + suspenséao da levedura)

» Leitura das placas de microdiluigao

A avaliacdo da sensibilidade de C. albicans na microplaca foi
realizada 24 horas apos a incubacdo. A concentragéo inibitéria minima (CIM)
foi observada na microplaca e o resultado definido, como a menor
concentracdo inibitéria da substancia capaz de inibir o crescimento das

amostras testadas.

3.6 Pesquisa in vitro da atividade do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel sobre C. albicans sem adi¢ao de tensoativos

e solvente.
» Preparacoes da suspensao de leveduras

Os isolados e as cepas padrao de C. albicans ATCC 90028 e ICB 12
A foram cultivados em agar Sabouraud Dextrose (Difco — USA) e incubados
em estufa a 37°C por 24 horas. A suspensao dos isolados e das cepas
padrao C. albicans ATCC 90028 e ICB 12 A foram preparados a partir de
uma cultura de 24 horas, com turbidez equivalente a escala 0,5 de Mc
Farland, concentragdo equivalente a 1-5 x 10° UFC/mL (Pfaller et al., 1988).
A 1 mL desta suspensdo em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL do meio de
cultivo RPMI-1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA) ajustando-se a
suspensao final para 0,5-2,5 x 10° UFC /mL.

» Ensaio in vitro da atividade antifungica do 6leo essencial de

M. alternifolia Cheel sobre C. albicans.
Os ensaios foram realizados em microplacas, de fundo chato, com

96 pocos e capacidade de 300uL. Em cada poco foi colocado uma solucéo
de 100uL de meio RPMI- 1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA)
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acrescido ou ndo de tensoativo ou solvente de escolha, até o 24° poco. No
primeiro poco foi colocado 100uL do 6leo essencial a ser testado a partir de
80.000ug/mL (100%). A partir do segundo pogo, 100uL do mesmo produto
foi homogeneizado e diluido em série, na “base 2" até 24° pogo. Na
sequéncia foram distribuidos em cada poco 100uL da suspensdo da
levedura de cada amostra. As placas foram seladas com Parafim “M"® e

incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

> Controles

Em uma placa de microdiluicdo foi utilizado um controle negativo,
para verificar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand Island,
NY, USA), um controle negativo para o éleo essencial e um controle positivo
para cada levedura (meio + inoculo). A placa foi selada com Parafilm “M’® e

incubada em estufa a 37°C por 24 horas.

» Leitura das placas de microdiluigao

A avaliacdo da sensibilidade de C. albicans na microplaca foi
realizada 24 horas apods a incubacdo. A concentracdo inibitéria minima
(CIM) foi observada na microplaca e o resultado assim definidos:

« CIM-50 que representa a concentracdo inibitéria minima da
substancia capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.

 CIM-90 que representa a concentragao inibitéria minima da

substancia capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

» Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida do o6leo

essencial de M. alternifolia Cheel sobre C. albicans.
Também pode se expressar em termos de concentragdo fungicida

minima CFM, considerada como a menor concentracdo da substancia

capaz de levar a morte do fungo (Cury,1998), apds 24 horas.
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A avaliagdo dessa atividade fungistatica ou fungicida do oleo
essencial foi realizada em placas de Petri com agar Sabouraud Dextrose
(DIFCO), semeando-se 5uL das quatro diluicbes anteriores ao pogo com
inibicdo do crescimento fungico. As placas de Petri com os inéculos foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

O resultado da concentragdo fungicida minima (CFM) obtida foi
analisada e assim definidos:

« CFM-50 que representa a concentragdo fungicida minima da
substancia capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.

« CFM-90 que representa a concentragdo fungicida minima da

substancia capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.

3.7Pesquisa in vitro da atividade do o6leo essencial de M.
alternifolia Cheel acrescido de tensoativos e solvente sobre
C. albicans.

Os tensoativos Tween 20 (Sigma) (polissorbato 20) e Tween 80
(Sigma) (polissorbato 80) foram avaliados na concentragdo de 0,01; 0,02 e
0,04% em meio RPMI e o solvente DMSO (Sigma) na concentracéo de 0,5; 1 e
2% (Nascimento et al 2007) sobre duas amostras de C. albicans (ATCC 90028
e ICB-12A).

Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80 (polissorbato 80) na
concentragcédo de 0,02 % e DMSO na concentracdo de 1% (Nascimento et al
2007), foram as concentragdes utilizadas para o ensaio com todas as amostras
de C.albicans. Os ensaios foram realizados em microplacas conforme descrito

no item 3.6.

> Controles

Foi utilizado um controle negativo, para verificar a esterilidade do meio
RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), um controle negativo do 6leo
essencial de M. alternifolia Cheel, um controle negativo do meio acrescido do

emulsificador, um controle positivo para crescimento da levedura (meio RPMI-

40



1940 + suspensdo da levedura) e um controle positivo para crescimento da

levedura (meio RPMI-1940 + agente emulsificador + suspenséao da levedura)

> Leitura dos testes de sensibilidade

A leitura dos testes de CIM e CFM foram realizadas conforme descritos

no item 3.6.

3.8 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel

sobre C. albicans no interior do canal radicular

Foram selecionados 60 dentes humanos, doados e unirradiculares,
portadores de rizogénese completa, extraidos por razdes diversas, sem
tratamento endodéntico, vivo ou morto e néo fraturado. Célculo dental e
outros eventuais residuos aderidos as superficies radiculares externas foram
criteriosamente removidos com o auxilio de curetas periodontais. Estes
dentes foram acondicionados em tubos de polipropileno, contendo solucéo
salina e mantidos sob refrigeracao até o uso.

Esses dentes tiveram as coroas removidas com o uso de discos de
aco acoplados a caneta de baixa rotagdo, sob constante refrigeracao.
Posteriormente, tomadas radiograficas foram realizadas a fim de verificar a

existéncia de canal unico e reto e sem calcificacdes ou reabsorgdes internas.

> Preparo do dente

Seguindo a metodologia de Paisano (2004), os canais foram
preenchidos com solugao fisiolégica estéril e com o uso de lima K, n°® 15 foi
realizado o esvaziamento do conteudo. O comprimento foi determinado pela
introducao de lima tipo K de fino calibre com limitador de silicone até que sua
guia de penetragdo alcance o forame apical. Foi subtraido 1 mm desse valor,
aferido com régua milimetrada. Estabelecida essa extensao longitudinal,

realizamos o preparo quimico-cirurgico com limas tipo K e irrigagado com 50 ml
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de solugao fisiologica esterilizada a cada troca de instrumento, preparando-se
os canais até a lima # 45. A irrigacéo final foi realizada com 5 mL de solugéo de
EDTA-T seguida de 100 mL de solugédo salina sob agédo de vibragao ultra-
sbnica. A superficie externa das raizes foi entdo impermeabilizada com adesivo
instantaneo cianoacrilato (Super Bonder®). Apos a instrumentacgéo, os dentes
foram colocados em tubos de polipropileno contendo solugéo fisioldgica e
esterilizados em autoclave a 121°C durante vinte minutos, Em cabine de fluxo
laminar foram secos com auxilio de compressas de gaze e cones de papel
absorvente previamente esterilizados, seus forames apicais selados com cera
e inseridos em suportes estéreis confecionados especificamente para a

realizacao deste experimento sendo a quantidade de 10 dentes por suporte.

> Critério de sele¢cao das amostras de C. albicans.

Foram selecionadas 4 amostras de C. albicans sendo uma amostra
ATCC 90028 altamente produtora de proteinase e fosfolipase, uma amostra
(numero 2) n&o produtora de proteinase e de fosfolipase e amostra numero 23
altamente produtora de proteinase e amostra numero 56 altamente produtora

de fosfolipase

> Ensaio in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia

Cheel sobre C. albicans no interior do canal radicular

Os 60 dentes foram divididos em doze grupos, cada grupo de cinco
dentes colocados em suporte conforme Figura 3. Inicialmente foi introduzido
nos canais radiculares dos dentes, uma suspensao de leveduras preparada
conforme item 3.6 selecionadas para cada teste conforme o grupo. Os
dentes foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas.

Ap0ds esse periodo foi adicionado dleo essencial de M. alternifolia em
diferentes concentragdes conforme o grupo e Paramonoclorofenol associado
ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP) no grupo controle. Novamente

incubados em estufa a 37° por mais 24 horas.
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Grupo |

Foi colocado apenas o meio RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA) — controle negativo do meio de cultura e apds 24 horas,
acrescido do meio RPMI 1640.

Grupo Il

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 - controle positivo e apds 24 horas, acrescido do
meio RPMI 1640.

Grupo lll
Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentragao a 100% (80.000ug/mL).

Grupo IV
Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de Paramonoclorofenol

associado ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP) - Controle.

Grupo V
Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentragao a 10% (8.000ug/mL).

Grupo VI
Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentragao a 0,78% (625ug/mL) (CFM).

43



Grupo Vi
Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 2 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentracao a 10% (8.000ug/mL)..

Grupo Vil

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 2 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentragao a 0,39% (312,5ug/mL) (CFM).

Grupo IX
Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 23 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentracao a 10%(8.000ug/mL).

Grupo X

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 23 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracao a 0,09% (78,125ug/mL) (CFM).

Grupo XI
Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 56 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentragao a 10% (8.000ug/mL).

Grupo XIi

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 56 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracao a 1,56% (1.250ug/mL) (CFM)
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Figura 3 - Suporte com 2 grupos de 5 dentes

> Avaliagao in vitro do O6leo essencial de M.
alternifolia Cheel frente a C. albicans no interior

do canal radicular

Para avaliar a atividade do 6leo essencial foi retirado o conteudo de
cada canal radicular com cone de papel e este semeado em placas
contendo Agar Sabouraud-glicose incubada por 24 horas a 37°C. Apds este
periodo observou-se a auséncia ou a presenca de crescimento de coldnias

de C.albicans.

3.9 Pacientes

Foram estudados 10 pacientes adultos, de ambos os sexos, maiores
de 18 anos, nao portadores de doenga mental que tiveram diagndstico de
necrose pulpar em um ou mais dentes virgens de tratamento endodéntico e
que consentiram voluntariamente em participar da pesquisa, apos
devidamente esclarecidos, assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Nestes pacientes foi aplicado solugcdo de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel a uma concentragcdo a 20% acrescido de Tween 20 a
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0,02% (Nascimento et al 2007). Foi realizado um relatério de cada paciente

e a cada atendimento (Anexo 9).

Nao participaram do estudo os pacientes que relataram alergia ou
reagdes ao uso de produtos derivados de eucalipto, portador de doenca
mental e que nao tiveram diagndstico de necrose pulpar em um ou mais
dentes ou ja apresentaram tratamento endodbéntico e se recusaram a
participar da pesquisa, mesmo apods devidamente esclarecidos e nao

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

O grupo controle foi formado por 10 pacientes adultos, de ambos os
sexos, maiores de 18 anos, nao portador de doenca mental e que tiveram
diagndstico de necrose pulpar em um ou mais dentes virgens de tratamento
endoddntico e consentiram voluntariamente em participar da pesquisa, apos
devidamente esclarecidos e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Estes foram submetidos ao tratamento endodbdntico com

Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglico 400 em Rinossoro® (PRP).

» Coleta das amostras, isolamento e identificacao

das leveduras e tratamento.

O(s) dente(s) envolvido(s) foram devidamente isolado(s) do meio bucal
por lencol de borracha para evitar contato com a saliva ou outras secrecdes
(Paiva, Antoniazzi,1988).

Foi realizado exame radiografico de diagnéstico por meio de

radiografia periapical do(s) dente(s) afetados.

Em seguida uma cirurgia de acesso foi realizada e imediatamente
apo6s uma coleta com cone de papel absorvente estéril introduzido no(s)

canal(ais) afetado(s), por vinte segundos.

Apds a coleta, o cone foi semeado em Agar Sabouraud-glicose com

200ug/mL de cloranfenicol e mantido em estufa a 37°C por 7 dias para

46



pesquisa de leveduras que se positivas foram isoladas e identificadas
utilizando-se as provas para pesquisa de tubo germinativo (teste de
Reynolds — Braude), cultivo em Iamina, testes para assimilagao de fontes de
carbono e nitrogénio e teste de fermentagcédo de agucares, descritos segundo
a técnica de Kreger van Rij, 1984, Kutzeman & Fell, 1998 e protocolo da
Secgao de Micologia do Departamento de Microbiologia do ICB-USP (anexo
3). No caso de auséncia de leveduras as culturas foram mantidas por 30

dias para confirmar a negatividade.

Apds a coleta, ainda na mesma sessao o canal foi tratado
conforme protocolo usual utilizando-se hipoclorito de sodio a 2,5%, mudando
apenas a medicacdo de demora a ser ministrada, no caso 6leo essencial de
M. alternifolia, que ficou agindo por uma semana, na concentragao a 20% v/v
com tween 20 a 0,02 %. No caso dos controles a medicagcéo de demora foi 0
Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro®
(PRP).

Depois de 7 dias o dente foi reaberto e uma nova coleta realizada.
Uma nova semedura para verificar a ocorréncia da redugao ou auséncia de

leveduras. Para obturacgao foi usado o cimento Sealer 26 - Dentsply ®.

> Avaliagdo in vitro do o6leo essencial de M.
alternifolia Cheel sobre as leveduras isoladas no
interior do canal radicular de paciente em

tratamento

As leveduras isoladas e identificadas foram submetidas aos testes
de sensibilidade in vitro com o 6leo essencial de M. alternifolia conforme item
3.6. A producao de exoenzimas e a tipagem fenotipica foram avaliadas com

e sem a presenca do oleo essencial de M. alternifolia conforme item 3.3.

47



3.10 Controle de qualidade e biosseguranga

Todas as preparacdes e analises foram realizadas pelos mesmos
técnicos utilizando-se os equipamentos de protecao individual (EPIs) como
luvas, avental, mascara, 6culos e equipamentos de protecao coletiva como

cabine de seguranga bioldgica, bico de Bunsen e capela de exaustao.

3.11 Descarte de residuos
Todos os residuos gerados das analises microbiolégicas, no

presente estudo seguiram as normas de descarte estabelecidas pelo plano

de gerenciamento de residuos do Instituto Adolfo Lutz.

3.12 Consideragoes Eticas
Este trabalho (32/2009) seguiu as recomendagbdes da resolugao

196/96. Foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz (Anexos
1,2,3,4eb)
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4. RESULTADOS

4.1 Candida albicans.

Os 64 isolados de leveduras foram reidentificados como Candida
albicans, 100% (64/64) apresentaram tubo germinativo e clamidoconideos.

A tabela 1 mostra o numero de isolados bioldgicos e das cepas padrao
de Candida albicans

Tabela 1. Numero de isolados biolégicos de origem humana e das cepas padrdo

de Candida albicans

ISOLADOS
] CEPA PADRAO CEPA PADRAO
C. albicans BIOLOGICOS DE
ATCC 90028 ICB 12 A

ORIGEM HUMANA

Nuamero de

cepas padrdo e 1 1 64
isolados

4.1.1 Fatores de viruléncia
4.1.1.1 Atividade enzimatica - Produgao de
exoenzimas: Proteinase e Fosfolipase
Na tabela 2 observa-se a produgao de proteinase e fosfolipase das
cepas padrao de C.albicans ATCC 90028 e ICB 12 A.

Tabela 2. Atividade enzimatica (Pz): produgédo de exoenzimas proteinase e

fosfolipase e morfotipos de cepas padrdo de Candida albicans

Cepas Padrao Proteinase Pz* | Indice | Fosfolipase Pz | Indice | Morfotipos**
C. albicans ATCC 90028 0,46 3 0,58 3 7334
C. albicans ICB 12 A 0,36 3 0,60 3 7525

* Atividade enzimatica: Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice:1)
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)

** Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Phongpaichi, 1987- modificado por
Hunter et al.,1989
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Trinta e nove isolados de C.albicans (39/64) (Tabela 3) apresentaram
producao de proteinase e fosfolipase fortemente positiva (indice 3). A média de
producdo de proteinase para os 64 isolados foi de Pz 0,44+ 0,24 e para
fosfolipase Pz 0,58 + 0,21 (Tabela 4 ).

Tabela 3. Atividade enzimatica (PZ): produgdo de exoenzimas proteinase e

fosfolipase e morfotipos de isolados de Candida albicans

Iscolad.os de Proteir:ase Indice FosfoIiPase Indice Morfotipos
.albicans Pz Pz
1 1,00 1 0,53 3 7325
2 1,00 1 1,00 1 7534
3 0,59 3 0,38 3 1236
4 0,36 3 0,67 2 5345
5 0,44 3 0,33 3 2045
5 0,50 3 0,54 3 7528
7 0,47 3 1,00 1 2338
8 0,32 3 0,43 3 3325
9 0,40 3 0,44 3 7325
10 0,30 3 0,27 3 7538
11 0,30 3 0,36 3 3325
12 0,45 3 0,50 3 1241
13 1,00 1 1,00 1 7342
14 0,38 3 1,00 1 3344
15 0,44 3 0,64 2 1320
16 0,24 3 1,00 1 2330
17 0,26 3 1,00 1 2335
18 0,35 3 1,00 1 7541
19 0,35 3 0,50 3 3235
20 0,38 3 0,56 3 7240
21 0,45 3 0,36 3 7516
22 0,31 3 0,43 3 1240
23 0,33 3 1,00 1 7328
24 0,50 3 0,43 3 5045
25 0,29 3 0,43 3 7334
26 0,38 3 0,50 3 5345
27 0,27 3 1,00 1 7240
28 0,18 3 1,00 1 1230
29 0,30 3 0,50 3 7320
30 0,33 3 0,67 2 0001
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31 0,40 3 0,46 3 5242
32 0,28 3 0,40 3 0004
33 0,27 3 0,55 3 1232
34 0,35 3 0,45 3 2232
35 1,00 1 0,54 3 5232
36 043 3 0,38 3 5032
37 0,27 3 0,60 3 7544
38 1,00 1 0,50 3 1240
39 0,36 3 0,70 2 7520
40 0,29 3 0,42 3 7344
41 0,27 3 0,55 3 7541
42 0,33 3 0,43 3 3342
43 1,00 1 0,46 3 7344
44 0,46 3 0,50 3 7242
45 1,00 1 0,43 3 3342
46 0,38 3 0,56 3 7542
47 0,57 3 0,40 3 7340
48 0,33 3 0,60 3 7240
49 0,22 3 0,50 3 7541
50 0,25 3 0,55 3 5341
50 0,50 3 1,00 1 7528
52 0,40 3 0,50 3 1241
53 0,38 3 0,46 3 7341
54 0,25 3 0,67 2 7341
55 0,30 3 0,46 3 7236
56 1,00 1 0,45 3 7338
57 0,31 3 0,69 2 7345
58 0,29 3 0,50 3 1246
59 0,27 3 0,46 3 7344
60 0,37 3 0,58 3 7341
61 0,35 3 0,55 3 5341
62 1,00 1 0,57 3 7538
63 0,40 3 0,50 3 7341
64 0,64 2 0,80 2 7334

*Atividade enzimatica:

Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 1)

1,0 < Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)
** Codigo dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et
al.,1989
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Tabela 4. Média, desvio padrdao, mediana, maxima e minima de producéo de

proteinase e fosfolipase de isolados de Candida albicans.

Exoenzimas PROTEINASE FOSFOLIPASE
Isolados de
C.albicans N=64" N=64
udp 0,44* £0,24 0,58 + 0,21
Mediana 0,36 0,5
Min. — Max. 1-0,18 1-0,27

* Numero de isolados
** Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
M - Média de produgéao de proteinase e fosfolipase
dp — desvio padrao da produgao de proteinase e fosfolipase
min-max. — minima e maxima da da produgao de proteinase e fosfolipase

4.1.1.2 Morfotipos

As tabelas 2 e 3 apresentam os morfotipos das cepas padrdao e dos
isolados de C. albicans. Nos isolados 51.13% (34/64) apresentaram franjas
continuas com filamentos em paralelo (codigo 7) e destes 32,35% (11/34)
apresentaram franjas de comprimento igual ou maior que 6 mm e 50% (17/34)

apresentaram franjas de comprimento entre 3 e 5 mm (Tabela 3).
4.2 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel
O dleo essencial de M. alternifolia foi adquirido na empresa Thursday

Plantation Health Ltda. (Ballina NSW Australia) e tem a composigao descrita na

International Organization of Standartization 1SO 4730/2004 (Anexo 6).

4.21 Andlise cromatografica: Cromatografia gasosa e

espectrometria de massa (CGMS)
Na anadlise cromatografica do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel

identificou-se os compostos terpinen-4-ol (38,12%); gama terpineno (19,72%);

alfa-terpineno (9,81%); para cimeno (3,62%); terpinoleno (3,52%); alfa-terpineol
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(3,29%); limoneno (2,88%); e alfa-pineno (2,68%) entre outros (Quadro 1 e
Figuras 4, 5 e 6). A analise cromatografica foi realizada no Centro Pluridisciplinar de

Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas CPQBA — UNICAMP

Quadro 1 Compostos volateis identificados no éleo essencial de Melaleuca

alternifolia Cheel

tr(min)§ IR® Identificagéo % rel. ©

5,064 926 alfa-tujeno 0,98
5,242 933 alfa-pineno 2,68
6,339 976 beta-pineno 0,69
6,695 990 beta-mirceno 0,74
7,117 1005 alfa-felandreno 0,45
7,533 1017 alfa-terpineno 9,81

7,765 1024 para-cimeno 3,62
7,900 1028 M =136 1,69
7,976 1030 Limoneno 2,88
8,986 1059 gama-terpineno 19,72
9,969 1088 Terpinoleno 3,52
11,184 1120 M =154 0,20
13,642 1181 terpin-4-ol 38,12
14,020 1191 alfa-terpineol 3,29
22,961 1406 alfa-gurjuneno 0,57
23,344 1416 trans-cariofileno 0,57
24,138 1435 Aromadendreno 1,92
24,331 1440 M = 204 0,23
25,003 1457 | ALLO-aromadendreno 0,81

25,543 1470 M = 204 1,45
26,251 1488 cis-beta-guaieno 0,24
26,402 1492 alfa-selineno 1,72
26,612 1497 alfa-muuroleno 0,24
27,536 1521 delta-cadineno 2,59
27,844 1529 cadina-1,4-dieno 0,34
29,789 1579 M =222 0,73
30,081 1587 Viridiflorol 0,26
30,172 1589 M =222 0,28
31,253 1619 M = 204 0,28
31,463 1624 1-EPI-cubenol 0,39

a) tempo de retengéo (em minutos);
b) indice de retengao;
c) fracdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma.
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Figura 4 — Cromatograma do dleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel
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4.3 Atividade in vitro do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
Cheel sobre cepas padrao de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) na

auséncia de tensoativos e solvente.

A cepa padrao de C. albicans ATCC 90028 foi mais sensivel ao dleo
essencial de M. alternifolia 1,56% (1250 ug/mL) que a cepa padréo de C.
albicans ICB 12 A 3,12% (2500 pg/mL) (Tabela 5). Nesta tabela pode-se
observar ainda que na concentragcéo subinibitoria 0,78% (625 pug/mL) do dleo
essencial de M. alternifolia Cheel ocorreu inibicao da produgao de proteinase,
fosfolipase e de formacao de filamentagdo na cepa padrao de C. albicans
ATCC 90028.

Tabela 5. Atividade in vitro do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel sobre as
cepas padrao de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e sobre a atividade

enzimatica e morfotipos dessas leveduras na auséncia de tensoativos e solvente.

Concentragido do Oleo essencial

Oleo essencial de semTensoativos e solvente* Proteinase PZ** Fosfolipase PZ Morfotipos

Melaleuca alternifolia

Concentragao Concentragao

CIM*** CFM****

Amostras % (viv) - ug/mL

ATCC 90028 0,39-312,5 1,56 -1250

Concentragao

0,78% (v/v)-625 ug/ml 0,78% (v/v)-625 pg/ml 0,78% (viv)-625 ug/mL

ICB-12A 1,66 -1250 3,12 - 2500 0,8 0,57

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM
em placas de microdiluicdo e leitura em 24 horas:
resultado em % e pg/mL.

Pesquisa da atividade fungicida CFM em Agar
Sabouraud dextrose, leitura em 24 horas: auséncia de
crescimento atividade fungicida

**Pz: Atividade enzimatica na concentragdo sub inibitéria

Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 1)
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)
***CIM: concentragao inibitéria minima
****CFM: concentragéo fungicida minima
v/v: volume por volume em porcentagem
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4.4 Atividade in vitro dos tensoativos Tween 20 (polissorbato 20),
Tween 80 (polissorbato 80) e ao solvente DMSO sobre as cepas padrao de
C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A)

A tabela 6 apresenta a sensibilidade das cepas padrao de C. albicans
(ATCC 90028 e ICB - 12 A) aos tensoativos Tween 20 (polissorbato 20), Tween
80 (polissorbato 80) e ao solvente DMSO. Na pesquisa da atividade fungicida e
fungistatica observou auséncia de atividade para Tween 20 (polissorbato 20) e
Tween 80 (polissorbato 80) e atividade fungicida entre 25% a 100% (2.500 a
10.000pg/mL) para o DMSO.

Tabela 6. Atividade dos tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80
(polissorbato 80) e do solvente DMSO sobre o crescimento de cepas padréo de C.
albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A)

Tensoativos
e Tween 20 Tween 80 DMSO
solvente

Amostras CIM***  CFM**** | CIM CFM CIM CFM
%(vIv) - ug/mL %(vIv) - ug/mL %(vIv) - ug/mL

25-100 25-100

ATCC 90028 SA SA 2500 a 10000

25-100 25-100

ICB-12 A SA SA 2500 a 10000

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM
em placas de microdiluicdo e leitura em 24 horas:
resultado em % e pg/mL.
Pesquisa da atividade fungicida CFM em Agar
Sabouraud dextrose, leitura em 24 horas: auséncia de
crescimento atividade fungicida

** SA: Sem atividade
**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima

v/v: volume por volume em porcentagem
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4.5 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel
acrescido de tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80
(polissorbato 80) e do solvente DMSO sobre as cepas padrao de C.
albicans (ATCC 90028 e ICB -12 A)

As Tabelas 7, 9 e 11 apresentam a atividade do 6leo essencial de
M. alternifolia acrescido dos tensoativos Tween 20 (Sigma), (polissorbato 20) e
Tween 80 (Sigma), (polissorbato 80), nas concentragdes de 0,01; 0,02 e 0,04%
e do solvente DMSO (Sigma) nas concentracdes de 0,5; 1 e 2% sobre as duas
cepas padroes de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A). Essas
concentracdes sao indicadas no trabalho de Nascimento e colaboradores,
(2007). O odleo essencial de M. alternifolia acrescido do tensoativo Tween 20
(Sigma), (polissorbato 20) nas concentragcdes 0,02 e 0,04% apresentou
atividade fungicida na menor concentracdo do éleo essencial 0,19% (156,25
pg/mL) (Tabela 7).

As tabelas 8,10 e 12 apresentam a atividade do o6leo essencial de M
alternifolia acrescido dos tensoativos Tween 20 (Sigma), (polissorbato 20) e
Tween 80 (Sigma), (polissorbato 80), nas concentragdes de 0,01; 0,02 e 0,04%
e do solvente DMSO (Sigma) nas concentracoes de 0,5; 1 e 2% sobre a
producao de proteinase e fosfolipase das duas cepas padrbes de C. albicans
(ATCC 90028 e ICB - 12 A). Na concentragao subinibitéria o 6leo essencial de
M. alternifolia acrescido do tensoativo Tween 20 (Sigma), (polissorbato 20) nas
concentragbes 0,01; 0,02 e 0,04% inibiu ou reduziu a produgcdo das
exoenzimas nestas amostras (Tabela 8).

Pelo exposto o tensoativo escolhido a ser acrescido ao 6leo essencial
no tratamento endodéntico dos pacientes foi o Tween 20 (polissorbato 20) na
concentragdo a 0,02%. Para a andlise da concentragao inibitéria minima e
concentragao fungicida minima dos 64 isolados foram testados os tensoativos
Tween 20 (Sigma) (polissorbato 20) e Tween 80 (Sigma) (polissorbato 80), na

concentracéo a 0,02% e o solvente DMSO (Sigma) na concentracéo a 1%.
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Tabela 7 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do
tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) nas concentragdes 0,01; 0,02 e 0,04% sobre o
crescimento de C. albicans (ATCC 90028 e ICB — 12A)

T il Tween 20 Tween 20 Tween 20
ensoativo 0,01% 0,02% 0,04%
Cepas Padrao de CIM** CFM*** CiM CFM CiM CFM
C.albicans %(vIv) - pg/mL %(vIv) - ug/mL %(vIv) - ug/mL
ATCC 90028 0,09-100 0,39 -100 0,09-100 0,19 -100 0,19-100 - 0,19 -100

78,12-80.000 312,5-80.0 156,25-80.000

78,12-80.000 156,25-80.000

0,09-100 0,39 -100

ICB-12 A 78.12-80.000 312.5 — 80.0 0,09-100 0,19 -100 0,19-100 - 0,19 -100

78,12-80.000 156,25-80.000 156,25-80.000

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM
em placas de microdiluicdo e leitura em 24 horas:
resultado em % e pg/mL.
Pesquisa da atividade fungicida CFM em Agar
Sabouraud dextrose, leitura em 24 horas: auséncia de
crescimento atividade fungicida

**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima
v/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 8 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do
tensoativo Tween 20 nas concentragcbes 0,01; 0,02 e 0,04% sobre a produgédo de
proteinase e fosfolipase de C. albicans (ATCC 90028 e ICB — 12A)- concentagao

subinibitoria.

Tween 20 Tween 20 Tween 20

0,01% 0,02% 0,04%

Atividade enzimati

Proteinase PZ* FosfolipasePZ Proteinase PZ* FosfolipasePZ Proteinase PZ* FosfolipaseP2

Cepas Padrao de

C. albicans CIM* CFM** CIM CFM [CIM CFM CIM CFM [CIM CFM CIM CFM
ATCC 90028 100 1,00 100 100|100 100 1,00 100 100 100 1,00 1,00
ICB- 12 A 100 100 100 100|100 078 100 078  [100 078 1,00 078

*Pz: Atividade enzimatica na concentragéo sub inibitéria
Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 1)
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)
**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima
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Tabela 9 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do

tensoativo Tween 80 nas concentragdes 0,01; 0,02 e 0,04% sobre o crescimento de C.

albicans (ATCC 90028 e ICB — 12A).

T il Tween 80 Tween 80 Tween 80
ensoeativo 0,01% 0,02% 0,04%
Cepas Padrao de CIM** CFM*** CiM CFM CiM CFM
C. albicans % (vIv) - pg/mL % (vIv) - pg/mL % (vIv) - pg/mL
ATCC 90028 12,50 -100 25-100 12,50 -100 25-100 12,50 -100 25-100
10.000-80.000 20.000-80.000 | 10.000-80.000 20.000-80.000 10.000-80.000 20.000-80.000
12,50 -100 25-100
ICB - 12 A 0,78 - 100 = 6,25 100 6,25 -100 12,5-100 10.000-80.000 20.000-80.000

625-80.000 5.000-80.000

5.000-80.000 10.000-80.000

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM
em placas de microdiluicdo e leitura em 24 horas:
resultado em % e pg/mL.

Pesquisa da atividade fungicida CFM em Agar
Sabouraud dextrose, leitura em 24 horas: auséncia de
crescimento atividade fungicida

**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima

v/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 10 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do

tensoativo Tween 80 nas concentragcbes 0,01; 0,02 e 0,04% sobre a produgédo de

proteinase e fosfolipase de C. albicans (ATCC 90028 e ICB — 12A) - concentagao

subinibitoria.

Tween 80

0,01%

Tensoativo

Tween 80

0,02%

Tween 80

0,04%

Cepas Padrao de
C. albicans

Proteinase PZ* FosfolipasePZ

Proteinase PZ* FosfolipasePZ

Proteinase PZ* FosfolipasePZ

CIM* CFM** CIM CFM CIM CFM CiM CFM CIM CFM CIM CFM
ATCC 90028 0,88-0,82 0,80-0,89 1,00-0,78 1,00 |0,73-0,86 0,86-0,90 1,00 1,00 | 0,64-0,65 067-075 0,75-0,71 1,00
ICB-12A 0,78-0,82 0,80-0,89 0,83-0,75 1,00 |0,73-0,86 0,86-0,90 0,83-0,75 1,00 | »:64-0.75 067-075 0,80-0.75 1,00

*Pz: Atividade enzimatica: na concentragéo sub inibitéria
Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 1)
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)

**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima
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Tabela 11 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do

solvente DMSO nas concentracbdes 0,5; 1 e 2% sobre o crescimento de C. albicans
(ATCC 90028 e ICB — 12A).

S DMSO DMSO DMSO
olvente 0,5% 1% 2%

Cepas Padrao de CIM** CFM*** CiMm CFM

C. albicans

CIM CFM
% (vIv) - ug/mL

% (vIv) - pg/mL % (VIv) - pg/mL

1250100  25-100 1250100  25-100 1250100  25-100
AITSD 10.000-80.000 20.000-80.000

10.000-80.000 20.000-80.000 10.000-80.000 20.000-80.000

ICB-12 A 1,566 -100 3,12-100 1,56 — 100

3,12-100 3,12-100
1.250-80.000 2.500-80.000

6,25-100
1.250-80.000 2.500-80.000

2.500-80.000 5.000-80.000

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM

em placas de microdiluigdo e leitura em 24 horas:
resultado em % e pg/mL.

Pesquisa da atividade fungicida CFM em Agar

Sabouraud dextrose, leitura em 24 horas: auséncia de
crescimento atividade fungicida

**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima

v/v: volume por volume em porcentagem

Tabela 12 Atividade in vitro do 6leo essencial de M alternifolia Cheel acrescido do solve

DMSO nas concentragdes 0,5; 1 e 2% sobre a producdo de proteinase e fosfolipase de
albicans (ATCC 90028 e ICB — 12A)- concentragao subinibitoria.

DMSO DMSO DMSO
0,5% 1% 2%

Solvente

. " .
Cepas Padrio de Proteinase PZ* FosfolipasePZ
C. albicans

Proteinase PZ* FosfolipasePZ

Proteinase PZ* FosfolipasePZ
CIM** CFM** CIM CFM |CIM CFM

CIM CFM CIM CFM CIM CFM

ATCC 90028 0,71 0,74 1,00 1,00 [ 0,60 0,64 1,00 1,00 | 0,77 0,77 1,00 1,00

ICB-12A 0,50 0,57 1,00 1,00

0,63 0,62 0,57 0,75 | 0,57 0,82 0,82 1,00

*Pz: Atividade enzimatica na concentragéo sub inibitéria
Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica - (Indice: 1)
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva - (Indice: 2)
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3)
**CIM: concentragdo inibitéria minima
***CFM: concentragao fungicida minima
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4.6 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na
auséncia dos tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80
(polissorbato 80) e do solvente DMSO sobre as cepas padrao de C.
albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e isolados biolégicos.

N&o foram encontrados isolados resistentes ao 6leo essencial de M.
alternifolia conforme mostra a Tabela 13. Nesta pode-se observar que o 6leo
essencial de M. alternifolia na auséncia de tensoativos ou solvente a CIM e
CFM variaram respectivamente de 0,09 a 6,25% (78,12 a 5000 pg/mL) e 0,19 a
6,25% (156,25 a 5000 pg/mL), com média e desvio padrao para CIM e CFM,
respectivamente de 714,13 + 928,71 pg/mL e 1233 + 977,96 ug/mL (Tabelas 14
e 15) (Graficos 1 e 2).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o 6leo essencial de M. alternifolia
na auséncia de tensoativos e solventes é 312,5 yg/mL (0,39%) e 1250 pg/mL
(1,56%) respectivamente e de CFM 50 e CFM 90 é respectivamente 1250
pMg/mL (1,56%) e 2500 pg/mL (3,12%) (Tabela 16).

A producao de proteinase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na auséncia de tensoativos e solventes em 51 dos 58 isolados
altamente produtores e reduziu a producdo dessa enzima em sete isolados.
Dos 66 isolados oito ndo eram produtores dessa enzima e a auséncia de
producao se manteve mesmo apds contato com esse 6leo essencial (Tabela
17).

A producao de fosfolipase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na auséncia de tensoativos e solventes em 22 isolados altamente
produtores, reduziu a producado dessa enzima em 27 isolados, aumentou a
producao em 6 isolados e dos 11 isolados nao produtores 4 isolados passaram
a produzir esta enzima apds contato com o 6leo essencial (Tabela 17).

A média de producido de proteinase para os 64 isolados e as duas
amostras padrdo era de 0,44+0,22. Apds contato com o 6leo a média de
producao passou a 0,97** £ 0,12. Para a enzima fosfolipase a producgao era de
0,5810,20 e apds contato com o 6leo a média passou para 0,81+0,10 (Tabelas
18 e 19)
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Quanto a producédo de filamentos frente ao 6leo essencial de M.

alternifolia na auséncia de tensoativos e solventes, 13 isolados deixaram de

filamentar, 16 isolados tiveram a filamentacao reduzida, 10 tiveram aumento da

filamentacdo, 27 isolados nao apresentaram alteragcdo na filamentagcdo em

relacdo ao controle (Tabela 17).

Tabela 13 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel acrescido ou ndo

dos tensoativos Tween 20 e Tween 80 na concentracao a 0,02% e do solvente DMSO

na concentragdoa a 1% sobre os isolados biolégicos e as cepas padrao de C. albicans

(ATCC 90028 e ICB - 12 A).

Clere essgnc!al de 6leo essencial de 6leo essencial de Gl essgnc!al o .
Isolados :Z};T::mos": :z:c e M. alternifolia acre“scido de A M. alternifolia acrescido de ’z'eag;g'gcg': tya., Siesee
(ng/mL)* Tween 20 a 0,02% (pug/mL)*| Tween 80 a 0,02% (pg/mL) (ug/mL)
C. albicans | CIM** CFM*** CIM CFM CIM CFM CIM CFM
;016(:2% 156,25 1250 156,25 625 156,25 1250 156,25 625
1250 2500 156,25 312,5 156,25 625 156,25 625
1 625 625 39,06 78,12 4,88 39,06 156,25 625
2 78,12 156,25 19,53 312,5 4,88 78,12 156,25 1250
3 625 625 156,25 312,5 312,5 312,5 156,25 625
4 625 1250 19,53 156,25 156,25 312,5 312,5 1250
5 312,5 312,5 39,06 312,5 39,06 625 156,25 1250
6 1250 1250 78,12 156,25 156,25 312,5 156,25 625
7 312,5 625 156,25 2500 156,25 625 156,25 1250
8 312,5 312,5 39,06 312,5 156,25 1250 156,25 312,5
9 1250 312,5 156,25 1250 156,25 625 156,25 625
10 312,5 625 156,25 1250 156,25 312,5 156,25 625
11 312,5 625 39,06 156,25 156,25 312,5 156,25 312,5
12 312,5 1250 156,25 1250 312,5 312,5 156,25 312,5
13 312,5 625 156,25 625 312,5 1250 156,25 625
14 312,5 625 156,25 1250 156,25 625 156,25 312,5
15 312,5 1250 156,25 625 156,25 312,5 156,25 1250
16 312,5 1250 156,25 312,5 156,25 312,5 156,25 1250
17 312,5 1250 156,25 312,5 78,12 312,5 156,25 625
18 156,25 625 19,53 78,12 156,25 312,5 156,25 312,5
19 312,5 625 156,25 312,5 312,5 625 156,25 625
20 312,5 1250 156,25 312,5 312,5 1250 156,25 5000
21 312,5 1250 39,06 156,25 312,5 1250 156,25 1250
22 156,25 1250 156,25 312,5 625 1250 156,25 1250
23 156,25 625 19,53 78,12 312,5 1250 1250 2500
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24 156,25 625 156,25 312,5 625 625 312,5 2500
25 156,25 1250 156,25 625 625 1250 312,5 2500
26 156,25 1250 156,25 312,5 625 1250 625 1250
27 156,25 1250 156,25 312,5 312,5 625 2500 2500
28 156,25 312,5 19,53 312,5 156,25 625 2500 156,25
29 156,25 312,5 625 1250 625 1250 5000 20000
30 156,25 1250 156,25 312,5 312,5 625 5000 10000
31 156,25 1250 19,53 312,5 312,5 625 625 5000
32 625 1250 156,25 1250 156,25 1250 1250 2500
33 1250 2500 312,5 1250 1250 1250 1250 5000
34 625 1250 156,25 312,5 312,5 1250 1250 5000
35 1250 2500 156,25 1250 156,25 625 2500 5000
36 625 1250 19,53 78,12 19,53 312,5 625 2500
37 1250 2500 19,53 156,25 78,12 312,5 1250 5000
38 1250 1250 156,25 312,5 156,25 625 2500 2500
39 1250 2500 156,25 312,5 156,25 312,5 1250 5000
40 1250 1250 156,25 312,5 156,25 312,56 625 10000
41 1250 2500 156,25 625 156,25 625 1250 10000
42 1250 2500 156,25 625 312,5 312,5 1250 5000
43 2500 2500 156,25 312,5 156,25 625 1250 5000
44 1250 2500 312,5 625 156,25 1250 2500 10000
45 5000 5000 312,5 625 625 1250 2500 10000
46 2500 2500 625 1250 156,25 1250 2500 5000
47 5000 5000 625 1250 156,25 312,5 2500 5000
48 625 1250 312,5 312,5 312,5 625 1250 2500
49 625 2500 156,25 312,5 156,25 312,5 2500 5000
50 312,5 625 39,06 156,25 156,25 312,5 78,12 312,5
51 312,56 312,5 39,06 156,25 625 625 39,06 625
52 1250 312,56 625 625 625 625 1250 10000
53 312,5 625 625 2500 1250 1250 625 2500
54 312,56 625 312,5 625 1250 1250 625 5000
55 312,5 312,5 625 1250 156,25 312,5 1250 5000
56 625 1250 625 1250 156,25 1250 1250 10000
57 312,56 1250 312,5 1250 156,25 312,5 625 5000
58 625 1250 312,5 625 1250 2500 1250 10000
59 312,56 625 156,25 312,5 156,25 312,5 625 1250
60 312,5 625 156,25 312,5 156,25 156,25 312,5 1250
61 312,5 625 312,5 312,5 156,25 312,5 625 2500
62 312,56 625 625 625 625 1250 312,5 1250
63 625 1250 156,25 1250 625 625 625 2500
64 312,56 625 156,25 625 156,25 625 625 1250

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de

microdiluicdo e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
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Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de crescimento
atividade fungistatica e auséncia de crescimento atividade fungicida (CFM)
*concentracao do 6leo essencial de M. alternifolia com e sem adigao de emulsificadores a 80.000ug/mL
**CIM: concentrag&o inibitéria minima
***CFM: concentragéo fungicida minima

Tabela 14 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel, acrescido ou nao
dos tensoativos Tween 20 e Tween 80 na concentracao a 0,02% e do solvente DMSO
na concentracdo a 1% sobre isolados bioldgicos e as cepas padrao de C. albicans
(ATCC 90028 e ICB - 12 A).

oleo essencial de M. L . " .
alternifolia acrescido 9w essen cl_al 2 . el essgnc!al il .
VARIAVEIS deTween 20 a 0 02% M. alternifolia acrescido de | M. alternifolia acrescido
(ug/mL)* men Tween 80 a 0,02% (ug/mL) | DMSO a 1% (ug/mL)
C. albicans N=66 N=66 N=66 N=66
M+ dp* 714,13 £ 928,71* 204,16 + 179,72 318,45 + 299,77 1000,36 + 1045,30
Mediana 312,5 156,25 156,25 625
Min.—Max.**** 78,12 — 5000 19,53 - 625 4,88 — 1250 39,06 — 5.000

*Condig¢des do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de microdiluicdo e
leitura em 24 horas: resultado em ug/mL
**u £ dp — Média e desvio padrao

***Min. — Minima e Max. Maxima

Tabela 15 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da Concentragéo
Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel, acrescido ou nao
dos tensoativos Tween 20 e Tween 80 na concentracao a 0,02% e do solvente DMSO
na concentracao a 1% sobre as cepas padréo de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12

A) e isolados biolégicos.

oleo essencial de M. ‘#:ﬁ:’s,:’.r;:;’.aal 2 oleo essencial de
VARIAVEIS alternifolia acrescido i M. alternifolia acrescido

de Tween 20 a 0,02% CEDEHEE ED DMSO a 1%

(ng/mL)* ’ Tween 80 a 0,02% (ng/mL)

Hg (pglmL) Hg
C. albicans N=66 N=66 N=66 N=66
M+ dp** 1233 + 977,96* 612,8 £ 527,45 | 707,40 + 461,31 3537,6 + 3695,61
Mediana 1250 312,5 625 2500
Min.—Max.*** 312,5-5000 78,12 — 2500 39,06 — 2500 156,25 — 20.000

*Condi¢des do estudo: Pesquisa da Concentragao fungicida minima CFM em placas de agar Sabouraud
dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
**u £ dp — Média e desvio padrao

***Min. — Minima e Max. Maxima
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Tabela 16 Valores CIM 50, CIM 90, CFM 50 e CFM 90 do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel,

acrescido ou nao dos tensoativos Tween 20 e Tween 80 na concentracido a 0,02% e

do solvente DMSO na concentracdo a 1% sobre e isolados bioldgicos e as cepas

padrao de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A)

Produtos Concentragao Inibitéria Minima Concentragao Fungicida Minima
CIM 50* CIM 90** CFM 50 CFM 90
Hg/mL - % (viv) pHg/ml - % (viv) Hg/mL - % (viv) pg/ml - % (viv)

6leo essencial de

M. alternifolia sem tensoaj 312,5 - 0,39 1250 -1,56 1250 — 1,56 2500 - 3,12

e solvente

6leo essencial de M.

alternifolia acrescido de 156,25 - 0,19 312,5-0,39 312,5-0,39 1250 - 1,56

Tween 20 a 0,02%

6leo essencial de

M. alternifolia acrescido ¢ 156,25 - 0,19 625 -0,78 625 -0,78 1250 - 1,56

Tween 80 a 0,02%

6leo essencial de

M. alternifolia acrescido q 625-0,78 2500 - 3,12 2500 - 3,12 5000 - 6,25

DMSO a 1%

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de

microdiluicdo e leitura em 48 horas: resultado em % e pg/mL

Pesquisa da Concentragao fungicida minima CFM em placas de agar Sabouraud

dextrose e leitura em 24 horas: resultado em ug/mL
CIM: concentragao inibitéria minima
*CIM 50 CIM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
**CIM 90 CIM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados
CFM: concentracdo Fungicida minima
*CFM 50 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.
**CFM 90 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

v/v: volume por volume em porcentagem

65



CIM - M. alternifolia Cheel - dleo puro
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C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados biolégicos
de origem humana

Concentracdes do 6leo essencial em pg/mL

Grafico 1 Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na auséncia de tensoativos e solvente sobre C. albicans: Cepas

padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados biologicos de origem humana.

CFM - M. alternifolia Cheel - 6leo puro
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Concentragdes do 6leo essencial em pg/mL

C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos
de origem humana

Grafico 2 Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na auséncia de tensoativos e solvente sobre C. albicans: Cepas

padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos de origem humana.
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Tabela 17 Atividade enzimatica (produgcdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrao ATCC 90028 e ICB 12A de C. albicans

expostos ao Oleo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na auséncia de

tensoativos e solvente.

Cepas Padrac

6leo essencial de

Proteinase

Proteinase Olec

Fosfolipase

Fosfolipase
Oleo essencial

Isolados :\ghzg:gryl‘zﬁz :;r\n:em( “*CONTROLE f:nsse:actiiavlosl CONTROLE s/ tensoativo Morfotipos | Morfotipos
. . Oleo essencial s/
Numero CIM* CFM** Pz Pz Pz Pz Controle | tensoativo
ug/mL ug/mL
ATCC 90028 | 156.25 | 1250 0,46 1,00 0,58 1,00 7334 0000
1250 2500 0,36 0,8 0,60 0,57 7525 7325
1 625 625 1,00 1,00 0,53 0,56 7325 1242
2 |7812 156,25 1,00 1,00 1,00 1,00 7534 7234
3 625 625 0,59 1,00 0,38 0,54 1236 7325
4 625 1250 0,36 0,67 0,67 1,00 5345 0002
5 3125 312,5 0,44 1,00 0,33 1,00 2245 5341
6 | 1250 1250 0,50 1,00 0,54 1,00 7528 0000
7 |3125 625 0,47 0,67 1,00 0,80 2338 1330
g |[3125 625 0,32 1,00 0,43 0,35 3325 3322
9 | 1250 2500 0,40 1,00 0,44 0,64 7325 7521
10 |3125 625 0,30 1,00 0,27 0,57 7538 7338
11 3125 625 0,30 1,00 0,36 0,75 3325 3234
12 3125 1250 0,45 0,67 0,50 1,00 1241 1240
13 | 3125 625 1,00 1,00 1,00 0,54 7342 1230
14 | 3125 625 0,38 1,00 1,00 0,78 3344 1238
15 | 312,5 1250 0,44 1,00 0,64 0,56 1320 1240
16 |312,5 1250 0,24 0,71 1,00 1,00 2330 5240
17 3125 1250 0,26 1,00 1,00 1,00 2335 2335
18 | 196,25 | 625 0,35 1,00 1,00 1,00 7541 5240
19 |312,5 625 0,35 1,00 0,50 1,00 3235 3234
20 |3125 1250 0,38 1,00 0,56 0,57 7240 1240
21 [3125 1250 0,45 1,00 0,36 0,67 7516 7316
22 |156.25 1250 0,31 1,00 0,43 0,43 1240 0000
23 | 15625 625 0,33 1,00 0,45 0,60 7328 7522
24 | 19625 625 0,50 1,00 0,43 0,75 5245 0000
25 [ 19625 | 1250 0,29 1,00 043 1,00 7334 1240
26 | 19625 1250 0,38 1,00 0,50 0,73 5345 7334
27 | 19625 11250 0,27 1,00 1,00 0,71 7240 5246
28 | 15625 |312,5 0,18 1,00 1,00 1,00 1230 5341
29 | 15625 3125 0,30 1,00 0,50 1,00 7320 0000
30 |[3125 1250 0,33 1,00 0,67 0,67 0001 7340
31 | 625 1250 0,40 1,00 0,46 1,00 5242 1241
32 |625 1250 0,28 1,00 0,40 0,65 0004 0001
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33 | 1250 2500 0,27 1,00 0,55 1,00 1232 1240
34 |625 1250 0,35 1,00 0,45 0,78 2232 5240
35 | 1250 2500 1,00 1,00 0,54 0,69 5232 0001
36 |[625 1250 0,43 1,00 0,38 0,47 5232 7240
37 | 1250 2500 0,27 1,00 0,60 1,00 7544 0000
3g | 1250 1250 1,00 1,00 0,50 0,67 1240 0002
39 | 1250 2500 0,36 1,00 0,70 0,75 7520 0004
40 | 1250 1250 0,29 1,00 0,42 1,00 7344 5342
41 | 1250 2500 0,27 1,00 0,55 0,75 7541 5232
42 | 1250 2500 0,33 1,00 0,43 0,67 3342 0002
43 | 2500 2500 1,00 1,00 0,46 1,00 7344 7545
44 | 1250 2500 0,46 0,83 0,50 1,00 7242 7244
45 | 5000 5000 1,00 1,00 0,43 075 3342 5232
46 | 2500 2500 0,38 1,00 0,56 0,67 7542 7332
47 | 5000 5000 0,57 1,00 0,40 0,75 7340 5240
48 | 625 1250 0,33 1,00 0,60 0,82 7240 5244
49 | 625 2500 0,22 1,00 0,50 1,00 7541 7344
50 | 3125 625 0,25 1,00 0,55 1,00 5341 5241
51 [3125 312,5 0,50 1,00 1,00 1,00 7528 7341
52 | 1250 2500 0,40 0,78 0,50 0,80 1241 0001
53 |3125 625 0,38 1,00 0,46 1,00 7341 7341
54 |[3125 625 0,25 1,00 0,67 1,00 7341 7241
55 |[3125 625 0,30 1,00 0,46 0,90 7236 1241
56 |625 1250 0,42 1,00 0,45 1,00 7338 7241
57 |[3125 1250 0,31 1,00 0,69 0,70 7345 3241
58 | 625 1250 0,29 1,00 0,50 0,71 1246 3241
59 |3125 625 0,27 1,00 0,46 1,00 7344 1241
60 |3125 625 0,37 1,00 0,58 0,55 7341 7521
61 |3125 625 0,35 1,00 0,55 0,79 5341 5241
62 | 3125 625 1,00 1,00 0,57 1,00 7538 7538
63 |625 1250 0,40 1,00 0,50 1,00 7341 0001
64 |3125 625 0,64 1,00 0,80 0,54 7334 5241

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de

*CIM: concentragéo inibitéria minima - resultado em pg/mL
**CFM: concentragdo fungicida minima - resultado em pg/mL

microdiluicéo e leitura em 24 horas: resultado em % e pg/mL
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar

Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de

crescimento atividade fungicida (CFM)

***Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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Tabela 18 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgdo de proteinase e

fosfolipase de isolados de amostras bioldgica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB

12A na auséncia do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel - controle

Isolados biolégicos e
Proteinase Fosfolipase
cepas padrao
(controle) (controle)
C. albicans N=66 N=66
ptdp 0,44* + 0,22 0,58 + 0,20
Mediana 0,37 0,5
Min. — Max. 1-0,18 1-0,27

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela 19 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgao de proteinase e

fosfolipase de isolados de amostras biolégica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB

12A expostos ao 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na auséncia de

tensoativos e solvente.

Isolados biolégicos e

cepas padrao

Proteinase
(Oleo essencial s/

tensoativo)

Fosfolipase
(Oleo essencial ¢

tensoativo)

C. albicans N=66 N=66
M +dp 0,97+ 0,12 0,81+0,19
Mediana 1 0,78
Min. — Max. 1-0,67 1-0,35

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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4.7 Atividade in vitro do o6leo essencial de M. alternifolia Cheel na
presencga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) sobre as cepas padrao
de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e isolados biolégicos.

N&o foram encontrados isolados resistentes ao 6leo essencial de M.
alternifolia conforme mostra a Tabela 13. Nesta pode-se observar que o 6leo
essencial de M. alternifolia na presenga do tensoativo Tween 20 (polissorbato
20) a CIM e CFM variaram respectivamente 0,024 a 0,78% (19,53 a 625
pg/mL) e 0,09 a 3,12% (78,12 a 2500 pg/mL), com média e desvio padrdo para
CIM e CFM, respectivamente de 204,16 £ 179,72 ug/mL e 612,8 + 527,45
pMg/mL (Tabelas 14 e 15) (Gréaficos 3 e 4).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o 6leo essencial de M. alternifolia
na presencga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) é 156,25 pg/mL (0,19%)
e 312,5 pg/mL (0,39%) respectivamente e de CFM 50 e CFM 90 é
respectivamente 312,5 yg/mL (0,39%) e 1250ug/mL (1,56%) (Tabela 16).

A producao de proteinase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presencga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) em 50 dos 58
isolados altamente produtores e reduziu a producdo dessa enzima em oito
isolados. Dos 66 isolados oito ndo eram produtores dessa enzima e a auséncia
de producdo se manteve mesmo apos contato com esse 6leo essencial na
presenca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) (Tabela 20).

A producao de fosfolipase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presengca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) em 50
isolados altamente produtores, inibiu a producédo dessa enzima em 38 isolados,
reduziu a producdo em 18 isolados e dos 10 isolados nao produtores 3 isolados
passaram a produzir esta enzima apds contato com o 6leo essencial, na
presenca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) (Tabela 20).

A média de producdo de proteinase para os 66 isolados era de
0,44+0,22. Apos contato com o 6leo na presenca do tensoativo Tween 20
(polissorbato 20) a média de produgédo passou a 0,97+ 0,09 Para a enzima
fosfolipase a producado era de 0,58 £+ 0,20 apds contato com o 6leo a média
passou para 0,93 £ 0,11 (Tabelas 21 e 22)
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Quanto a producédo de filamentos frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20), um isolado
deixou de filamentar, 26 isolados tiveram a filamentagao reduzida, 20 tiveram
aumento da filamentagdo, 20 isolados n&o apresentaram alteracdo na

filamentagdo em relagao ao controle (Tabela 20).
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CIM - M. altenifolia Cheel e Tween 20
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C. albicans: Cepas padrdo ATCC 90028, ICB 12A e isolados bioldgicos de
origem humana de 01 a 64

Grafico 3 Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na presenga do tensoativos Tween 20 sobre C. albicans: Cepas
padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados biologicos de origem humana.

CFM - M. alternifolia Cheel e Tween 20
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C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028, ICB 12A e isolados biolégicos de
origem humanade 01 a 64

Grafico 4 Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na presenga do tensoativos Tween 20 sobre C. albicans: Cepas

padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos de origem humana.
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Tabela 20 Atividade enzimatica (produgcdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrao ATCC 90028 e ICB 12A de C. albicans

expostos ao oleo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na presenga do

tensoativo Tween 20 (polissorbato 20).

Cepas Padrao/

aaos ™| Tz FlenseiPienge foleime Fosolbe | oratpos  Moriotos
cIM* | CFm* Pz Pz Pz Pz Controle | Tween 20
Numero pug/mL | ug/mL
o 156,25 | 625 0,46 1,00 0,58 0,88 7334 7532
156,25 | 312,5 0,36 1,00 0,60 1,00 7525 7525
1 39,06 7812 1,00 1,00 0,53 1,00 7325 5331
2 19,53 139,06 1,00 1,00 1,00 0,75 7534 5540
3 156,25 |312,5 0,59 1,00 0,38 1,00 1236 0001
4 19,53 | 156,25 0,36 1,00 0,67 0,78 5345 1240
5 39,06 | 3125 0,44 1,00 0,33 1,00 2245 7518
6 78,12 | 156,25 0,50 1,00 0,54 1,00 7528 5340
7 156,25 | 2500 0,47 1,00 1,00 0,80 2338 7632
8 39,06 3125 0,32 1,00 0,43 1,00 3325 7525
9 156,25 | 1250 0,40 1,00 0,44 1,00 7325 5531
10 156,25 | 1250 0,30 1,00 0,27 1,00 7538 5341
11 39,06 | 156,25 0,30 1,00 0,36 1,00 3325 7345
12 156,25 | 2500 0,45 1,00 0,50 1,00 1241 5341
13 156,25 | 625 1,00 1,00 1,00 1,00 7342 3531
14 156,25 | 1250 0,38 1,00 1,00 1,00 3344 5531
15 156,25 | 625 0,44 1,00 0,64 0,78 1320 7541
16 156,25 | 312,5 0,24 0,71 1,00 1,00 2330 5341
17 156,25 | 312,5 0,26 1,00 1,00 1,00 2335 1241
18 19,53 78,12 0,35 1,00 1,00 1,00 7541 5331
19 156,25 | 312,5 0,35 1,00 0,50 0,83 3235 7240
20 156,25 |312,5 0,38 0,56 0,56 1,00 7240 2240
21 39,06 | 156,25 0,45 1,00 0,36 0,78 7516 5341
22 156,25 | 312,5 0,31 1,00 0,43 0,67 1240 0001
23 19,53 | 78,12 0,33 1,00 0,45 0,57 7328 7524
24 156,25 | 3125 0,50 0,69 043 1,00 5245 5240
25 156,25 | 625 0,29 0,83 043 1,00 7334 0001
26 156,25 |312,5 0,38 0,76 0,50 1,00 5345 7340
27 156,25 |312,5 0,27 1,00 1,00 0,75 7240 5531
28 19,53 13125 0,18 1,00 1,00 1,00 1230 3341
29 625 1250 0,30 1,00 0,50 0,86 7320 5540
30 156,25 |312,5 0,33 1,00 0,67 1,00 0001 5540
31 19,53 3125 0,40 1,00 0,46 1,00 5242 5344
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32 156,25 | 1250 0,28 1,00 0,40 1,00 0004 5331
33 312,5 1250 0,27 1,00 0,55 1,00 1232 5531
34 156,25 | 312,5 0,35 1,00 0,45 1,00 2232 1631
35 156,25 | 1250 1,00 1,00 0,54 1,00 5232 7331
36 19,53 | 78,12 0,43 1,00 0,38 1,00 5232 5340
37 19,53 156,25 0,27 1,00 0,60 0,69 7544 7340
38 156,25 |3125 1,00 1,00 0,50 0,78 1240 7331
39 156,25 |312,5 0,36 0,75 0,70 1,00 7520 7340
40 156,25 | 312,5 0,29 1,00 0,42 1,00 7344 7534
41 156,25 | 625 0,27 0,75 0,55 1,00 7541 5331
42 156,25 | 625 0,33 0,67 043 1,00 3342 7530
43 156,25 | 312,5 1,00 1,00 0,46 1,00 7344 1240
44 3125 | 625 0,46 1,00 0,50 0,85 7242 3231
45 |3125 625 1,00 1,00 043 1,00 3342 3231
46 625 1250 0,38 1,00 0,56 1,00 7542 7530
47 625 1250 0,57 1,00 0,40 1,00 7340 5530
48 3125|3125 0,33 1,00 0,60 0,88 7240 2331
49 | 19625 [3125 0,22 1,00 0,50 0,75 7541 7521
50 39,06 | 156,25 0,25 1,00 0,55 0,78 5341 7526
51 39,06 | 156,25 0,50 1,00 1,00 1,00 7528 7518
52 625 625 0,40 1,00 0,50 0,67 1241 5241
53 | 2500 | 10000 0,38 1,00 0,46 0,75 7341 7524
54 3125 1625 0,25 1,00 0,67 1,00 7341 7535
55 625 1250 0,30 1,00 0,46 0,90 7236 7334
56 625 1250 0,42 1,00 0,45 1,00 7338 7240
57 3125 1250 0,31 1,00 0,69 0,82 7345 7340
58 3125 1625 0,29 1,00 0,50 1,00 1246 2240
59 156,25 | 3125 0,27 1,00 0,46 1,00 7344 5340
60 156,25 | 3125 0,37 1,00 0,58 1,00 7341 7516
61 3125 3125 0,35 1,00 0,55 1,00 5341 7526
62 625 625 1,00 1,00 0,57 1,00 7538 7510
63 | 15625 1250 0,40 1,00 0,50 1,00 7341 5530
64 156,25 | 625 0,64 1,00 0,80 1,00 7334 5341

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de

microdiluicéo e leitura em 24 horas: resultado em % e pg/mL
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar

Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de

crescimento atividade fungistatica e auséncia de
crescimento atividade fungicida (CFM)

*CIM: concentragéo inibitéria minima

**CFM: concentragao fungicida minima
***Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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Tabela 21 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgdao de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras bioldgica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB

12A na auséncia do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel - controle

Variavel - isolados biolégicos
Proteinase Fosfolipase
origem humana
(controle) (controle)
C. albicans N=66 N=66
p+dp 0,44* + 0,22 0,58 + 0,20
Mediana 0,37 0,5
Min. — Max. 1-0,18 1-0,27

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela 22 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgao de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras biolégica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB
12A expostos ao 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitoria e na presenga do

tensoativo Tween 20 (polissorbato 20).

Variavel - isolados biolég
Fosfolipase con
de origem humana Proteinase com Tween
Tween 20
C. albicans N=66 N=66
u+dp 0,97* + 0,09 0,93 £0,11
Mediana 1 1
Min. — Max. 1-0,56 1-0,57

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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4.8 Atividade in vitro do o6leo essencial de M. alternifolia Cheel na
presencga do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) sobre as cepas padrao
de C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e isolados biolégicos.

N&o foram encontrados isolados resistentes ao 6leo essencial de M.
alternifolia conforme mostra a Tabela 13. Nesta pode-se observar que o 6leo
essencial de M. alternifolia na presenga do tensoativo Tween 80 (polissorbato
80) a CIM e CFM variarm respectivamente 0,0061 a 1,56% (4,88 a 1250
pg/mL) e 0,04 a 3,12% (39,06 a 2500 pg/mL), com média e desvio padrdo para
CIM e CFM, respectivamente de 318,45 + 299,77ug/mL e 707,40 =
461,31ug/mL (Tabelas 14 e 15) (Gréaficos 5 € 6).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o 6leo essencial de M. alternifolia
na presencga do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) é 156,25 pg/mL (0,19%)
e 625 pg/mL (0,78%) respectivamente e de CFM 50 e CFM 90 é
respectivamente 625 pyg/mL (0,78%) e 1250 pug/mL (1,56%) (Tabela 16).

A producao de proteinase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presencga do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) em 56 dos 58
isolados altamente produtores e reduziu a produgdo dessa enzima em dois
isolados. Dos 66 isolados oito ndo eram produtores dessa enzima e a auséncia
de producdo se manteve mesmo apds contato com esse Oleo essencial,
presenca do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) (Tabela 23).

A producao de fosfolipase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenga do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) em 27
isolados altamente produtores, reduziu a producdo dessa enzima em 26
isolados, dos 10 isolados n&o produtores 2 passaram a produzir e 8 isolados
continuaram nao produtores 3 isolados nao apresentaram mudancas na
producao desta enzima apés contato com o 6leo essencial na presenca do
tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) (Tabela 23).

A média de producdo de proteinase para os 66 isolados era de
0,44+0,22. Apos contato com o 6leo na presenca do tensoativo Tween 80
(polissorbato 80) a média de producgédo passou a 0,99+0,03. Para a enzima

fosfolipase a producao era de 0,58+0,20 e apds contato com o 6leo presenca
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do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80) a média passou para 0,87+0,16
(Tabelas 24 e 25)

Quanto a producédo de filamentos frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presencga do tensoativo Tween 80 (polissorbato 80), 17 isolados
deixaram de filamentar, 21 isolados tiveram a filamentacdo reduzida, 11
tiveram aumento da filamentacao, 15 isolados n&o apresentaram alteracao e 2

isolados passaram a produzir filamentagado em relagao ao controle (Tabela 23).
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CIM - M. alternifolia Cheel e Tween 80
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Grafico 5 Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na presenca do tensoativos Tween 80 sobre C. albicans: Cepas
padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados biologicos de origem humana.

CFM - M. alternifolia Cheel e Tween 80
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C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos de
origem humana de 01 a 64

Grafico 6 Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do d6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na presenga do tensoativos Tween 80 sobre C. albicans: Cepas
padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos de origem humana.
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Tabela 23 Atividade enzimatica (produgcdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e
morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrao ATCC 90028 e ICB 12A de C. albicans
expostos ao oleo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na presenga do

tensoativo Tween 80 (polissorbato 80).

CoPasPaS runango | Ersieindser Prelainaso Fosalbass | Foslolese worttpos Morfotpos
Numero bIM* bFM** Pz Pz Pz PZ | Controle Tween 80
pg/mL | pg/mL

ATCC 90028 | 15625 | 1250 0,46 1,00 0,58 0,56 7334 5341
156,25 | 625 0,36 1,00 0,60 1,00 7525 7516

1 |4882 39,06 1,00 1,00 0,53 0,89 7325 5531
2 |488 78,12 1,00 1,00 1,00 1,00 7534 5341
3 8125 3125 0,59 1,00 0,38 0,80 1236 7515
4 |15625 3125 0,36 1,00 0,67 1,00 5345 5344
5 |39,06 |78,12 0,44 1,00 0,33 1,00 2245 7518
6 |15625 |9 0,50 1,00 0,54 0,53 7528 5441
7 | 196,25 |625 0,47 1,00 1,00 1,00 2338 5341
g | 19625 |1250 0,32 1,00 0,43 0,42 3325 5331
9 |156,25 |625 0,40 1,00 0,44 1,00 7325 5521
10 |196.25 |3125 0,30 1,00 0,27 0,53 7538 5531
11| 156,25 13125 0,30 1,00 0,36 1,00 3325 0000
12 [3125 |3125 0,45 1,00 0,50 0,67 1241 0001
13 3125 1250 1,00 1,00 1,00 0,67 7342 1240
14 | 156.25 |625 0,38 1,00 1,00 1,00 3344 1231
15 | 156,25 13125 0,44 1,00 0,64 1,00 1320 7326
16 | 156,25 3125 0,24 0,71 1,00 1,00 2330 5240
17 | 7812 |3125 0,26 1,00 1,00 1,00 2335 7341
18 | 156,25 | 3125 0,35 1,00 1,00 1,00 7541 7531
19 |3125 |625 0,35 1,00 0,50 0,80 3235 1241
20 (3125 1250 0,38 1,00 0,56 0,70 7240 5541
21 [3125 1250 0,45 1,00 0,36 1,00 7516 5341
22 |62 1250 0,31 1,00 0,43 0,75 1240 1241
23 (3125 3125 0,33 1,00 0,45 0,82 7328 5341
24 | 625 625 0,50 1,00 0,43 1,00 5245 5342
25 |[625 1250 0,29 1,00 0,43 0,78 7334 1344
26 | 625 1250 0,38 1,00 0,50 0,64 5345 7542
27 [3125 [625 0,27 1,00 1,00 0,75 7240 0002
28 | 19625 |625 0,18 1,00 1,00 1,00 1230 0002
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29 |[625 1250 0,30 1,00 0,50 0,86 7320 5331
30 (3125 |625 0,33 1,00 0,67 1,00 0001 7544
31 |3125 |625 0,40 1,00 0,46 1,00 5242 0001
32 | 196,25 | 1250 0,28 1,00 0,40 1,00 0004 1241
33 | 1250 | 1250 0,27 1,00 0,55 1,00 1232 1241
34 |3125 |625 0,35 1,00 0,45 1,00 2232 2241
35 | 19625 |625 1,00 1,00 0,54 1,00 5232 2241
36 |1953 3125 0,43 1,00 0,38 0,64 5232 5341
37 |7812 |312,5 0,27 1,00 0,60 0,71 7544 7240
3g | 19625 |625 1,00 1,00 0,50 0,78 1240 0001
39 | 19625 |312,5 0,36 1,00 0,70 0,78 7520 2242
40 | 156,25 |3125 0,29 0,92 0,42 0,73 7344 0000
41 | 15625 |625 0,27 1,00 0,55 1,00 7541 0000
42 [3125 |3125 0,33 1,00 0,43 0,87 3342 0000
43 | 156,25 625 1,00 1,00 0,46 1,00 7344 0000
44 | 15625 | 1250 0,46 1,00 0,50 0,85 7242 0001
45 | 625 625 1,00 1,00 0,43 1,00 3342 0000
46 | 156,25 |1250 0,38 1,00 0,56 1,00 7542 7341
47 | 19625 |312,5 0,57 1,00 0,40 1,00 7340 5241
48 |3125 [625 0,33 1,00 0,60 0,88 7240 0001
49 | 15625 3125 0,22 1,00 0,50 0,75 7541 0000
50 | 156,25 |312,5 0,25 1,00 0,55 1,00 5341 0000
51 | 625 625 0,50 1,00 1,00 1,00 7528 1241
52 | 625 625 0,40 1,00 0,50 0,67 1241 7542
53 | 1250 1250 0,38 1,00 0,46 1,00 7341 7342
54 | 1250 1250 0,25 1,00 0,67 1,00 7341 7541
55 | 15625 |312,5 0,30 1,00 0,46 0,90 7236 0000
56 | 19625 1250 0,42 1,00 0,45 1,00 7338 0000
57 | 15625 |312,5 0,31 1,00 0,69 0,82 7345 1240
58 | 1250 ] 2500 0,29 1,00 0,50 0,60 1246 7344
59 | 15625 |312,5 0,27 1,00 0,46 0,63 7344 5340
60 | 156,25 | 156,25 0,37 1,00 0,58 0,71 7341 7515
61 | 156,25 |312,5 0,35 1,00 0,55 1,00 5341 5340
62 |625 1250 1,00 1,00 0,57 1,00 7538 1241
63 | 625 625 0,40 1,00 0,50 1,00 7341 7524
64 | 196,25 |625 0,64 1,00 0,80 1,00 7334 1241

Condigbes do estudo:

***Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva

Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM em placas de

microdiluicéo e leitura em 24 horas: resultado em % e pg/mL

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de
crescimento atividade fungicida (CFM)

*CIM: concentragao inibitéria minima
**CFM: concentragéo fungicida minima
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Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela 24 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgdo de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras bioldgica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB

12A na auséncia do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel - controle

Variavel - isolados biolég
de origem humana Proteinase Fosfolipase
C. albicans N=66 N=66
M+ dp** 0,44*+0,22 0,58 + 0,20
Mediana 0,37 0,5
Min. — Max. 1-0,18 1-0,27

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela 25 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgdo de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras biolégica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB
12A expostos ao 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitoria e na presenga do

tensoativo Tween 80 (polissorbato 80).

Variavel - isolados biolég

Fosfolipase

de origem humana | Proteinase com Twee
Tween 80
C. albicans N=66 N=66

p £ dp** 0,99* + 0,03 0,87 +0,16
Mediana 1 1
Min. — Max. 0,71-1 0,42-0,42

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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4.9 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na
presenga do solvente DMSO (dimetilsulféxido), sobre as cepas padrao de
C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e isolados biolégicos.

N&o foram encontrados isolados resistentes ao 6leo essencial de M.
alternifolia conforme mostra a Tabela 13. Nesta pode-se observar que o 6leo
essencial de M. alternifolia na presenga do solvente DMSO (dimetilsulféxido), a
CIM e CFM variararm respectivamente de 0,04 a 6,25% (39,06 a 5000 ug/mL)
e 0,19 a 25% (156,25 a 20000 pg/mL), com média e desvio padrao para CIM
e CFM, respectivamente de 1000,36 £+ 1045,30ug/mL e 3537,6 + 3695,61ug/mL
(Tabelas 14 e 15) (Graficos 7 e 8).

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para o 6leo essencial de M. alternifolia
na na presenga do solvente DMSO (dimetilsulfoxido) € 625 pg/mL (0,78%) e
2500 pg/mL (3,12%) respectivamente e de CFM 50 e CFM 90 é
respectivamente 2500 pg/mL (3,12%) e 5000 pug/mL (6,25%) (Tabela 16).

A producao de proteinase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenca do solvente DMSO (dimetilsulfoxido), em 47 dos 58
isolados altamente produtores e reduziu a produgao dessa enzima em 10
isolados e um isolado manteve a producgao inalterada. Dos 66 isolados oito ndo
eram produtores dessa enzima e este estado foi mantido em 7 isolados e um
passou a produzir apds contato com esse 0leo essencial na presenca do
solvente DMSO (dimetilsulféxido) (Tabela 26).

A producao de fosfolipase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenga do solvente DMSO (dimetilsulféxido), em 32 isolados
altamente produtores, reduziu a producao dessa enzima em 24 isolados. Dos
10 isolados n&o produtores 2 isolados passaram a produzir esta enzima apoés
contato com o 6leo essencial, na presenga do solvente DMSO (dimetilsulfoxido)
(Tabela 26).

A média de producdo de proteinase para os 66 isolados era de
0,44+0,22. Apds contato com o 6leo na presenca do solvente DMSO
(dimetilsulfoxido), a média de produgédo passou a 0,95+0,12. Para a enzima

fosfolipase a producdo era de 0,58+0,20 e apds contato com o dleo, na
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presenca do solvente DMSO (dimetilsulféxido), a média passou para 0,92+0,30
(Tabelas 27 e 28)

Quanto a producédo de filamentos frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenga do solvente DMSO (dimetilsulfoxido), 1 isolado deixou
de filamentar, 25 isolados tiveram a filamentacao reduzida, 15 tiveram aumento
da filamentacgao, 23 isolados ndo apresentaram alteragao na filamentagao e 2

passaram a produzir relagao ao controle (Tabela 26).
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CIM - M. alternifolia Cheel e DMSO

T e

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64

C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028, ICB12A e isolados biolégicos de
origem humanade 01 a 64

o = N w H (92} (o)) ~
|

Concentragdes do 6leo essencial (%)

Grafico 7 Concentragdes inibitérias minimas (CIM) do éleo essencial de M. alternifolia
Cheel na presenga do solvente DMSO sobre C. albicans: Cepas padrao ATCC 90028,

ICB12A e isolados biolégicos de origem humana.

CFM - M. alternifolia Cheel e DMSO

Concentragdes do 6leo essencial (%)

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64

C. albicans: ATCC 90028, ICB12A e isolados bioldgicos de origem
humanade 01 a 64

Grafico 8 Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do dleo essencial de M.
alternifolia Cheel na presenca do solvente DMSO sobre C. albicans: Cepas padrao
ATCC 90028, ICB12A e isolados biolégicos de origem humana.
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Tabela 26 Atividade enzimatica (produgcdo de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e

morfotipos dos isolados bioldgicos e das cepas padrao ATCC 90028 e ICB 12A de C. albicans

expostos ao oleo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na presenga do
solvente DMSO (dimetilsulféxido).

Cepas Pad Proteinase*** | Proteinase | Fosfolipase | Fosfolipase n ;
Isolado DMSO  CONTROLE | DMSO | CONTROLE | Dmso | Merfotipos | Morfotipos
cim* CFM* Pz Pz Pz PZ | Controle |DMSO
Namerd ug/mL pg/mL
ATCC 90¢ 196:25 | 625 0,46 1,00 0,58 1,00 7334 3540
156,25 625 0,36 1,00 0,60 1,00 7525 7541
1 | 156,25 625 1,00 1,00 0,53 1,00 7325 5241
2 |[156.25 1250 1,00 1,00 1,00 1,00 7534 5531
3 | 15625 1625 0,59 1,00 0,38 0,75 1236 5341
4 |3125 1250 0,36 1,00 0,67 1,00 5345 1232
5 [19625 1250 0,44 1,00 0,33 1,00 2245 5341
6 |156.25 625 0,50 1,00 0,54 0,63 7528 1241
7 |156.25 1250 0,47 1,00 1,00 1,00 2338 7541
g |156.25 312,5 0,32 1,00 0,43 1,00 3325 5541
9 |15625 1625 0,40 1,00 0,44 1,00 7325 5541
10 | 19625 625 0,30 1,00 0,27 0,75 7538 7531
11 | 156,25 312,5 0,30 1,00 0,36 0,57 3325 7345
12 | 156,25 | 2500 0,45 1,00 0,50 0,67 1241 2241
13 | 19625 1625 1,00 1,00 1,00 1,00 7342 5541
14 [ 19625 13125 0,38 1,00 1,00 1,00 3344 7531
15 | 156,25 1250 0,44 1,00 0,64 0,86 1320 7531
16 | 196.25 1250 0,24 0,60 1,00 0,73 2330 7541
17 | 19625 1625 0,26 1,00 1,00 1,00 2335 5541
18 | 19625 3125 0,35 1,00 1,00 0,75 7541 5541
19 | 156,25 625 0,35 1,00 0,50 1,00 3235 5541
20 | 156,25 | 5000 0,38 1,00 0,56 1,00 7240 1341
21 | 15625 1250 0,45 1,00 0,36 1,00 7516 5341
22 | 15625 1250 0,31 0,70 0,43 1,00 1240 3340
23 | 1250 2500 0,33 1,00 0,45 1,00 7328 5344
24 | 2500 5000 0,50 0,75 0,43 0,73 5245 5340
25 | 2500 5000 0,29 1,00 0,43 1,00 7334 1240
26 |625 1250 0,38 1,00 0,50 1,00 5345 7540
27 | 2500 5000 0,27 1,00 1,00 1,00 7240 3241
28 | 3125 156,25 0,18 1,00 1,00 1,00 1230 1240
29 | 5000 20000 0,30 1,00 0,50 1,00 7320 7534
30 | 5000 10000 0,33 1,00 0,67 1,00 0001 7530
31 | 625 5000 0,40 1,00 0,46 1,00 5242 0000
32 | 1250 2500 0,28 1,00 0,40 0,70 0004 5340
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33 | 1250 5000 0,27 1,00 0,55 0,71 1232 1240
34 | 1250 5000 0,35 1,00 0,45 0,80 2232 1240
35 | 2500 5000 1,00 1,00 0,54 0,57 5232 2241
36 |625 2500 0,43 1,00 0,38 1,00 5232 3241
37 | 1250 5000 0,27 1,00 0,60 1,00 7544 5344
3g | 2500 2500 1,00 1,00 0,50 1,00 1240 1241
39 | 1250 5000 0,36 0,71 0,70 1,00 7520 3340
40 |625 10000 0,29 0,86 0,42 1,00 7344 7340
41 | 1250 10000 0,27 0,83 0,55 1,00 7541 5541
42 | 1250 5000 0,33 1,00 0,43 0,67 3342 7530
43 | 1250 5000 1,00 1,00 0,46 0,71 7344 7540
44 | 2500 10000 0,46 1,00 0,50 1,00 7242 3340
45 | 2500 10000 1,00 0,78 0,43 0,73 3342 5344
46 | 2500 5000 0,38 0,70 0,56 1,00 7542 7540
47 | 2500 5000 0,57 1,00 0,40 0,80 7340 7531
48 | 1250 2500 0,33 1,00 0,60 0,82 7240 3341
49 | 2500 5000 0,22 1,00 0,50 1,00 7541 7541
50 | 7812 312,5 0,25 1,00 0,55 1,00 5341 5341
51 |7812 625 0,50 1,00 1,00 1,00 7528 5535
52 | 1250 10000 0,40 1,00 0,50 0,83 1241 1240
53 | 625 2500 0,38 1,00 0,46 1,00 7341 7541
54 | 625 5000 0,25 0,60 0,67 1,00 7341 7541
55 | 1250 5000 0,30 1,00 0,46 0,82 7236 2244
56 | 1250 10000 0,42 1,00 0,45 0,69 7338 7540
57 | 625 5000 0,31 0,67 0,69 1,00 7345 7542
58 | 1250 10000 0,29 1,00 0,50 0,64 1246 1341
59 | 625 1250 0,27 1,00 0,46 0,65 7344 5541
60 |3125 1250 0,37 1,00 0,58 0,59 7341 7541
61 | 625 2500 0,35 1,00 0,55 1,00 5341 5541
62 | 3125 1250 1,00 1,00 0,57 1,00 7538 5541
63 |625 2500 0,40 0,67 0,50 0,80 7341 5541
64 |625 1250 0,64 0,64 0,80 0,63 7334 5541

Condigbes do estudo: Pesquisa da Concentragéo inibitéria minima CIM em placas de
microdiluicdo e leitura em 24 horas: resultado em % e pg/mL
Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: presenga de
crescimento atividade fungistatica e auséncia de
crescimento atividade fungicida (CFM)

*CIM: concentragéo inibitéria minima
**CFM: concentragao fungicida minima
***Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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Tabela. 27 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgédo de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras bioldgica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB

12A na auséncia do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel - controle

Variavel - isolados biolég
de origem humana Proteinase Fosfolipase
C. albicans N=66 N=66
M +dp 0,44*+0,22 0,58 + 0,20
Mediana 0,37 0,5
Min. — Max. 0,18 -1 0,27 -1

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela. 28 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgao de proteinase e
fosfolipase de isolados de amostras bioldgica e cepas padréo de C. albicans ATCC 90028, ICB
12A expostos ao 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na dose subinibitéria e na presenga na

presenga do solvente DMSO (dimetilsulfoxido)

Variavel —

isolados biolégicos de

. Proteinase* com DMSQ Fosfolipase com DMSO
origem humana

C. albicans N=66 N=66
p+dp 0,95** + 0,12 0,92 +£ 0,30
Mediana 1 1
Min. — Max. 0,60 — 1 0,57-3

* Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva
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4.10 Atividade “in vitro” do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel,

sobre C. albicans no interior do canal radicular

No quadro 2 podemos observar o Comprimento Real do(s) Dente(s)
(CRD) utilizados para o ensaio “in vitro” da atividadedo 6leo essencial de

Melaleuca alternifolia Cheel, sobre C. albicans.

Quadro 2 — Relagao dos tipos de dentes e Comprimento real do dente (CRD) utilizados no
ensaio “in vitro” do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel, sobre C. albicans no interior

do canal radicular

Incisivo lateral supe
Pré molar inferio
Canino Inferior
Incisivo Central supe
Canino Superior
Canino Inferior
Incisivo Central supe
Incisivo lateral supe
Incisivo lateral supe
Incisivo central infe
Incisivo lateral supe
Incisivo lateral supe
Incisivo central infe
Canino superior
Canino inferior
Pre molar inferio

Incisivo lateral supe

Incisivo Central supe

Incisivo lateral supe
Incisivo lateral supe
Incisivo lateral supe
Incisivo lateral supe

Pré molar inferio

Incisivo Central supet
Incisivo lateral super
Incisivo Central supel
incisivo lateral inferi
Incisivo lateral super
Incisivo Central supet
Incisivo lateral super
Incisivo lateral super
Incisivo lateral super
Canino Inferior
Incisivo Central supel
Incisivo Central supel
Incisivo lateral super
Incisivo Central supel
Incisivo Central supel
Incisivo lateral super
Pre molar inferior
Pre molar inferior
Incisivo Central supel
Canino Superior
Canino Inferior
Pre molar inferior

Canino Superior
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24 Canino Superior 54 Canino Superior
25 Incisivo Central supe 55 Canino Superior
26 Canino Superior 56 Pre molar inferior
27 Incisivo Central supe 57 Pre molar inferior
28 Incisivo Central supe 58 Canino Superior
29 Canino Superior 59 Incisivo lateral super
30 Pre molar inferio 60 | Incisivo Central super

*Comprimento real do dente (CRD) em milimetro (mm) - O comprimento foi determinado pela introdugéo
de lima tipo K de fino calibre com limitador de silicone até que sua guia de penetragéo alcance o forame

apical. Foi subtraido 1 mm desse valor, aferido com régua milimetrada.

Para a avaliacdo da atividade “in vitro” do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia Cheel, sobre C. albicans no interior do canal radicular, os 60 dentes
foram divididos em 12 grupos com 5 dentes cada. Apds o experimento foi
retirado o conteudo de cada canal radicular com cone de papel e este semeado
em placas contendo Agar Sabouraud-glicose incubada por 24 horas a 37°C.
Apos este periodo observou-se a auséncia ou a presencga de crescimento de

colonias de C.albicans, obtendo-se os seguintes resultados:

Grupo | (dentes 1 a5)
Foi colocado apenas o meio RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA) — controle negativo do meio de cultura e apds 24 horas,

acrescido do meio RPMI 1640 - todas as culturas foram negativas.

Grupo Il (dentes 5 a 10)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 - controle positivo e apds 24 horas, acrescido do
meio RPMI 1640 - todas as culturas foram positivas para levedura
(Tabela 29).
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Grupo lll (dentes 10 a 15)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 100% (80.000ug/mL) - todas as

culturas foram negativas.

Grupo IV (dentes 15 a 20)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de Paramonoclorofenol
associado ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP) — Controle:

todas as culturas foram negativas.

Grupo V (dentes 20 a 25)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 10% (8.000ug/mL) - todas as

culturas foram negativas.

Grupo VI (dentes 25 a 30)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans ATCC 90028 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 0,78% (625ug/mL) (CFM)n — Um

dente apresentou cultura positiva para levedura (Tabela 29).

Grupo VIl (dentes 30 a 35)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 2 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 10% (8.000pug/mL) - todas as

culturas foram negativas.
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Grupo VIl (dentes 35 a 40)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 2 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracédo a 0,39% (312,5ug/mL) (CFM) -

todas as culturas foram negativas.

Grupo IX (dentes 40 a 45)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 23 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 10%(8.000ug/mL). - todas as

culturas foram negativas.

Grupo X (dentes 45 a 50)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 23 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentragdo a 0,09% (78,12ug/mL) (CFM). Dois

dentes apresentaram cultura positiva para levedura (Tabela 29).

Grupo Xl (dentes 50 a 55)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 56 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.
alternifolia Cheel na concentracdo a 10% (8.000pg/mL). — Um dente

apresentou cultura positiva para levedura (Tabela 29).

Grupo Xll (dentes 55 a 60)

Foi colocada uma suspensao de C. albicans amostra 56 preparada
conforme item 3.6 e apds 24 horas, acrescido de 6leo essencial de M.

alternifolia Cheel na concentracao a 1,56% (1.250ug/mL) (CFM) - Dois

dentes apresentaram cultura positiva para levedura (Tabela 29).
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Na tabela 29 observa-se que os isolados de C. albicans 23 e 56

altamente produtores de proteinase e fosfolipase cresceram em dois dos 5

dentes avaliados nas concentragdes fungicidas minimas do 6leo essencial de
M. alterinifélia CFM 0,09% (78,12 pg/mL) e CFM 1,56% (1250 pg/mL)

respectivamente.

Tabela 29 Atividade do ¢6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel na Concentragao

Fungicida Minima (CFM) e a 10% (8.000ug/mL) sobre amostra padrédo e isolados de Candida

albicans com diferentes atividades enzimaticas no interior do conduto dentinario “in vitro”.

Grupo (G) Atividade Enzimatica Atividade do PRP e do 6leo essencial
de M. alternifolia
Amostras/isolados de C. albicans na presenga de PRP Proteinase FFosfolipase Crescimento

do éleo essencial de M.alternifolia na CFM** e a 10%

Auséncia de

crescimento

(G1) Controle do meio de cultura RPMI 1640 -

(G2) Controle da amostra de C.albicans ATCC 90028 0,46
(G3) C.albicans ATCC 90028 + M. alterinifdlia 0,46
(G4) C.albicans ATCC 90028 + PRP 0,46
(G5) C.albicans ATCC 90028 + M. alterinifélia 10% 0,46
(G6) C.albicans ATCC 90028+ M. alterinifdlia 0,78% 0,46
(G7) C. albicans 2 + M. alterinifdlia 10% 1,00
(G8) C. albicans 2 + M. alterinifélia CFM 0,39% 1,00
(G9) C. albicans 23 + M. alterinifdlia 10% 0,33
(G10) C. albicans 23 + M. alterinifélia CFM 0,09% 0,33
(G11) C. albicans 56 + M. alterinifélia 10% 0,42
(G12) C. albicans 56 + M. alterinifélia CFM 1,56% 0,42

0,58
0,58
0,58
0,58
0,58
1,00
1,00
0,45
0,45
0,45
0,45

5/5
5/5
5/5
5/5
4/5
5/5
5/5
5/5
3/5
4/5
3/5

*PRP - Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro®
**CFM - Concentragao Fungicida Minima
***Atividade Enzimatina: Pz=1,0= Nao Produtora. = Indice 1

1,0 <Pz = 0,64 = Produtoras.= indice 2

Pz < 0,64 = fortemente produtora = indice 3

4.11 Atividade in vivo do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel, no

interior do canal radicular

Foram estudados 20 pacientes de ambos os sexos com diagndstico de

necrose pulpar sendo 10 tratados com Paramonoclorofenol em Rinossoro
com Polietilenoglicol 400 (PRP) PRP (Grupo 1 - Controle) e 10 tratados com

Oleo essencial de M. alternifolia Cheel, 20% v/v (16.000pg/mL) com Tween

20 a 0,02% (Grupo 2). Foi realizado um relatério de cada paciente e a cada

atendimento (Anexo 9).
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A opcao do tratamento do canal radicular in vivo com a concentragao
de M. alternifolia Cheel, 20% v/v (16.000ug/mL) com Tween 20 & 0,02% foi
feita com base na observacao dos resultados apresentados na tabela 13, 14
e na tabela 29 onde a maior concentracao utilizada foi 8.000ug/mL (10%) no
teste in vitro e mesmo assim ocorreu o isolamento de uma amostra de C.
albicans. Para o teste in vivo, com o objetivo de ndo se correr riscos

dobramos essa concentragao.

Grupo 1 - Pacientes tratados com Paramonoclorofenol em Rinossoro

com Polietilenoglicol 400 (PRP) — Grupo Controle

Dos 10 pacientes tratados com PRP 60% (6/10) eram do sexo feminino

e 40% (4/10) eram do sexo masculino, com idade média de 39,3 anos.

Neste grupo foram tratados 8 dentes posteriores e dois dentes
anteriores, sendo que 80% (8/10) tiveram como causa da necrose pulpar a
carie, 10% (1/10) tiveram como causa da necrose pulpar o trauma oclusal e

10% (1/10) o uso prolongado de coroa protética. O diagndstico de polpa

morta foi realizado por exames clinicos e radiograficos (Quadro 3).

Quadro 3 Pacientes do grupo controle, tipos de dentes, presenca de sinais e sintomas antes

e apos o tratamento endoddntico com Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol

400 (PRP) identificado por meio de exames subjetivos, objetivos e radiolégicos e levedura

isolada.

T‘Zc:::; Sexd -:li::t:" Sinais e sintomas antes da intervencao Ai:g:i: :n::anr?;::; Levedurg
espo[:]:;ne Edema Lesdo peria Carie | Dor| Gosto R

01 PRP* F¥*¥  2PMS Ausentg Ausente Presents Presente 1 dia Ausent Negativq
02 PRP F 1MILC] Ausentg Ausente Presents Presente 1 dia Ausent Negativq
03 PRP F 1IMIC Presente Presente Ausente Presente Ausente Negativq
04 PRP| M**¥  1PMII Ausente Ausente Ausente Presente| 2 dia Ausente Negativd
05 PRP F 2PMS Ausente Ausente Presentg Presente| 2 dia Ausente Negativd
06 PRP F 2PMS Ausente Ausente Ausente Ausente | 1dia Ausente C.albican
07 PRP F ILSE Ausente Ausente Presente Ausente | Ausente Presente Negativq
08 PRP M 1MIE Ausente Ausente Presente Presente Ausente Negativq
09 PRP M ILSE Presente Presente Ausente Presente Ausente Negativq
10 PRP M 1MSE Presents Presentg Ausentg Presente| 1dia Ausente Negativq

*O tipo de dente esta relatado na descrigdo dos casos clinicos dos pacientes tratados com Paramonoclorofenol em
Rinossoro com Polietilenoglicol 400 (PRP)

** PRP - Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol 400

***F — Feminimo e ****M - Marculino
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Os dentes diagnosticados com polpa morta foram tratados com
Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol 400 (PRP). As
amostras para o isolamento de leveduras foram coletadas logo apds acesso a
camara pulpar com cone de papel estéril e semeados em Agar Sabouraud —
dextrose com 200ug de cloranfenicol, para a pesquisa de leveduras.

C. albicans foi isolada em 10% (1/10) dos pacientes, apenas na primeira
coleta (Quadro 3). Em nenhum paciente foi encontrado levedura na segunda
coleta. Para 20% (2/10) dos pacientes foi prescrito Amoxicilina 500 mg entre as
sessdes por 7 dias apds a primeira intervengao Gosto desagradavel foi relatado
em 10% (1/10) dos pacientes entre se sessdes e 40% (4/10) relataram dor por
um dia apés a primeira intervencao e 20% (2/10) relataram dor por dois dias

apos a intervencgao.

Grupo 1: Descricdo dos casos clinicos dos pacientes tratados com

Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol 400 (PRP)

Paciente 1 - PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 55 anos. Dente: segundo pré molar superior
esquerdo com lesao extensa de carie. Diagndstico: polpa morta.

O exame radiografico mostrou lesdo periapical e o tratamento
endodontico foi realizado com PRP como medicagao intracanal. A paciente
relatou dor por um dia apds intervengao. O canal foi obturado apds 6 dias de
tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 2 - PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 36 anos. Dente: primeiro molar inferior direito

com lesdo extensa de carie e lesao periapical. Diagnéstico: polpa morta.
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O tratamento endodéntico foi realizado com PRP como medicagao
intracanal. A paciente ndo relatou dor apds a intervencao. O canal foi obturado
apos 7 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 3 — PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 33 anos. Dente: primeiro molar inferior direito
lesdo profunda de carie com restauragao provisoria de 6xido de zinco eugenol
(OZE) apresentava dor a percussao vertical e relatou ter tomado via sistémica,
antibiético e antinflamatdrio, anterior ao atendimento.

Diagnéstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP como medicagao
intracanal. Canal obturado apés 10 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 4 - PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 53 anos. Dentre: primeiro pré molar inferior
direito com leséo extensa de cérie. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP. O paciente relatou a
regido dolorida por dois dias apds a intervencgdo. Canal obturado apds 8 dias
de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 5 — PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 34 anos. Dente: segundo pré molar superior

esquerdo com lesao de carie, lesao periapical. Diagnéstico: polpa morta.
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O tratamento endoddntico foi realizado com PRP. O paciente relatou dor
aguda na regiao por 2 dias apds a primeira intervengcédo e tomou analgésico por
3 dias. Canal obturado apés 17 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 6 - PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 42 anos. Dente: segundo pré molar superior
esquerdo com grande restauragao metalica proximo a camara pulpar. Teste de
vitalidade negativo com dor a percusséao vertical. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endoddntico foi realizado com PRP. Canal obturado apds 9
dias de tratamento.

Foi isolada C. albicans na primeira coleta. A segunda coleta no canal foi

negativa.

Paciente 7 — PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 38 anos. Dente: incisivo lateral superior
esquerdo, com lesao peripical. Diagnéstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP. O paciente relatou
gosto ruim e ardéncia na lingua. Canal obturado apds 13 dias de tratamento.

N&o foi isolada levedura das coletas no canal.
Paciente 8 — PRP

Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 19 anos. Dente: primeiro molar inferior
esquerdo com carie e lesdo periapical. Diagndstico: polpa morta e abcesso
periapical.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP como medicagao

intracanal, durante a instrumentagcdo a secrecdo purulenta foi drenada. O
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paciente foi medicado com Amoxicilina 500 mg. O canal foi obturado apds 21
dias de tratamento.

N3&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 9 — PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 54 anos. Dente: Incisivo lateral superior
esquerdo com edema na regido e dor espontanea. O paciente relatou ter
tomado analgésico antes da intervengao. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP como medicagao
intracanal. O canal foi obturado apds 7 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 10 - PRP
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 29 anos. Dente: primeiro molar superior
esquerdo. Apresentava dor espontanea. Ao exame radiografico observou-se
carie. Diagnéstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com PRP como medicagao
intracanal. Forte odor desagradavel foi observado ao acessar a camara pulpar.
O canal foi obturado apds 11 dias de tratamento e o paciente apresentou dor
por 1 dia apds a primeira intervengao e foi medicado com analgésico. Nao foi

isolada levedura das coletas no canal.

Grupo 2 - Pacientes tratados com 6leo essencial de M. alternifolia
20% v/v com Tween 20 a 0,02%.

Dos 10 pacientes tratados com O6leo essencial de M. alternifolia 70%

(7/10) eram do sexo masculino e 30% (3/10) eram do sexo feminino com idade

média de 37,7 anos.
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Neste grupo foram tratados 9 dentes posteriores e um dente anterior,
sendo que 80% (8/10) tiveram como causa da necrose pulpar a carie, 10%
(1/10) tiveram como causa da necrose trauma e 10% (1/10) necrose idiopatica.
O diagndstico de polpa morta foi realizado por exames clinicos e radiograficos
(Quadro 4).

Quanto aos sinais e sintomas, neste grupo, a colegdo purulenta foi
observada em 30% (3/10) dos pacientes bem como a dor (Quadro 4) No exame
radiografico inicial observamos lesédo periapical em 50% (5/10) dos pacientes e
edema em 40% (4/10). Quatro pacientes (1, 4, 7 e 9) relataram ter tomado
medicacao (analgésico) antes da intervengao para minimizar a dor, sendo que
um deles (paciente 1) tomou analgésico associado a antinflamatario.

Os dentes diagnosticados com polpa morta foram tratados com dleo
essencial de M. alternifolia 20% v/v (16.000ug/mL) com Tween 20 a 0,02%. As
amostras para o isolamento de leveduras foram coletadas logo apds acesso a
camara pulpar com cone de papel estéril e semeados em Agar Sabouraud —
dextrose com 200ug de cloranfenicol, para a pesquisa de leveduras.

C. albicans foi isolada em 40% (4/10) dos pacientes e Candida sp, em
10% (1/10) pacientes e apenas na primeira coleta (Quadro 4). Em nenhum
paciente foi encontrado levedura na segunda coleta. Para 40% (4/10) dos
pacientes foi prescrito Amoxicilina 500 mg e Metronidazol associados ou
separados dependendo dos casos e entre as sessdes por 7 dias apds a
primeira intervencdo (Quadro 4). Gosto desagradavel foi relatado em 10%
(1/10) dos pacientes entre sessdes (paciente 10) e 10% (1/10) relataram dor

por um dia apés a primeira intervencgao (paciente 5).
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Quadro 4 Pacientes do grupo experimental, tipos de dentes, presenca de sinais e sintomas
antes e apos o tratamento endoddntico com 6leo essencial de M. alternifolia 20% v/v com

Tween 20 a 0,02% identificado por meio de exames subjetivos, objetivos e radioldgicos e

levedura isolada.

Pacientg Tipo d Presenca de sinais e sintomas .~
) Sexo ) ~ Medicagdao Leveduras
numerg dente Antes da intervengdo
Dor - . L. apos a interven(
n Edema Lesao periap Carie
espontane
01 Ma*] M*** 1PMIH ausente presentg ausente presentg Negativo
02 Ma M 1MID| ausente ausente presente presentg Metronidazol C. albicans
Metronidazol
03 Ma M ICSE ausente ausente ausente ausente| L .
Amoxicilina Negativo
04 Ma Fx* 2PMILO ausente ausente presente presentg Candida sp
05 Ma M 2PMIO presente presentg presente presentg C. albicans
06 Ma F 2PMS ausente ausente| presente presentg C. albicans
07 Ma M 2MIE ausente ausente| ausente presentg - Negativo
Metronidazol
08 Ma M 1MID resente resentg ausente resentg o .
P P P Amoxicilina C. albicans
09 Ma M 2PMS ausente presentg ausente presentg Amoxicilina Negativo
10 Ma F 2PMSD presente ausente| presente ausente| Negativo

*O tipo de dente esta relatado na descrigdo dos casos clinicos dos pacientes tratados com 6leo essencial de M.
alternifolia 20% v/v com Tween 20 a 0,02%.

**Ma - dleo essencial de M. alternifolia 20% v/v com Tween 20 a 0,02%.

***F — Feminimo e ****M - Marculino

Grupo 2: Descrigdo dos casos clinicos dos pacientes tratados

com o 6leo essencial de M.alternifolia a 20% v/v com Tween 20 a 0,02%

Paciente 1 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 48 anos. Dente primeiro pré molar inferior
esquerdo. Presenca de edema na regidao periapical apresentando lesdo de
carie na regiao distal do elemento. Diagnéstico: polpa morta.

O exame radiografico ndao mostrou lesdo periapical e o tratamento
endodéntico foi realizado com o 6leo essencial de M. alternifolia como
medicacao intracanal. Paciente nao relatou ocorréncias apds a intervencédo. O
canal foi obturado apds 8 dias de tratamento. Nao foi isolada levedura das

coletas no canal.
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Paciente 2 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 56 anos. Dente: primeiro molar inferior
direito. O paciente relata dor a percussao vertical e ter tomado antibiético e
antinflamatério anteriormente. Lesdo endoperiodontal com comprometimento
de furca e lesao periapical difusa. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia como medicagao intracanal. O paciente foi medicado com
Metronidazol 400 mg por 5 dias. O mesmo nao relatou ocorréncias apds a
intervencao. O canal foi obturado apds 16 dias de tratamento.

Foi isolada C. albicans na primeira coleta. A segunda coleta no canal foi

negativa.

Paciente 3 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 25 anos. Dente: incisivo central superior
esquerdo. O paciente relata trauma na regido ha 3 anos e apresentava dor a
percussao vertical. O teste de vitalidade foi negativo. Diagnéstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com o 6leo essencial de M.
alternifolia. Durante e primeira sessao drenou colecio purulenta e foi medicado
com Amoxicilina 500mg associada ao Metronidazol 400 mg por 7 dias. O canal
foi obturado apés 13 dias de tratamento.

N3&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 4 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 34 anos. Dente: segundo pré molar inferior
direito com lesdo extensa de carie e lesao periapical. Diagndstico: polpa

morta.
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O tratamento endodéntico foi realizado com o 6leo essencial de M.
alternifolia. O canal foi obturado apés 7 dias de tratamento.
Foi isolada Candida sp na primeira coleta. A segunda coleta no canal foi

negativa.

Paciente 5 - Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 43 anos. Dente: segundo pré molar inferior
direito. Paciente com dor espontanea na regido, lesao extensa de carie e leséo
periapical. O mesmo relatou ter tomado analgésico antes da primeira
intervengao. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia. O paciente relatou dor na regido por 1 dia apés a primeira
intervengao. O canal foi obturado apds 9 dias de tratamento.

Foi isolada C. albicans na primeira coleta. A segunda coleta no canal. foi

negativa

Paciente 6 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo feminino, 63 anos. Dente: segundo pré molar superior
esquerdo com lesao de carie e leséo periapical. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia. O canal foi obturado apds 7 dias de tratamento.

Foi isolada C. albicans na primeira coleta. A segunda coleta no canal foi

negativa

Paciente 7 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 34 anos, Dente: segundo molar inferior

esquerdo, com leséo extensa de carie. Diagndstico: polpa morta.
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O tratamento endodéntico foi realizado com o 6éleo essencial de M.
alternifolia. O canal foi obturado apés 9 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

Paciente 8 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 19 anos. Dente: primeiro molar inferior
direito. Paciente com edema na regido, dor espontanea e dor a percussao
vertical. Relatou ter tomado analgésico. Diagndstico: polpa morta e abcesso
periapical.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia como medicagao intracanal. Durante a instrumentacdo se drenou
abundante secrecao purulenta. O paciente foi medicado com Amoxicilina 500
mg e Metronidazol 400 mg por 7 dias e relatou regresséo dos sintomas apos a
intervengao. O canal foi obturado apds 16 dias de tratamento.

Foi isolada C. albicans na primeira coleta. A segunda coleta no canal foi

negativa.

Paciente 9 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo masculino, 29 anos, Dente: segundo pré molar superior
esquerdo Paciente com edema na regiao, relatou dor ao morder, Diagnostico
polpa morta e inicio de abcesso periapical.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia como medicacao intracanal. Durante a instrumentacédo observou-se
forte odor desagradavel. O paciente foi medicado com Amoxicilina 500 mg por
5 dias. O canal foi obturado apés 8 dias de tratamento.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.
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Paciente 10 — Oleo essencial de M. alternifolia
Descrigao do caso clinico:

Paciente do sexo Feminino, 26 anos. Dente: segundo pré molar superior
direito. Paciente com dor espontanea relatou ter tomado analgésico. Ao exame
radiografico observou-se lesao periapical. Diagndstico: polpa morta.

O tratamento endodéntico foi realizado com o d6leo essencial de M.
alternifolia como medicacao intracanal.

O canal foi obturado apds 8 dias de tratamento e o paciente relatou
gosto desagradavel na boca no primeiro dia apés a intervengéo.

N4&o foi isolada levedura das coletas no canal.

4.12 Caracteristicas morfobiolégicas das leveduras isoladas dos

canais radiculares dos grupos 1 e 2.

Das 6 leveduras isoladas dos canais radiculares, uma foi de paciente do
grupo 1 e identificada como C.albicans e cinco de pacientes do grupo 2. Sendo
quatro identificadas como C.albicans e uma como Candida nao albicans,
Candida ssp (Tabela 30)

A tabela 30 mostra os pacientes, sexo, patologia e as caracteristicas

morfobioldgicas das leveduras isoladas.
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Tabela 30 Pacientes, sexo, patologia e caracteristicas morfobiolégicas das leveduras isoladas

dos canais radiculares dos pacientes dos grupos 1 e 2.

NPL’;:Z::: Produgao de Enzimas(PZ)
SR 1 sex Patologia | Levedura Morfotipos**
Proteinase Fosfolipase
6 PRP**4 F Polpa morta C. albicans 0,62 1,00 7544
2 Ma***| M :Zic;énodontm C. albicans 1,00 0,77 3241
4Ma | F Leséo periapical | Candida sp 0,63 1,00 5341
5Ma | M Les&o periapical | C. albicans 0,50 1,00 2240
6Ma | F Les&o periapical | C. albicans 1,00 0,63 7334
g§Ma M Abcesso periapicd C. albicans 0,80 0,87 7534

* Indice de Atividade Enzimatica (Price et al.,1982)
Pz=1,0= Auséncia de atividade enzimatica = Indice 1

1,0 < Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva = indice 2

Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva = indice 3
** Morfotipos: Condigdes de cultivo: Teste em meio de agar malte, incubadas a 25 ° C por 10

dias.Phongpaichit et al., 1987 e Hunter at al., 1989
*** PRP - Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol 400
**** Ma - 6leo essencial de M. alternifolia 20% v/v com Tween 20 a 0,02%.

4.13 Caracteristicas morfobiolégicas e de sensibilidade das leveduras

isoladas dos canais radiculares dos pacientes dos grupos 1 e 2 frente

ao oleo essencial de M.alternifolia Cheel com Tween 20 a 0,02%.

A tabela 31 mostra as caracteristicas morfobiolégicas e de sensibilidade

das leveduras isoladas do canal radicular dos pacientes dos grupos 1 e 2 frente

ao o6leo essencial de M. alternifolia, acrescido de Tween 20 a 0,02%. As

caracteristicas morfobiolégicas foram observadas nas doses subinibitorias.
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Tabela 31 Caracteristicas morfobioldgicas e de sensibilidade das leveduras isoladas do canal
radicular dos pacientes dos grupos 1 e 2 frente ao 6leo essencial de M. alternifolia, acrescido
de Tween 20 a 0,02%.

Sensibilidade**** Produgao de Enzimas(PZ)* Morfotipos**
Numero d CFM**rx*
Paciente, Proteinase Fosfolipase
Grupo Levedura
% Hg/mL| Antes | Depois | Antes Depois | Antes| Depois
6 PRP***| C. albicans 0,78 625] 0,62 0,76 1,00 1,00 7544 | 1240
2 Ma****| C. albicans 3,12 2500} 1,00 1,00 0,77 1,00 3241 | 3240
4 Ma | Candida sp 6,25 5000 0,63 1,00 1,00 1,00 5341 | 3241
5Ma | C. albicans 0,39 312,5] 0,50 1,00 1,00 1,00 2240 | 0000
6 Ma | C. albicans 0,19 156,29 1,00 1,00 0,63 1,00 7334 | 5340
8 Ma | C. albicans 0,78 625 | 0,80 0,70 0,87 1,00 7534 | 2341

* Indice de Atividade Enzimatica (Price et al.,1982) (Antes do contato com éleo e Depois do contato com o éleo - dose
sub inibitdria):
Pz=1,0= Auséncia de atividade enzimatica = Indice 1
1,0 <
Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva = indice 2

Pz <
0,64 = Atividade fortemente positiva = indice 3

** Morfotipos: Phongpaichit et al., 1987 e Hunter et al., 1989
*** PRP - Paramonoclorofenol em Rinossoro com Polietilenoglicol 400
**** Ma - 6leo essencial de M. alternifolia 20% v/v com Tween 20 a 0,02%.
*****Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragao inibitéria minima CIM em placas de

microdiluigdo e leitura em 24 horas: resultado em % e ug/mL com

Pesquisa da atividade fungistatica e fungicida em Agar Sabouraud dextrose e leitura
em 24 horas: presenga de crescimento atividade fungistatica e auséncia

de crescimento atividade fungicida (CFM)

¥ CFM — Concentragao Fungicida Minima

N&o foram encontrados isolados resistentes ao 6leo essencial de M.
alternifolia conforme mostra a tabela 31 e grafico 10. Nesta pode-se observar
que o oleo essencial de M. alternifolia na presenca do tensoativo Tween 20
(polissorbato 20) a CFM variaram respectivamente de 0,19 a 6,25% (156,25 a
5000 pg/mL), com média e desvio padrao para CFM, de 1536,46 =
1896,79ug/mL (Tabela 32).

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o 6leo essencial de M. alternifolia
na presenca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) € 625 ug/mL (0,78%) e
2500 pg/mL (3,12%) respectivamente (Tabela 34).
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A producao de proteinase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) em dois dos
6 isolados altamente produtores e reduziu a producdo dessa enzima em um
isolado e aumentou em outro. Dois isolados ndo eram produtores dessa
enzima e a auséncia de producado se manteve apods contato com esse dleo
essencial, na presenga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) (Tabela 31).

A producao de fosfolipase foi inibida frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presenga do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20) em trés
isolados sendo um altamente produtor e dois produtores. Trés isolados nao
eram produtores dessa enzima e a auséncia de produgdo se manteve apoés
contato com esse Oleo essencial, na presenga do tensoativo Tween 20
(polissorbato 20) (Tabela 31).

A média de producao de proteinase para os 6 isolados era de 0,75 %
0,21. Ap6s contato com o 6leo presencga do tensoativo Tween 20 (polissorbato
20) a média de produgao passou a 0,91 = 0,14. Para a enzima fosfolipase a
producao era de 0,87 + 0,15 e apds contato com o 6leo presenca do tensoativo
Tween 20 (polissorbato 20) para 1 + 0 (negativo) (Tabela 33).

Quanto a producédo de filamentos frente ao 6leo essencial de M.
alternifolia na presengca do tensoativo Tween 20 (polissorbato 20), cinco
isolados tiveram a filamentacao reduzida e um isolado passou a nao produzir

filamentagdo em relagao ao controle (Tabela 31).
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Grafico 9 Concentragdes fungicidas minimas (CFM) do 6leo essencial de M. alternifolia,
acrescido de Tween 20 a 0,02% frente as leveduras isoladas do canal radicular dos pacientes

dos grupos 1 e 2

Tabela 32 Meédia, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) ao 6leo essencial de M. alternifolia, acrescido de Tween 20 a 0,02% frente as

leveduras isoladas do canal radicular dos pacientes dos grupos 1 e 2

VARIAVEIS Sensibilidade ao 6leo essencial de |
alternifolia acrescido de Tween 20
0,02% (pug/mL)*

N=6***
C. albicans e Candida sp

W £ dpr 1536,46 + 1896,79
Mediana 625
Min.—Max.***** 156,25 - 5000

*Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragédo fungicida minima CFM em placas de &gar Sabouraud dextrose e
leitura em 24 horas: resultado em pg/mL
** nimero de amostras isoladas do canal radicular dos pacientes dos grupos 1 e 2

J £ dp — Média e disvio padréo

****Min. — Minima e Max. Maxima
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Tabela 33 Média, desvio padrdo, mediana, maxima e minima da produgdo de proteinase e
fosfolipase das leveduras isoladas do canal radicular dos pacientes dos grupos 1 € 2 na
auséncia - Controle e na presenca do dleo essencial de M. alternifolia, acrescido de Tween 20
a 0,02%.

Variavel - isolados biolégicos de orig
humana Proteinase Fosfolipase
N=6* N=6
C. albicans e Candida sp Antes Depois Antes Depois
pxdp 0,75+ 0,21 0,91+0,14 0,87 £0,1 1+0
Mediana 0,71 1 0,93 1
Min. — Max. 0,5-1 0,7-1 0,63-1 1-1

* numero de amostras isoladas do canal radicular dos pacientes dos grupos 1 e 2
** Atividade enzimatica Pz =1,0 = Auséncia de atividade enzimatica
1,0 <Pz = 0,64 = Atividade enzimatica positiva
Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva

Tabela 34 Valores de CFM 50 e CFM 90 do dleo essencial de M. alternifolia Cheel, acrescido
de Tween 20 na concentragdo a 0,02% sobre leveduras isoladas do canal radicular dos

pacientes dos grupos 1 e 2

Leveduras dos

grupos 1 e 2 Concentragao Fungicida Minima

CFM 50 CFM 90
pg/mL - % (viv pg/ml - % (viv)

oleo essencial de M
alternifolia acrescido ¢ 625-0,78 2500 - 3,12
Tween 20 a 0,02%

Condigdes do estudo: Pesquisa da Concentragdo fungicida minima (CFM) em placas de agar
Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em pg/mL

CFM: concentragao fungicida minima

*CFM 50 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados.

**CFM 90 CFM de um antifungico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados

v/v: volume por volume em porcentagem
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Nas condicdes desse estudo o tratamento do canal radicular in vivo
com o Oleo essencial de M. alternifolia na concentragdgo a 20% v/v
(16.000pg/mL) com Tween 20 & 0,02% foi eficiente ja que a levedura com
maior CFM foi a Candida sp (5.000ug/mL — 6,25%). O isolamento de C albicans
ocorreu apenas na primeira coleta e apds a utilizagao do 6leo essencial de M.

alternifolia leveduras nao foram isoladas nos tratamentos subsequentes.
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5. Discussao.

5.1 Candida albicans

C.albicans em infecgdes endoddbnticas tem recebido atengao especial
devido a capacidade dessas leveduras se manterem tanto em infeccdes
primarias quanto refratarias. E apesar de aparecerem em menor numero que
as bactérias, essas leveduras apresentam mecanismos de adaptacdo a uma
variedade de condigdes. Os tubulos dentinarios podem favorecer a
permanéncia de C.albicans no interior de dentes tratados endodonticamentes
por formarem um microambiente aonde muitas vezes as substancias quimicas
auxiliares ndo chegam e portanto ndo agem, fazendo assim com que
microrganismos com grande capacidade de adaptagdo sobrevivam e causem
infecgcdes secundarias, Entre esses mecanismos pode-se citar: a adesdo a
superficies, a produgao de exoenzimas hidroliticas, a transicdo morfologica, a
formacao de biofilmes e as formas de defesa ao sistema imune do hospedeiro
(Ruff et al., 2006; Moham e Ballai 2008; Gauwerky et al 2009; Chandra et al.
2010 e Lins et al., 2010).

A produgdo de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade de C.
albicans. A exoenzima proteinase é capaz de degradar varios substratos, entre
eles o colageno dentinario (Waltimo et al., 2004; Chandra et al., 2010). As
proteinases se aderem a membrana celular e seu principal papel é suprir
nutricionalmente as células fungicas, colaborar com a penetracéo e invasao e
driblar o sistema imune do hospedeiro (Gawerky et al., 2009).

C.albicans altamente produtoras de proteinase apresentaram
resisténcia a anfotericina B (Kumar e Skula, 2010). Pelo exposto uma
observacado importante neste estudo esta relacionada inibicdo e reducao da
producdo de proteinase de C. albicans quando submetidas a doses
subinibitorias do 6leo essencial de M. alternifélia, na auséncia ou presenca de
tensoativos ou solventes, consequentemente reduzindo com isso a capacidade

de viruléncia dessa levedura. Vale ressaltar que neste estudo as concentracdes
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utilizadas dos tensoativos ou solventes, ndo apresentavam atividade sobre as
leveduras e seus fatores de viruléncia.

A exoenzima fosfolipase atua na hidrdlise dos fosfolipidios dando
origem a lisofosfolipidios, que causam dano a célula epitelial. Sdo importantes
e participam dos processos de patogenicidade dos microrganismos. A atividade
da fosfolipase, como um fator de viruléncia tem sido estudada ndo sé em
fungos, como também em bactérias e protozoarios (lbrahim et al ,1995
Kantarcioglu e Yucel, 2002; Naglik et al., 2003 (a e b) e 2004).

A fosfolipase € uma enzima que degrada fosfolipideos, presentes em
todas as formas de vida e estdo freqientemente associadas as membranas
celulares, podendo estar no processo de invasdo de C. albicans nos tecidos
(Martins et al., 2002). A presencga da fosfolipase em C. albicans é significativa
(Kumar e Skula, 2010), mas assim como na proteinase a exposigdo desse
levedura em doses subinibitorias do éleo essencial de M. alternifélia, reduz ou
inibe a producdo dessa enzima e consequentemente também reduz a
capacidade de viruléncia dessa levedura.

Clorexidina é um enxaguatério bucal amplamente utilizado pela
populagdo em geral. Num estudo realizado por Calamari e colaboradores em
2011 estes autores observaram que a producao de fosfolipase em isolados de
C. albicans da saliva de 10 pacientes portadores de candidiase bucal, proteses
parciais ou totais, ndo era alterada quando expostas a clorexidina. Por outro
lado o d6leo essencial de M. Alternifélia vém da combinacdo de diferentes
compostos. Geralmente é o resultado de um efeito combinado de compostos
ativos e inativos. Os compostos inativos podem influenciar a velocidade das
reagdes e biodisponibilidade dos compostos ativos (Oliveira, 2007), tornando
dessa forma esse Oleo essencial muito mais interessante 0 seu uso nos
exaguartérios bucais.

A producdao de proteinase e fosfolipase por leveduras isoladas de
diferentes sitios do corpo humano, vem sendo estudada por varios autores e
todos relatam uma produgéo dessas enzimas em torno de 50% a 90% desses
isolados (Pires et al.,1996; Silva, 1999; Silva, 2007, Patel et al., 2009, Costa et
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al., 2010). Neste estudo em torno de 82% a 85% dos isolados foram produtores
de fosfolipase e proteinase respectivamente.

Nos grupos de pacientes, controle e tratados com o 6leo essencial de
M. alternifolia as leveduras isoladas de lesdes primarias de canais radiculares
apresentaram produgado de proteinase de 66,67% e fosfolipase em 50% dos
isolados, dentro dos indices de producédo encontrado nos estudos citados.

Leveduras do género Candida estdo presentes na cavidade bucal de
25% de adultos sadios e em 50% em pacientes hospitalizados. Esta presenca
€ confirmada na placa dental, carie dental, tubulos dentinarios, microbiota
subgengival e condutos radiculares infectados (Castro e Lima 2010). A
transicdo de C.albicans, um microrganismo comensal, para um patogénico
depende de mudancas minimas das condicdes predisponentes que causam
expressao dos fatores de viruléncia. Candida spp tem sido isoladas em

infeccbes endoddnticas mistas (Chandra et al. 2010).

Candida spp tem a habilidade de crescer na superficie dentinaria na
auséncia de tecidos e fluidos bucais e penetrar nos tubulos dentinarios, na
forma de blastosporos, pseudohifas ou hifas verdadeiras. Apesar de ser um
microrganismo aerobio, consegue se desenvolver em microaerofilia no interior
do canal radicular (Chandra et al. 2010).

Fouad e colaboradores em 2002 revelaram que nas infecgdes
endodonticas a presenca de C.albicans € ocasional. Ja Siqueira e
colaboradores em 2003 e Lins e colaboradores em 2010 relataram que Waltimo
e colaboradores em 1997 e Baumgartner e colaboradores em 2000 utilizando a
técnica de PCR observaram a ocorréncia de C.albicans em 7% de infecgbes
persistentes de periapice e em 21% das amostras coletadas de canal radicular.
E Jorge em 2007 relatou que leveduras do género Candida, principalmente a
espécie C. albicans foram isolados em 10 a 20% dos casos de infecgoes
primarias de canais radiculares e em 72% dos casos de infecgdes persistentes.
Abrahdo em 2007 encontrou C. albicans no interior do canal radicular em 21%
dos pacientes.

Na ultima década o isolamento de Candida albicans do interior do

conduto radicular tem variado de 1% a 21% (Chandra et al. 2010).
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Neste estudo nos grupos de pacientes controle e tratados com o 6leo
essencial de M. alternifolia, leveduras foram isoladas de lesbGes primarias de
canais radiculares em 30% desses canais sendo C.albicans em 25% e Candida

sp em 5%.

Pesquisas também mostraram que proteases acidas produzidas por
essas leveduras podem estar envolvidas no processo de invasdo tecidual,
associadas com a adesao (Grubb et al., 2009; Rorig et al., 2009).

Na levedura a presenca de regides especificas na parede celular
chamadas adesinas e no hospedeiro o correspondente nas céluas chamadas
de receptores garantem a adesao entre os mesmos. O processo de adesdo em
diferentes superficies foi demonstrado in vitro em células epiteliais descamadas
da mucosa bucal, vaginal, urogenital ou corneocytes humano como células
HelLa (carcinoma uterino humano), CCL-6, ou células endoteliais, segmentos
de tecidos (discos teciduais gastrointestial de ratos) e sistemas especificos, tais
como o de coagulagdo (Samaranayake e MacFarlane,1982; Pires et al., 2001;
Silva, 2007 e Grubb et al., 2009).

O fendbmeno switching é reversivel, de alta freqiéncia e permite aos
fungos adaptarem-se as diferentes condigdes ambientais, inclusive ao
organismo do hospedeiro (De Bernardis et al., 2001). Este fendbmeno é refletido
nas diferengas morfolégicas existentes nas colénias de Candida spp e nas
propriedades das superficies celulares, com consequente alteracdo na
aderéncia as células epiteliais, podendo também determinar a sensibilidade a
atividade fungica dos neutréfilos e as drogas antifungicas (Gantner et al.,
2005).

A camada mais externa da parede celular € o primeiro ponto de contato
entre C. albicans e o endotélio do hospedeiro, (Pires et al., 2001; Gantner et al.,
2005).

A filamentacdo da levedura inicia-se com a formacdo do tubo
germinativo que resulta na pseudohifa e hifa verdadeira. Espécies do género
Candida, como C. albicans formam tubo germinativo. O tubo germinativo
aumenta a capacidade de adesdo do microrganismo, 0 que pode explicar a

maior incidéncia de C. albicans do que as demais espécies (Fidel e Sobel,
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1996). Neste estudo nos grupos de pacientes controle e tratados com o éleo
essencial de M. alternifolia, C. albicans foram isoladas de lesdes primarias de

canais radiculares em 25% dos 30% dos canais com leveduras.

Baseando-se nas diferencas de producgédo e extensédo de franjas marginais
pode correlacionar um morfotipo distinto com a capacidade de viruléncia
(Hunter et al., 1989). Autores relatam que C. albicans isoladas de pacientes
HIV positivos e negativos apresentavam franjas continuas com comprimento
igual ou menor que 2 mm (Silva, 2007) e Ribeiro e colaboradores em 2006 que
C.albicans isoladas de lesbes da mucosa bucal de pacientes
imunocomprometidos apresentavam franjas continuas com comprimento até
5mm.

Neste estudo os morfotipos das cepas padrdo e dos isolados de C.
albicans apresentaram franjas continuas com filamentos em paralelo com
comprimento entre 3mm a 6 mm. E C.albicans isoladas dos canais radiculares
dos pacientes tratados neste estudo apresentaram franjas continuas com
filamentos em paralelo em torno de 3mm.

A pesquisa de producao de franjas foi realizada nas concentragbes sub-
inibitérias do 6leo essencial na cepa padrao de C. albicans e de cada isolado
testado e a producdo de filamentos frente ao dleo essencial de M. alternifolia
na auséncia ou presenca de tensoativos e solventes, ocorreu reducdo ou
inibicdo dos filamentos em relacdo ao controle. Na literatura ndo encontrou-se

trabalhos com essa analise.

5.2 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel

O estudo inicia-se a partir de uma revisdao etnofarmacoldgica,
identificando as espécies mais utilizadas pela populagdo e com atividade
antifangica, assim varios extratos de plantas, tinturas Oleos essenciais e
produtos opoterapicos tem sido testados sobre leveduras principalmente do
género Candida (Araujo et al., 2004; Carvalho, 2004; Polachini, 2004; Oliveira,
2005;, Lima et al., 2006; Abrahao, 2007; Duarte, 2007; Oliveira, 2007; Oliveira
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et al., 2007, Silva, 2007; Costa et al., 2009; Costa et al., 2010; Cavalcante et
al., 2011; Zuzarte et al., 2011)

As plantas possuem composicdes quimicas complexas, envolvendo
centenas de compostos em pequenas concentragdes. Essa complexidade faz
com que tenham aplicacado em diversas doencgas, e hem sempre umas estao
relacionadas com as outras; podendo uma planta servir para mais de uma
enfermidade quando aplicada como fitoterapico (Polachini, 2004).

Ferreira em 1998 relata ser muito comum que o extrato de uma planta
medicinal seja uma mistura de substancias. A separacdo em substancias
isoladas pode levar a perda do efeito farmacoldgico esperado.

A atividade farmacoldégica de uma substancia extraida de planta pode
depender de fatores como: local de cultivo, técnica de extragao, metodologia de
ensaio para o teste de sensibilidade e determinacdo da CIM entre outros
(Adelmann, 2005).

Melaleuca alternifolia Chell conhecida como Tea Tree ou arvore de cha,
€ nativa da costa subtropical nordeste, regido de New South Wales, Australia,
crescendo em regides pantanosas ou proximas a rios. Seu 6leo essencial
possui comprovada agao antimicrobiana contra bactérias e fungos patogénicos,
alguns virus, acaros, microrganismos resistentes a antibioticos, além de forte
atividade repelente contra mosquitos, pulgas, piolhos entre outros (Neves et al.,
2012). Na Australia devido as suas propriedades farmacoldgicas € utilizado em
formulagdes farmacéuticas de varios produtos como shampoos, sabonetes,
cremes dentais, anti-séptico bucal, repelente de insetos, produtos veterinarios,
germicidas de condicionadores de ar, dentre outros. Descoberto em 1920 por
Penfold e Grant, o 6leo é obtido por hidrodestilacdo ou destilagao por arraste a
vapor das folhas de M. alternifolia, que hoje é cultivada na Australia em escala
industrial para atender as demandas crescentes do mercado (Riedl, 1997).

O dleo essencial das plantas de M. alternifolia, cultivadas na Australia,
caracteriza-se pela mistura aproximada de 100 compostos, a maioria ja
identificados. Os principais constituintes sdo os compostos terpinen-4-ol, 1,8-
cineol, a-terpineno, y- terpineno, a-pineno, B-pineno, a-terpineol, pcimeno e

alcoois sesquiterpénicos, que representam cerca de 90% do dleo. O
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rendimento de 6leo essencial para varias espécies do género Melaleuca é
variavel, dependendo de diversos fatores. Em M. alternifolia o rendimento é de
aproximadamente 1 a 2% do peso fresco da planta utilizada (Carson et al.,
2006).

O dleo pode conter quantidades variadas de terpenos (pineno, terpineno
e cimeno), terpinenol (terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol que sao os
principais constituintes relacionados a atividade antimicrobiana. O cineol € um
conhecido irritante da pele e o terpinenol € apontado como o maior contribuinte
da atividade antimicrobiana dentre os componentes (Hammer et al., 2003 (a);
Carson et al., 2006).

A qualidade comercial do 6leo essencial de M. alternifolia é determinada
pelas concentragcdes dos compostos terpinen-4-ol, e 1,8-cineol, que devem ser
de no minimo 30% e no maximo 15%, respectivamente (Carson e Riley, 1995).

Outros autores relatam que o 6leo de boa qualidade contém quantidade
iguais ou inferiores a 2 e 5% de cineol e entre 40 a 47% de terpinenol.
(Hammer et al., 2003 (a); Carson et al., 2006).

Estudos sobre o teor, a composicao quimica e atividade antimicrobiana
do d6leo essencial de M. alternifolia cultivada no Brasil, indicam que o dleo
possui as mesmas caracteristicas qualitativas e quantitativas do 6leo
australiano (Silva et al., 2002).

O’Brien e Dougherty em 2007 relatam que a qualidade de um
fitoterapico tem implicagdes na sua eficacia e seguranga. Variagdes no produto
de um lote para outro ou de um fabricante para outro sao inevitaveis, por isso
devem se considerar as evidéncias de eficacia e auséncia de toxicidade para
cada extrato ou produto.

Morais, 2009 observa que a alteragdo dos compostos maijoritarios nos
Oleos essenciais, seja por fatores genéticos, técnicos bidticos ou abidticos
podem influenciar diretamente na qualidade e consequentemente, nos
resultados de tratamentos e de testes biolégicos sobre patégenos humanos ou
fitopatégenos, podendo levar entre, os autores, divergéncia entre resultados
provenientes de ensaios realizados com as mesmas espécies vegetais e

patdgenos. Para minimizar estes equivocos nos resultados e evitar que dados
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nao conclusivos sejam publicados, o ideal é que, juntamente com os ensaios
para verificagdo da atividade biolégica, seja realizada a analise quimica dos
Oleos essenciais avaliados, para que se possa obter a caracterizagao
fitoquimica destes.

A composicao do oleo de M. alternifolia pode mudar com o passar do
tempo devido a sua oxidagao, particularmente quando exposto ao ar, mas
também sofre mudanca quando exposto ao ar e a temperaturas elevadas,
quando o 6leo se torna degradado os niveis de perdxido e de para-cymeno se
elevam, e estes sdo o parametro para analise da qualidade do 6leo (O’Brien e
Dougherty, 2007).

Na pesquisa junto aos distribuidores brasileiros do produto observou-se
que as empresas importam o produto da Australia, envasam e o comercializam.
Neste estudo, a opcao foi adquirir o 6leo essencial de M. alternifolia
diretamente de um produtor australiano.

A “International Standard Organization” (1ISO4730) define que o 6leo
essencial de M. alternifolia deve ter um nivel minimo de 30% de terpinen-4-ol e
0s niveis de cineol ndo deve ultrapassar 20% (O’Brien e Dougherty, 2007).

A analise cromatografica do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel
utilizado neste estudo estd de acordo com os parametros de qualidade
estabelecidos pelo International Standard ISO 4730 (2004) (Anexo 6).

O pico mais alto foi o composto terpinen-4-ol com 38,12% de
porcentagem relativa ao total da amostra, a este composto sao atribuidas as
propriedades antimicrobianas do 6leo (Carson et al., 2006). Terpinen-4-ol € um
terpeno com peso molecular 154.249 e é considerado o principal componente
do 6leo de M. alternifolia (European Commission for natural products 2004,
Messeger et al 2005)

O segundo pico mais alto foi gama terpinoleno com (19,72 %) este
composto possui propriedades antimicrobianos semelhantes ao Terpinen-4-ol.
Encontrou-se também o composto para-cimeno com porcentagen relativa de
3,62%, A I1SO 4730 estabelece como aceitaveis para este composto

porcentagens entre 0,5% e 8%. Este componente esta relacionado a
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degradagdo do Oleo e € um dos principais responsaveis pela toxicidade
(Carson et al., 2006). O composto 1,8 cineol também relacionado a toxicidade e
degradacdo do 6leo nao foi encontrado na analise cromatografica dessa
amostra. Este autor ainda relata sempre ser dada preferéncia a utilizagdo do

6leo com baixos niveis de 1,8 cineol.

Messeger et al., 2005 utilizando o6leo essencial de outro produtor
australiano encontrou na analise cromatografica porcentegens de 38,6% de

terpinen4-ol, semelhante a encontrada neste estudo.

Técnicas para os ensaios com 6leos essenciais

Séao varias as metodologias empregadas para a pesquisa da CIM dos
Oleos essenciais frente as leveduras tais como: difusdo em agar, difusdo em
disco, macrodiluicgdo e microdiluicdo em caldo) e as variagbes individuais
como: tamanho do indculo, temperatura, tempo de incubagcdo e meio de
cultura. Pelo exposto a comparagao dos valores de CIM entre alguns estudos
€ dificultada.

A escolha do método de microdiluicido em caldo para esta pesquisa
deve-se ao fato deste método ser de baixo custo, sem necessidade de
equipamentos complexos para leitura, ser mais sensivel que outros métodos
usados na literatura, requerem pequena quantidade de 6leos essencias e ter
boa reprodutibilidade (Ostrosky et al., 2009).

Tensoativos e solventes

Nascimento e colaboradores em 2007 relatam que para uma boa
qualidade das analises com 6leos essenciais, tornou-se comum a utilizagao de,
detergentes ou agentes tensoativos como o Tween 20, Tween 80, e os
solventes DMSO e etanol, para uma emulsao dos 6leos essenciais no meio de
cultura. As propriedades destes agentes auxiliam na visualizacdo dos

resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos, entretanto podem conduzir a
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possiveis interacbes com a substancia testada, bem como produzirem
atividade antimicrobiana.

Neste trabalho foram testados os dois tensoativos polissorbatos (Tween
20, Tween 80) e um solvente dimetilsuféxido(DMSO).

Tween (20 e 80): conhecidos como polissorbatos, sdo tensosativos
hidrofilicos soluveis em agua e empregados para obter emulsdes do tipo éleo e
agua, como dispersantes ou solubilizastes de 6leos. Sdo sulfactantes nao
idnicos, pouco toxico para as membranas bioldgicas, constituidos por ésteres
de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. Estimulam a secregédo de proteinas
em microrganismos, além de alterar a morfologia e as superficies da parede
celular tanto de bactérias como de fungos. A relagdo entre fluidez da
membrana e o0 aumento da secre¢gao de enzimas fungicas, o Tween facilita a
solubilizagdo dessas substancias em meios aquosos e em solventes organicos
(Giese et al., 2004).

DMSO: conhecido como dimetil sulféxido, composto que age como
receptor de protons em ligagdes de hidrogénio, confere sua afinidade com a
agua. Por essa razédo é considerado um solvente atropico, um subproduto da
madeira sendo comercializado como um solvente comercial desde 1953. Para
substancias como proteinas e esterdides, o DMSO atua consideravelmente
melhor como solvente quando comparado com a agua. Em concentragdes a
20% ou menores, também pode ser utilizado como anticongelante, ja que sua
ligagdo com o hidrogénio tende a formar uma matriz cristalina. Quando
combinados com agentes toxicos, a toxicidade do DMSO (que é relativamente
baixa) aumenta significantemente. Facilita a penetragcdo de substancias nas
membranas biolégicas. O DMSO ¢é de facil penetracdo na pele ndao causando
danos irreversiveis na membrana, o que o faz ser diferente dos outros
solventes penetrantes (Gaylord Chemical Company, LLC — Technical Bulletin
reaction solvent Dimethyl sulfoxide - DMSO, 2006).

Neste trabalho, para as cepas padrdo de C. albicans (ATCC 90028 e
ICB - 12 A) observou-se auséncia de atividade aos tensoativos Tween 20
(polissorbato 20) e Tween 80 (polissorbato 80) e atividade fungicida entre 25%
a 100% (2.500 a 10.000ug/mL) para o DMSO.
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Embora ndo se tenha observado diferencas em relacdo a CIM e CFM,
dos tensoativos e solvente optou-se pelo tensoativo Tween 20 para todos os
ensaios, pelo fato da concentragédo ser a menor entre os dois tensoativos (20%
de polissorbato), pela facilidade de homogeneizagdo no meio de cultura, por
nao apresentar atividade fungicida. Apesar do Tween 80 apresentar os
mesmos resultados que o Tween 20, n&o foi escolhido por se mais concentrado
e com isso ser de dificil homogeneizagdo no meio de cultura. Por outro lado
Nascimento et al em 2007 recomendou a utilizagdo do Tween 20 a 0,02%
como emulsificador para os testes com 6leo essencial.

A menor CFM 90 do dleo essencial de M. alternifolia Cheel sobre C.

albicans ocorreu na presencga dos tensoativos, Tween 20 e Tween 80 a 0,02%.

5.3 Atividade in vitro do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel na
auséncia e na presenga dos tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e
Tween 80 (polissorbato 80) e do solvente DMSO sobre as cepas padrao de
C. albicans (ATCC 90028 e ICB - 12 A) e isolados biolégicos.

Sautour e colaboradores em 2004 consideraram significativa a atividade
antimicrobiana, quando os resultados atingem valores < 200 ug/mL para
compostos quimicos isolados.

Neste estudo ndo foram encontrados isolados resistentes ao 6leo
essencial de M. alternifélia.

As CIM e CFM do 6leo essencial de M. alternifélia frente a C.albicans na
auséncia de tensoativos ou solvente foram maiores que na presenga dos
tensoativos e solventes.

Mondello e colaboradores em 2003, avaliaram a atividade antifungica do
oleo de M. alternifolia acrescido de tween 80 sobre 47 isolados de C. albicans e
encontraram uma CIM 50 de 0,125% e uma CIM 90 de 0,25% . Nestes os
estudos dos isolados necessitaram de uma concentragdo maior de odleo
essencial sendo a CIM 50 de 0,19% (156,25 pg/mL) e a CIM 90 de 0,78%
(625 pg/mL).
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Costa e colaboradores em 2010 avaliaram a atividade antifungica do
6leo essencial de M. alternifolia sobre Candida spp isolados da cavidade bucal
de gestantes HIV positivas, mas utilizando a técnica de difusdo em agar, sendo

neste caso dificil fazer as comparagdes conforme ja relatado.

5.4 Atividade in vitro do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

Cheel, sobre C. albicans no interior do canal radicular

Neste estudo a atividade in vitro do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia Cheel, sobre C. albicans no interior do canal radicular foi em dentes
humanos doados. Cardoso e colaboradores em 2008 relatam que muitos
autores utilizam dentes bovinos para fazer ensaios em dentina, mas que nao
reproduz o ambiente ideal porque a dentina bovina possui tubulos dentinarios
maiores e mais permeaveis, facilitando assim a acdo dos agentes
antimicrobianos. Valera e colaboradores em 2009, na avaliagcdo de combinagao
de clorexidina e hidroxido de calcio, como medicagao intracanal, sobre C.

albicans utilizaram dentes humanos.

5.5 Atividade in vivo do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

Cheel, no interior do canal radicular.

Foram estudados 20 pacientes de ambos os sexos com diagndstico de
necrose pulpar sendo 10 tratados com Paramonoclorofenol em Rinossoro com
Polietilenoglicol 400 (PRP) PRP (Grupo 1 - Controle) e 10 tratados com 6leo
essencial de M. alternifolia Cheel, 20% v/v (16.000pug/mL) com Tween 20 a
0,02% (Grupo 2).

A opcéao do tratamento do canal radicular in vivo com a concentragao de
oleo essencial de M. alternifolia Cheel, 20% v/v (16.000pg/mL) acrescido de
Tween 20 a 0,02% foi realizada com base na observagao dos resultados onde

a maior concentragao utilizada foi 8.000ug/mL (10%) no teste in vitro. Para o

121



teste in vivo, com o objetivo de ndo se correr riscos dobramos essa

concentracao.

No tratamento do canal radicular in vivo, ndo foram isoladas leveduras
nos tratamentos subsequentes a utilizagdo do 6leo essencial de M. alternifolia
na concentragdo a 20% v/v (16.000pg/mL) acrescido de Tween 20 a 0,02%. A
levedura isolada com maior CFM foi a Candida sp (5.000ug/mL — 6,25%). Nas
concentracdes subinibitdrias do 6leo essencial sobre as leveduras isoladas dos
canais radiculares nos pacientes ocorreu diminuigao na producao de proteinase
e fosfolipase bem como das franjas.

Neste estudo antes do inicio dos testes in vivo foi uma preocupacao se
conhecer relatos sobre alergias ao uso desse 6leo essencial apesar do mesmo
na cromatografia ndo apesentar cineol a substancia que se sabe causar
irritacéo. Bagg e colaboradores em 2006 fazendo uma retrospectiva de casos
de alergia cutanea ao 6leo de M. alternifolia no Instituto do cancer de pele de
Melbourne ao logo de 4,5 anos encontraram 1,8% da populagédo alérgica ao
Oleo. Mas O’Brien e Dougherty em 2007, observaram que para uso tépico de
formulagcbes contendo 6leo essencial de M. alternifolia com porcentagens
inferiores a 25% nao causavam irritagdo. E concentragdo utilizada neste
estudo foi de 20% e portanto inferior a concentragdo que poderia causar
infeccao.

Em quatro dos dez pacientes do grupo 2 foi observado a presenca de
pus que foi drenado na primeira seg¢do. Por seguranga nestes casos foi
administrado amoxicilina 500mg e metronidazol 400mg no pds operatério. Vale
ressaltar que estas medicacbes nao tem atividade sobre leveduras e neste
caso o teste ndo foi prejudicado. Acrescentando que este 6leo também tem

efeito sobre bactéria em dosagens inferiores a utilizada nos pacientes.

Uma observacao realizada no inicio da pesquisa e que fez com que se
muda-se a conduta de trabalho o e que vale a pena ressaltar € que quando nas
placas de microdiluicdo incluiamos o controle positivo (meio de cultura mais a
suspengao de leveduras) estas nao cresciam. E se concentragdo também que

as tampas das placas de microdiluicdo apresentavam-se turvas devido a
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evaporagcao do Oleo essencial. Passou-se entdo a se fazer os controles em

outra placa de microdiluicdo evitando assim a interferéncia do 6leo essencial.

Esta observacdo pode fazer pensar que as substancias quimicas
auxiliares muitas vezes nao chegam em todos os espagos do dente e portanto
nao agem. E a par da impossibilidade do 6leo essencial também n&o poder
penetrar em todo o dente a auséncia de crescimento microbiano, possa esta
relacionada a sua evaporacao no interior do dente, tendo dessa forma uma

atividade antimicrobiana efetiva.

Esperamos com esta pesquisa ter contribuido com um produto de
baixo custo, baixa toxicidade, atividade antimicrobiana, regenerador tecidual e

sem efeitos colaterais para o tratamento endodéntico.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados observados e nas condicbes em que foi conduzido o

presente experimento, pode-se concluir que:

O oleo essencial de M. alternifolia Cheel na auséncia ou na presenga de
tensoativos ou solvente apresentou atividade fungicida sobre todos os isolados

de C. albicans.

Os tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e Tween 80 (polissorbato 80) n&o
apresentaram atividade fungicida e fungistatica sobre as cepas padrao de C.
albicans. Ja o solvente DMSO apresentou atividade fungicida a 25% v/v
(2.500pg/mL).

A menor CFM 90 do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel sobre C. albicans

ocorre na presencga dos tensoativos, Tween 20 e Tween 80 a 0,02%.

Nas concentragdes subinibitérias do oleo essencial de M. alternifolia sobre
C.albicans ocorreu diminuicdo na producido de proteinase e fosfolipase bem

como redugao do comprimento das franjas.

Na avaliagao in vitro da atividade do 6leo essencial de M. alternifolia no interior
do conduto radicular observou-se resisténcia de C. albicans em apenas um
dente tratado com éleo essencial na concentragdo a 10% v/v (8.000pg/mL) com
Tween 20 a 0,02%..

No tratamento do canal radicular in vivo, ndo foram isoladas leveduras nos
tratamentos subsequentes a utilizacdo do 6leo essencial de M. alternifolia na
concentracéo a 20% v/v (16.000pg/mL) com Tween 20 a 0,02%. A levedura
isolada com maior CFM foi a Candida sp (5.000ug/mL — 6,25%). Nas
concentracdes subinibitdrias do 6leo essencial sobre as leveduras isoladas dos
canais radiculares nos pacientes ocorreu diminuigao na produg¢ao de proteinase

e fosfolipase bem como das franjas.
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8. ANEXOS

Anexo 1- Aprovacdo do Comité de Etica

&\ SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

\-\\ COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS

Zgmoce INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEPIAL

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859

M

i
e B )
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Sido Paulo, 07 de agosto de 2009.

Protocolo: 32/2009

Projeto de Pesquisa — Avaliacdo da atividade antimicrobiana do éleo ial de Melaleuca
altermifolia (Tea tree) sobre Cidndida albicans no interior do canal radicular in vitro e como
medicac¢ido intra-canal.

Pesquisador Responsavel: Maria de Fatima Costa Pires

Prezado Pesquisador:

O Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz —
CEPIAL analisou e deliberou em sua reunifio ordinaria de 03 de abril de 2009, em concordancia
com a Resolugdo CNS 196/96 e suas resolu¢des complementares, o projeto acima apresentado e
deliberou na condi¢gio de APROVADO.

Cabe lembrar que em conformidade a Resolugdo 196/96 sdo deveres de(a) pesquisador(a):a)
comunicar de imediato, qualquer alteragdo do projeto e sé prosseguir com essa alteragfo, depois da
manifestagdo do CEPIAL; b )manter sob sua guarda ¢ em local seguro, pelo prazo de 5 anos, os
dados da pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo
CEPIAL, no caso de eventual auditoria; ¢) comunicar formalmente a este Comité, quando do
encerramento deste projeto; d) elaborar e apresentar relatorios parciais e finais; €) justificar perante
o CEPIAL, a interrupgéo do projeto ou a nfio publicagfo dos resultados.

{ N /
Dra. Jﬁliﬁ];i@@ouza Felippe
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL
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Anexo 2 - Termo de doacao de dentes humanos - cirurgioes-dentistas

TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS DE CIRURGIOES-DENTISTAS

Eu, ,

cirurgiao-dentista, inscrito no CRO , com consultério situado na
bairro , cidade , UF ,
CEP , telefone , dobéo dentes para o

desenvolvimento de pesquisa cientifica, apresentada a comisséo cientifica do Instituto
Adolfo Lutz ciente de que o(s) mesmo(s) sera(éo) utilizado(s) em experimentos
laboratoriais visando o combate a infecgdo dentaria, declarando que estes dentes
foram extraidos por indicagao terapéutica, cujos histoéricos fazem parte dos prontuarios
dos pacientes de quem se originam, arquivados sob minha responsabilidade. Estou
ciente de que estes dentes serdo utilizados pelo pesquisador desta instituicao na

realizagao de pesquisas.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura Cirurgidao Dentista
Pesquisador: Viviane Reis Storto
CROSP 74360

Assinatura
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Anexo 3 - Termo de doagao de dentes humanos - pacientes

TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS DE PACIENTES

Eu, :
natural de ,sexo M F ,ldade: __ anos, residente
a , telefone
, RG , aceito doar
o(s)dente(s)

para o desenvolvimento de pesquisa cientifica, apresentada a comissao cientifica do
Instituto Adolfo Lutz ciente de que o(s) mesmo(s) sera(ao) utilizado(s) em
experimentos laboratoriais visando o combate a infecgdo dentaria. Estou consciente
de que este(s) dente(s) foi(ram) extraido(s) por indicagao terapéutica para a melhoria
da minha saude, como documentado em meu prontuario. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo. Sera preservada a minha identidade na
execugao, redagao da pesquisa e na divulgagao.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do doador ou responsavel

Pesquisador: Viviane Reis Storto
CRO-SP 74.360

Assinatura

Testemunha
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Anexo 4 : Termo de Consentimento Esclarecido - Grupo controle

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO
(Grupo controle)
A presente pesquisa tem como objetivo estudar o efeito da solugdo de tea tree como
medicacgao intra-canal.

Sua colaboragao é espontanea e caso vocé concorde se dara da seguinte maneira:

Vocé fara parte do grupo controle desta pesquisa onde a medicacdo utilizada sera a usual para o
tratamento de canal (Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglico 400 em Rinossoro® (PRP))

* Inicialmente serd coletada uma amostra de material do interior do canal do dente afetado
usando um cone de papel absorvente esterilizado.

e Ap6s limpeza do canal, sera aplicado medicagdo usual para o tratamento de canal
(Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglico 400 em Rinossoro® (PRP)) e o dente sera
fechado com curativo provisério. E vocé retornara depois de uma semana para uma nova
coleta e continuagao do tratamento de canal. Nao devera ocorrer nenhum desconforto a vocé
além daquele causado pelo tratamento usual de canal.

E importante que fique claro, que em nenhum momento vocé se sinta forcado a participar desta
pesquisa. A sua participagao é voluntaria e caso aceite participar, nada impede que saia deste estudo
a qualquer momento. Isto n&o prejudicara o seu tratamento odontolégico que continuara normalmente
de acordo com o plano de tratamento pré-estabelecido.

Sera garantido total sigilo quanto a sua identidade, e ninguém fora desse projeto tera acesso
as informacgdes, e toda e qualquer observagéo sera informado a vocé. Vocé ainda podera sempre que
desejar solicitar informagdes adicionais que julgar necessaria para o seu esclarecimento. Vocé nao
tera despesas pessoais para receber este tratamento.

“Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagbes que li, ou que foram
lidas para mim, descrevendo que fago parte de um grupo controle da pesquisa que utiliza o extrato de
prépolis, como medicagdo no tratamento do canal do dente, mas que o canal do meu dente sera tratado
com medicagao usual (Paramonoclorofenol associado ao Polietilenoglicol 400 em Rinossoro® (PRP)) e
por isso concordo em participar voluntariamente da pesquisa bem como poderei retirar o meu

consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos ao meu tratamento”.

Nome do paciente em letra de forma Assinatura do paciente
Assinatura do responsavel pelo estudo Testemunha
C.D. Viviane Reis Storto
Tel. (11) 83814828 ou (11)38126702. Data_ [/ [/
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Anexo 5 : Termo de Consentimento Esclarecido - Grupo experimental

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

A presente pesquisa tem como objetivo estudar o efeito do 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (tea tree) como medicagéo intra-canal.

O tea tree é um medicamento natural fornecido especialmente para essa pesquisa por uma
industria farmacéutica conceituada (Thursday Plantation), dentro dos prazos de validade e sem
qualquer contra-indicagdo ao seu uso, salvo nos casos que relatarem alergia ou reagdes ao uso de
eucalipto ou seus derivados. Para tanto € importante que informe se ja teve alergia ou rea¢des ao uso
de eucalipto e seu derivados para que sua saude n&o seja prejudicada ou colocada em risco.

Sua colaboragao é espontanea e caso vocé concorde se dara da seguinte maneira:

* Inicialmente serd coletada uma amostra de material do interior do canal do dente afetado
usando um cone de papel absorvente esterilizado.

¢ Apés limpeza do canal, sera aplicada a solugéo de tea tree e o dente sera fechado com
curativo provisério. E vocé retornara depois de uma semana para uma nova coleta e
continuagao do tratamento de canal. Ndo devera ocorrer nenhum desconforto a vocé além
daquele causado pelo tratamento usual de canal.

Este estudo podera trazer beneficio direto a vocé. Mas € importante que fique claro, que em
nenhum momento vocé se sinta forcado a participar desta pesquisa. A sua participagao € voluntaria e
caso aceite participar, nada impede que saia deste estudo a qualquer momento. Isto ndo prejudicara o
seu tratamento odontoldgico que continuara normalmente de acordo com o plano de tratamento pré-
estabelecido.

Sera garantido total sigilo quanto a sua identidade, e ninguém fora desse projeto tera acesso
as informacgdes, e toda e qualquer observagéo sera informado a vocé. Vocé ainda podera sempre que
desejar solicitar informacgdes adicionais que julgar necessaria para o seu esclarecimento. Vocé nao
tera despesas pessoais para receber este tratamento.

“Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li, ou que foram

lidas para mim, descrevendo a utilizagdo do 6leo essencial de Melaleuca altenifélia, como medicagdo no
tratamento do canal do meu dente. E por isso concordo em participar voluntariamente da pesquisa bem

como poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos ao meu

tratamento”.

Nome do paciente em letra de forma Assinatura do paciente
Assinatura do responsavel pelo estudo Testemunha
C.D. Viviane Reis Storto - CROSP 74.360
Tel. (11) 83814828 ou (11) 38126702. Data_ [/ /
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Anexo 6 — International Organization of Standartization 1SO 4730 /2004

Requirements:

Appearance |Clear, mobile liquid

Colour Colourless to pale yellow

Odour Characteristic

oo oy e min: 0.885 Max: 0.906
?;gf,aét)‘ve ndd Min: 1.475 Max: 1.482
?zpot(i)c?:l)rotatio between + 5° and + 15°

Miscibility in | not necessary to use more than 2 volumes of ethanol, 85%
ethanol (20° (| (volume fraction) to obtain a clear solution with 1 volume
of essential oil

Flashpoint (cld

mean value mean value
cup)
Min volume of

50 ml
sample

Chromatographic profile:

Component Min %)| Max %
a-Piniene 1 6
Sabinene trace |3.5
a-Terpinene 5 13
Limonene 0.5 1.5
p-Cymene 0.5 8
1,8-Cineole trace |15
y-Terpinene 10 28
Terpinolene 1.5 5
Terpinen-4-ol 30 48
a-Terpineol 1.5 8
Aromadendrene trace |3
Ledene (syn. viridiflorene) trace |3
0-Cadinene trace |3
Globulol trace |1
Viridiflorol trace |1
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BACTERIA GRAM POSITIVA
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pneumonia
Enterococus faecalis
Streptococcus pyrogenes
Streptococcus agalactiae
Propionibacterium acnes

Beta haemolytic streptococcus

Anexo 7 - Microrganismos testados com o 6leo de Melaleuca alternifolia

e que foram eliminados nas Concentragdes abaixo.

MIC(%vV/v)
0.5-1.0
0.5-1.0
0.25

1.0

1.0

1.25

0.75

0.5

BACTERIA GRAM NEGATIVA MIC(%vV/v)

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter spp.

Shigella sonnei

Proteus mirabilis
Legionella spp.
Pseudomonas aeruginosa

0.5
1.0-2.0
0.5-1.0
0.5
0.5-1.0
0.75-1.0
2.0

FUNGO

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Aspergillus Niger

Aspergillus flavus

Candida albicans

Microsporum canis
Microsporum gypseum
Thermoactinomycetes vulgarus

MIC(%v/v
0.75

0.5

1.0

0.25

0.5

1.0

1.0

1.2

Fonte: Equipe Harmonica - http://www.equipeharmonica.com.br/portal

Criado por Joomia!

Produzido em: 1 July, 2008, 00:57
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Anexo 8 - FICHA DE IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS

FICHA DE IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS DA USP
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA - SEGAO DE MICOLOGIA
LABORATORIO DE LEVEDURAS

Procedéncia: Registro:

Observagdes

1.Exame direto

2. Crescimento em meios usuais

Crescimento em meio acidos graxos

3. Microcultivo e tubo germinativo

PM: BL: AR: TG: MV: CL: Outros:

4. Ascos e Ascosporos
Positivo Negativo Forma Numero Local.

5. Outras provas:

Sintese de amido Prod. Melanina TTC

6. Auxanograma:

KNO3_ Peptona:_ Glicose:_ Inositol:_ Sacarose:  lLactose:
Dulcitol: _ Xilose:  Rafinose: Celobiose: Melibiose:

Trealose: Ramnose: Maltose:

7. Zimograma:
Glicose: Maltose: Lactose: Sacarose:

Diagnostico:
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Anexo 9 — Relatério de coleta e isolamento de leveduras.
Relatério Coleta e Isolamento de leveduras do canal radicular de pacientes portadores de necrose pulpar

N I Nome I ldadc’ RG: l
[~ +Leveduras B
DemeNum_| Data § coleta | Data 2 coleta | -
Pré operatério Entre sessoes Segunda sessio Radiografias
[ Abscesso [~ Drenou? [~ Dor [~ Edema |~ Canaissecos [~ Inical
[~ Dor [T Gostoruim [ Iritagio [~ Exudato [~ Final
[~ Maucheiro [T Ardéncia [~ Alergia [~ Maucheiro [~ Controle P.O.

N[ o | e[ ne

[~ +Leveduras + Leveduras
Dmtcle Data I coleta M Data2 coleta

Pré operatorio Entre sessoes Segunda sessio Radiografias
[~ Abscesso [~ Drenou? [~ Dor [~ Edema |~ Canaissecos [~ Inical
I~ Der [T Gostoruim [ Naohid |~ Exudato | Fina
[~ Maucheiro [~ Ardénca [~ Alergia [~ Maucheiro [~ Controle P.O.
Observagoes : ‘
N l Nome l lcladel RG: l

[~ +Leveduras

D“"°Nm| Data 1 coleta | —— Data2 coleta o

Pré operatorio Entre sessdes Segunda sessio Radiografias
[T Abscesso [~ Drenoun? [~ Der [T Edema [~ Canaissecos [~ Inical
I~ Dor [T Gostoruim [~ Naohi [~ Exudato [~ Final
[~ Maucheiro [~ Ardénca [~ Alergia [~ Maucheiro [~ Controle P.O.
Observagoes : ‘
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