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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS SINTETICOS E NATURAIS FRENTE A
CANDIDA DUBLINIENSIS SENSIVEIS E RESISTENTES AO
FLUCONAZOL
AUTORA: CASSIA FRANCO DELLA MEA REGINATO
ORIENTADORA: PROF?2, DRA. CRISTIANE CADEMARTORI DANESI
Data e Local de Defesa: Santa Maria, 23 de Agosto de 2013.

As suscetibilidades in vitro de C. dubliniensis resistentes ao fluconazol (RF), C. dublinienis
sensiveis ao fluconazol (SF) e C. albicans sensiveis ao fluconazol foram testadas para 0s
antissépticos gluconato de clorexidina (CHX), cloreto de cetilpiridineo (CPC), triclosan
(TCS) e para os compostos naturais carvacrol, eugenol e timol. Em geral as cepas de C.
dubliniensis SF apresentaram maior suscetibilidade aos agentes antissépticos do que as cepas
C. dublinienis RF e C. albicans SF. No entanto, para o antisséptico CHX as cepas de C.
dubliniensis RF foram significativamente menos susceptiveis quando comparadas as demais.
A atividade fungicida dos trés grupos de isolados ndo mostrou diferenca quanto a
susceptibilidades para a CHX e o TCS, e o grupo RF foi tdo sensivel quanto C. albicans ao
CPC. Em geral, foi observado um perfil semelhante de susceptibilidade aos produtos naturais.
As suscetibilidades dos trés grupos de Candida spp aos antissépticos confirmou boa atividade
antifangica. Os autores discutem a importancia de controlar a susceptibilidade de Candida
aos agentes antiflngicos, bem como antissépticos utilizados a fim de detectar o aparecimento
de resisténcia aos antissépticos.

Palavras-chave: Antissépticos, Suscetibilidade, Candida.
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The susceptibilities of C.dubliniensis fluconazol-resistant (FR), C. dublinienis fluconazole-
susceptible (FS) and C. albicans from oral candidiasis were tested to antiseptics chlorhexidine
gluconate (CHX), cetylpiridinium chloride (CPC), triclosan (TCS) and natural compounds
carvacrol, eugenol and thymol. In general C. dubliniensis FS was more sensitive to antiseptics
than C. dublinienis FR and C. albicans. However to CHX the group FR was significantly less
susceptible than the others. To fungicidal activity, the three groups did not show
susceptibilities differences to CHX and TCS and the group FR was as sensitive as C. albicans
to CPC. In general a similar profile of susceptibility was observed to natural products. The
susceptibilities of the three groups of Candida spp to antiseptics confirmed the good
antifungal activity of them. The authors discuss the importance of monitoring the
susceptibility of Candida to antifungal agents as well as to antiseptics widely used in order to
detect emergence of antiseptics resistance.

Keywords: Antiseptics; susceptibility; Candida.
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1 INTRODUCAO

Os fungos do género Candida caracterizam-se como micro-organismos oportunistas,
0os quais frente a determinadas circunstancias que predisponham a sua proliferagéo
exacerbada, passam a ser patogénicas ao homem. As manifestacdes clinicas incluem desde
micoses superficiais, como a candidose orofaringea, a condi¢cbes mais invasivas e severas,
com alto potencial de risco a vida do hospedeiro, como as candidemias (AKPAN &
MORGAN, 2002; SULLIVAN, et al. 2004; MISHRA et al., 2007).

Embora Candida albicans seja apontada como a espécie mais prevalente nas
manifestacdes clinicas de candidose oral, outras espécies ndo-albicans, como Candida
dubliniensis tem sido identificadas como potenciais agentes etioldgicos. Este fato assume
importancia clinica, uma vez que muitas destas espécies apresentam suscetibilidade reduzida
a agentes antifangicos tradicionalmente empregados no tratamento de infeccdes flngicas,
como os triazélicos, ou resisténcia a sua agao.

Apesar de ter sido raramente evidenciada no passado, a resisténcia antifingica tem a
sua emergéncia associada principalmente ao uso recorrente de agentes azdlicos no tratamento
de pacientes imunossuprimidos e traz como principais caracteristicas associadas a elevacao
das concentraces inibitérias minimas (CIMs) dos antifingicos, os menores indices de
sucesso terapéutico, a recorréncia das infeccGes e, de forma mais grave, os maiores indices de
mortalidade (SANGLARD, 2003; JABRA-RIZK et al., 2004). Diante da crescente
constatacdo da resisténcia antifangica, do limitado numero de antifingicos disponiveis e do
alto custo dos tratamentos, a busca por alternativas para o tratamento da candidose bucal fez
crescer o interesse pela pesquisa de novas estratégias terapéuticas (VALE-SILVA et al., 2010;
GARG & SINGH, 2011).

Neste contexto, os enxaguatorios bucais, tradicional método auxiliar para a remoc¢éo
dos biofilmes orais, passaram a ser uma alternativa para a veiculagdo de substancias
antifngicas, uma vez que atuam inviabilizando a colonizagéo das superficies do hospedeiro.
Busca-se, através da prescricdo dos enxaguatérios bucais, a superagdo das limitagdes
atualmente evidenciadas na profilaxia das infec¢bes fungicas, uma vez que estes agentes
atuam na manutencdo do equilibrio da microbiota bucal (CANNON& CHAFFIN, 1999,
CAMPBELL et al., 2012).
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Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, a atividade antiflngica de
compostos sintéticos (cloreto de cetilpiridineo, gluconato de clorexidina triclosan) e naturais
(carvacrol, eugenol e timol) sobre isolados de C. albicans, sensiveis ao fluconazol e C.
dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol, bem como avaliar o perfil de suscetibilidade

destas espécies frente aos compostos testados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécies do género Candida

As leveduras do género Candida fazem parte do reino Fungi; Filo Ascomycota; Classe
Hemiaslomycetes; Ordem Saccharomycetales e familia Cryptococaceae. O género Candida €
composto por cerca de 200 espécies, e , destas, aproximadamente doze assumem importancia
clinica, uma vez que sdo importantes agentes etiologicos de processos infecciosos em seres
humanos (BURNIE & MATTHEWS, 1998; AKPAN & MORGAN, 2002; SULLIVAN et al.,
2003; SULLIVAN et al., 2005; PINTO et al. 2008; GIANNINI & SHEETY, 2011). Entre elas
destaca-se as espécies C. albicans, principal espécie associada as infeccBes orais, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, e C. dubliniensis (ELLEPOLA &
SAMARANAYAKE, 2000). Esta tltima assume importancia clinica tanto pela similaridade
filogenética com C. albicans, como pela prevaléncia em pacientes portadores do virus HIV
(MORAN et al., 2012).

As espécies de Candida caracterizam-se por serem micro-organismos oportunistas que
habitam de forma comensal as superficies mucosas orofaringeas de cerca de 50% a 60% de
individuos  saudaveis (HOEPELMAN & DUPONT, 1996; ELLEPOLA &
SARAMANAYAKE, 2000). Embora inécuas na maior parte dos individuos, elas podem
tornar-se patogénicas frente a determinadas circunstancias que predispdem a sua proliferacéo,
causando a infeccdo fungica conhecida como candidose, termo que, segundo Marsch (2005), é
0 mais apropriado para denominar as manifestac@es clinicas resultantes da a¢do das espécies do
género Candida (ELLEPOLA & SARAMANAYAKE, 2000; SULLIVAN et al., 2005;
WEBSTER & WEBER, 2007, ELLEPOLA, 2010; ZHU & FILLER, 2010; MORAN et al.,
2012).

Devido as diferencas quanto a epidemiologia, perfil de suscetibilidade e resisténcia

antifingica, faz-se necessario atentar para as caracteristicas de cada espécie.
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2.1.1 Candida albicans

A espécie C. albicans habita de forma comensal o trato gastrointestinal dos seres
humanos, perfazendo cerca de 30 % a 50 % da microflora normal e, segundo Cannon &
Chaffin (1999), a sua presenca ndo se constitui em indicativo de existéncia de processo
patoldgico (GIANNINI & SHETTY, 2011). Sob este aspecto, Akpan & Morgan (2002)
correlacionam as taxas de incidéncia associadas a C. albicans em neonatos (45%), criancgas
saudaveis ( 45-65%) e adultos saudaveis (30-45%).

No entanto, esta espécie é dotada de mecanismos de viruléncia que lhe conferem uma
melhor adaptacéo as adversidades do meio, permitindo a colonizacéo e, frente a fatores que
predisponham a sua proliferacdo, a invasdo e infeccdo dos tecidos. Entre os fatores de
viruléncia, destacam-se a capacidade de aderéncia, o dimorfismo, a variabilidade fenotipica e
a producdo de toxinas e enzimas extracelulares (CANNON & CHAFFIN, 1999; MORAN et
al., 2012). No que diz respeito ao seu pleomorfismo, as formas hifais estdo intimamente
relacionadas a sua capacidade de aderir e invadir os tecidos, bem como de participar da
formacdo de biofilmes, enquanto que as formas leveduriformes associam-se a capacidade
dispersiva e colonizadora das superficies (MORAN et al., 2012). Por deter tais caracteristicas,
que Ihe conferem um maior grau de viruléncia, C. albicans € apontada como a espécie mais
patogénica do género Candida (CANNON & CHAFFIN, 1999; MORAN et al., 2012) .

Neste sentido, cabe ressaltar que, por ser a espécie de maior prevaléncia em sitios
infectados, segundo Burnie & Matthews (1998) (70 a 80%), C. albicans é a espécie mais
estudada entre todas pertencentes ao género Candida (MORAN et al., 2012).

2.1.2 Candida dubliniensis

C. dubliniensis, ainda que previamente evidenciada na década de 50, foi identificada
apenas no ano de 1995, por Sullivan et al., na Universidade de Dublin, como espécie
emergente, ao ser isolada da cavidade oral de pacientes irlandeses infectados pelo virus HIV.
Apesar de muitos estudos associarem a presenca dessa espécie a ocorréncia da candidose em

pacientes portadores do virus HIV ou detentores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
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(SIDA), relatos evidenciam sua presenca em pacientes imunocompetentes (SULLIVAN &
COLEMAN, 1998; SULLIVAN et al., 2005; CHAVASCO et al., 2006).

Atribui-se a identificacdo tardia da C. dubliniensis ao fato desta espécie apresentar
similaridade fenotipica (apresenta clamidiosporos e tubo germinativo) e bioguimica a C.
albicans : ambas possuem cerca de 90 % de seus genes homologos praticamente idénticos, 0
que dificulta a sua diferenciagdo por métodos de identificacdo ndo moleculares. A pouca
precisdo dos métodos tradicionalmente empregados para o reconhecimento das espécies
fangicas teria ndo soO retardado sua identificacdo, mas também nomeado de forma errdnea
algumas cepas C. dubliniensis como C. albicans (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2000;
SULLIVAN et al.,, 2004; SULLIVAN et al., 2005; CHAVASCO et al., 2006; SCHEID,
2007; ELLEPOLA, 2010; MORAN et al., 2012).

Estas observacbes conduziram a investigagdo por diversos autores na tentativa de
demonstrar a existéncia de erros na identificacdo e diferenciacdo entre as espécies, a fim de
demonstrar a real prevaléncia da espécie C. dubliniensis (SULLIVAN et al., 2005). Neste
sentido, Odds et al. (1998), ao analisarem cerca de 2589 amostras, inicialmente descritas
como C. albicans, concluiram que 2,1% da amostra era composta por C. dubliniensis. Em
outro estudo, Jabra- Rizk et al. (2004) ao examinarem 1251 isolados, originalmente também
descritos como C. albicans, observaram que 1,2% da amostra era constituida por C.
dubliniensis. Da mesma forma, Colombo et al. (2003), ao investigarem uma cole¢do de 548
isolados de C. albicans, encontraram 11 cepas pertencentes a espécie C. dubliniensis.

C. dubliniensis assume importancia clinica principalmente em pacientes
imunossuprimidos, como os portadores do virus HIV ou da SIDA: embora apresente menor
patogenicidade quando comparada a C. albicans, tende a desenvolver resisténcia aos
antifangicos azo6licos mais facilmente (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2000;
SULLIVAN et al, 2004; SULLIVAN et al., 2005; ELLEPOLA, 2010). No que se refere a
esta populacgdo , cujo farmaco de escolha é o fluconazol, Sullivan et al. (2004) afirmam que
exposicdes repetidas a este antifingico ocasionariam uma selecdo, pela pressao positiva, das
cepas detentoras de menor susceptibilidade, favorecendo a proliferacdo da espécie C.
dubliniensis em detrimento da C. albicans na cavidade oral destes pacientes.

Embora C. albicans e C. dubliniensis demonstrem 0 mesmo espectro de
susceptibilidade aos antifungicos, de acordo com Scheid (2007), sucessivas exposi¢des a
concentragfes subinibitorias de fluconazol acarretam alteragdo de propriedades da C.
dubliniensis conferindo-lne uma melhor adaptagdo a pressdo seletiva antifungica
(SULLIVAN et al., 2004). Sob este ponto de vista, Borg-Von Zeppelin et al. (2002)
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constataram que, ao ser adicionado fluconazol ao meio de cultura, ocorreu um aumento da
adesdo de C. dubliniensis as células epiteliais. Esse fato estaria relacionado & maior
prevaléncia da C. dubliniensis em pacientes infectados pelo virus HIV ou portadores da
SIDA (SULLIVAN et al., 2004). No entanto, Scheid (2007) ressalta que, na auséncia da
pressdo antifungica, C. albicans segue como a espécie mais prevalente quando comparada
com C. dubliniensis.

No que se refere a resisténcia antifingica, a C. dubliniensis desenvolve mais
facilmente resisténcia ao fluconazol, quando comparada a C. albicans, cuja resisténcia ocorre
de forma instavel. De acordo com Perea et al. (2002), o mecanismo de resisténcia mais
frequentemente evidenciado nas espécies de C. dubliniensis seria a ativacdo das bombas de

efluxo, promotoras da remocédo dos agentes azélicos do interior das células fungicas.

2.2 Epidemiologia e manifestaces clinicas da candidose

A candidose oral € considerada a infeccdo fungica que mais acomete o homem, e, por
isso, € de suma importancia saber correlacionar os fatores que predispdem o seu
desenvolvimento (SCULLY et al., 1994; ELLEPOLA & SARAMANAYAKE, 2000;
TRABOULSI et al. 2008). Entre os fatores predisponentes podem ser citados os que se
relacionam diretamente ao hospedeiro como, a quebra das barreiras anatdmicas, mudancas na
microbiota autéctone do hospedeiro e alteragdes nos mecanismos de defesa, ou ainda os que
se relacionam diretamente as espécies do género Candida (SCULLY et al., 1994;
ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2000; AKPAN & MORGAN, 2002; NEVILLE et al.,
2004; CASTRO, 2010; GIANNINI & SHETTY, 2011).

Os extremos etérios estdo relacionados com a maior predisposi¢do para a ocorréncia
de infeccgdes fungicas, visto que, 0s recem-nascidos apresentam o sistema imune em processo
de maturacdo e os idosos, demonstram debilidades nas fun¢des normais de seu sistema
imunolégico com o avancar da idade (NEVILLE et al., 2004; AKPAN & MORGAN, 2002).
Além disso, cabe ressaltar que, nas faixas etarias mais avancadas, é possivel observar um
maior nimero de usuarios de proteses dentarias, artefato que, por atuar como uma barreira
mecanica, dificulta a acdo dos anticorpos salivares, favorecendo a acidificacdo do meio bucal

e a consequente proliferacdo fungica (CASTRO, 2010.).
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No que se refere a mudangas na microbiota autoctone do hospedeiro, medica¢Ges
antimicrobianas de amplo espectro tém como resultado de sua acdo a supressdo da flora
bacteriana endogena e a eliminacéo das bactérias competidoras, favorecendo, dessa forma, o
supercrescimento das espécies Candida (AKPAN & MORGAN, 2002). Além disso, sabe-se
que outras medicagBes como anticolinérgicos, diuréticos e antidepressivos, por interferirem
no volume e fluxo salivar normal, favorecem a proliferacdo das leveduras na cavidade bucal,
criando um ambiente propicio para a colonizacao por estas espécies (GIANNINI & SHETTY,
2011).

Ainda no que se refere as alteragdes de fluxo salivar, pacientes como os submetidos a
tratamento radioterapico em regido de cabeca e pescoco e os portadores de sindromes, como a
de Sjogren, apresentam reducdo no volume e fluxo salivar e tém reduzidas a capacidade
limpante da saliva e a secrec¢do da imunoglobulina A, que atuam inviabilizando a colonizacéao
da cavidade oral pelas espécies de Candida (AKPAN & MORGAN, 2002; GIANNINI &
SHETTY, 2011) .

Em relacdo aos mecanismos de defesa do hospedeiro, nos ultimos anos, tem sido
possivel observar um aumento da prevaléncia da candidose oral em pacientes em condi¢cfes de
supressao de seu sistema imunoldgico, tais como os portadores do virus HIV, detentores da
SIDA, transplantados, diabéticos ou submetidos ao tratamento antineoplasico (ELLEPOLA &
SARAMANAYAKE, 2000; BASMA et al., 2008). Sob este aspecto, Neville et al. (2004)
afirmam que a candidose oral ¢ a manifestacdo intra-oral mais frequente em pacientes
portadores do virus HIV e, por isso, muitas vezes, é o sinal clinico que conduz ao diagnostico
inicial desta afeccdo, visto que aproximadamente 1/3 dos pacientes desenvolvem
manifestagdes clinicas decorrentes da candidose oral (NEVILLE et al., 2004; AKPAN &
MORGAN, 2002; GIANNINI & SHETTY, 2011; ELLEPOLA & SARAMANAYAKE, 2000).

Castro (2010), sobre este aspecto, acrescenta que a prevaléncia da candidose oral pode
ser um importante fator preditivo, marcador da progressdo da imunossupressdo em pacientes
HIV positivos, visto que cerca de 90% dos individuos infectados apresentam, em algum estagio
da doenga, manifestacbes clinicas relacionadas & candidose (ELLEPOLA &
SARAMANAYAKE, 2000; AKPAN & MORGAN, 2002; NEVILLE et al., 2004; BASMA et
al., 2008; TRABOULSI et al., 2008; GIANNINI & SHETTY, 2011).

A candidose apresenta formas variadas de manifestagdes clinicas, entre elas as formas
pseudomembranosa, eritematosa, atréfica aguda, cronica hiperplasica, glossite mediana
romboidal e a quelite angular, classificadas de acordo com as caracteristicas clinicas e a

localizagdo de acometimento. Ressalve-se que elas podem variar desde manifestacdes
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superficiais, até quadros de maior severidade, como os de acometimento sistémico que, por
gerarem repercussdes mais graves ao hospedeiro, podem, inclusive, resultar em potencial
risco de vida (SCULLY et al., 1994; ELLEPOLA & SARAMANAYAKE, 2000; AKPAN &
MORGAN, 2002; NEVILLE et al., 2004; GIANINNI & SHETTY, 2011; MORAN et
al.,2012).

Sabe-se, no entanto, que a maior parte das manifestacdes da candidose oral relaciona-
se a formacdo de biofilmes nas superficies epiteliais e protéticas do hospedeiro (JABRA-
RIZK et al., 2004). Além de estarem associados as manifestacdes clinicas da candidose, 0s
biofilmes viabilizam a colonizacédo das superficies do hospedeiro, proporcionam um estado de
reduzida atividade metabolica através da cooperacdo entre as espécies envolvidas e exercem
papel de barreira mecanica por dificultar a acdo das defesas do sistema imunoldgico do
hospedeiro e dos agentes antifungicos. Tem-se, portanto, a formacdo dos biofilmes como um
importante fator de viruléncia das espécies de Candida por constituirem-se em potenciais
reservatorios para a inoculacdo e a disseminacdo da infec¢do para outras regibes do corpo
(JABRA-RIZK et al., 2004; KOGA-ITO et al., 2006; TEN CATE et al., 2009; RAMAGE et
al., 2011).

2.3 Formas de tratamento

2.3.1 Farmacos antifungicos

Entende-se por antifingico ou antimic6tico toda a substancia que tem a capacidade de
evitar o crescimento de alguns tipos de fungos ou, inclusive, de provocar a sua morte. Os
agentes poliénicos, os azdlicos, as flucitosinas (5-FC) e as equinocandinas estdo entre 0s
antifungicos  disponiveis  para  tratamento  das  infecgbes  fungicas  orais
(GEORGOPAPADAKOU, 1998).

Segundo Fowler & Jones (1992), a escolha do antifingico deve estar na dependéncia
da severidade e da natureza da infeccdo (JABRA-RIZK et al., 2004). Conforme o grau de
severidade, os farmacos antifingicos podem ser aplicados diretamente na regido, de forma

topica, como nos casos de infeccdes superficiais, ou ainda, de forma sistémica, como no
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tratamento de infeccdes recorrentes ou em candidemias. Fowler & Jones (1992) ainda
esclarecem que, frequentemente, sdo prescritas formulaces topicas para o tratamento da
candidose oral, ja que possuem como vantagem o fato de ndo ocasionar toxicidade sistémica e
interacdo com outras drogas. No entanto, 0s agentes topicos apresentam, como principais
desvantagens, a necessidade de multiplas aplicacdes diérias e o fato de verificar-se que, com a
interrupcdo do tratamento, é comum a recorréncia do quadro infeccioso (JUNQUEIRA et al.,
2011; SENA et al.,2009).Vazquez (2000) complementa que, no tratamento de pacientes
detentores da SIDA, apresentam-se recorrentes episodios de candidose orofaringea, a terapia
topica possui menor eficacia quando comparada a terapia administrada de forma sistémica.
Junqueira et al. (2011) advertem, no entanto, que, a administragdo de agentes antifingicos
sistémicos, diferentemente dos antimicrobianos, pode resultar na ocorréncia de efeitos
toxicos as células do hospedeiro, visto que, tanto os fungos como os seres humanos, por se
tratarem de seres eucariontes, apresentam estruturas celulares semelhantes.

Entre os farmacos estabelecidos para o tratamento das infeccbes fungicas os mais,
frequentemente, indicados sdo os agente poliénicos (Anfotericina B e Nistatina) e os derivados
azélicos, medicacdes fungistaticas classificados em imidazois (Cetoconazol e Miconazol) e
triazois (Itraconazol, Fluconazol e Voriconazol). Entre os seus representantes, o fluconazol
tem sido associado ao desenvolvimento de resisténcia antiflngica e a selecdo de espécies nao-
albicans quando administrado por periodos prolongados (SCULLY et al., 1994;
GEORGOPAPADAKOU, 1998; TRABOULSI et al., 2008).

Dado o numero limitado de opc¢des de agentes antiflngicos para o tratamento da
candidose, sendo ainda os mais empregados os poliénicos e os azélicos, buscou-se, como
alternativa para a resisténcia observada as monoterapias tradicionalmente empregadas, a
associacdo de drogas antifungicas. No entanto, de acordo com Khan et al. (2011), ndo foram
obtidos resultados satisfatorios, uma vez que foi possivel constatar a ocorréncia de efeitos
adversos pelas associages realizadas.

Conclui-se que, apesar do incremento do numero de casos de infecgdes fungicas
evidenciado nos ualtimos anos, o insucesso terapéutico ndo foi acompanhado pelo
desenvolvimento de novos agentes antifangicos, de tal modo mantendo-se ainda limitado o
numero de drogas disponiveis para o tratamento da candidose (SANGLARD, 1998). Dessa
forma, o tratamento das infec¢bes fungicas, mais especificamente, da candidose, através de
monoterapias, tem se mostrado de dificil obtencdo, determinando a busca por novas opgdes

terapéuticas.
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2.3.2 Suscetibilidade aos agentes antifungicos

O estudo da suscetibilidade in vitro aos agentes antifingicos permite selecionar o
farmaco mais adequado para o tratamento das infeccbes micdticas. Para tanto, sdo
empregados testes que auxiliam na identificagdo da existéncia de cepas resistentes. (método
NCCLS ou NCCLS-like) Estes testes sdo baseados no documento M27-A2 do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) que publicou a padronizacdo do método de
microdiluicdo em caldo para testes de suscetibilidade para fungos, cujo resultado é obtido
através das concentracdes inibitorias minimas (CLSI, 2008a).

No que se refere a eficacia clinica dos agentes antifingicos, a grande maioria dos
isolados de C. albicans € suscetivel aos agentes antifungicos, e embora a suscetibilidade das
leveduras desta espécie seja muitas vezes previsivel, nem sempre é possivel afirmar que uma
determinada amostra seguira 0 mesmo padrdo geral. Além disso, estudos demonstram a
existéncia de casos de resisténcia da espécie C. albicans aos derivados azélicos em pacientes
portadores do virus HIV (CROCCO et al., 2004).

Soma-se a este fato a emergéncia de espécies ndo-albicans com suscetibilidade
reduzida ou intrinsecamente resistentes aos agentes antifungicos. Estudos demonstram
acentuadas diferencas na distribuicdo entre as espécies prevalentes e os perfis de
suscetibilidade, corroborando para a necessidade de monitoramento do perfil de
suscetibilidade aos agentes antiflngicos das espécies Candida (CROCCO et al., 2004,
LORETO, 2006).

2.3.3 Resisténcia antifungica

A resisténcia antifungica é definida, por Sanglard (1998), como sendo a falha de um
agente antifungico na obtencdo da cura de processos infecciosos, e, de acordo com Pfaller
(2012), a mesma pode ser evidenciada tanto de forma clinica como microbioldgica. Pfaller
(2012) ainda acrescenta que é possivel evidenciar a ocorréncia de resisténcia microbiologica
quando ndo se obtém a inibicdo do crescimento dos micro-organismos infectantes ou
patogénicos atraves das concentragdes usualmente empregadas, e consideradas seguras, do

agente antimicrobiano. Neste sentido, Jabra-Rizk et al. (2004) definem a resisténcia clinica
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como sendo a persisténcia ou a progressdo da infeccdo fungica, mesmo que empregada a
terapéutica antifingica apropriada.

Dentro deste contexto, a resisténcia antifungica pode estar relacionada a caracteristicas
intrinsecas do fungo patogénico, como no caso da resisténcia primaria, em que 0 micro-
organismo demonstra possuir mecanismos de resisténcia ao agente antifngico previamente a
sua exposicdo, ou ainda, a caracteristicas adquiridas, como na resisténcia secundaria, quando
0 mesmo desenvolve-a em resposta a sua exposi¢do (PFALLER, 2012). Da mesma forma, a
resisténcia antifungica também pode estar na dependéncia de fatores relacionados ao
medicamento, como a forma de administragdo e perfil farmacocinético, e ao hospedeiro, mais
especificamente, o estado imunolégico que, em situacGes de comprometimento, torna-se mais
suscetivel a colonizacdo dos micro-organismos patogénicos (PFALLER, 2012).

Embora raramente evidenciada no passado, nas Ultimas décadas, pode-se observar o
incremento no ndmero de casos de resisténcia aos agentes antifungicos, principalmente,
associado ao uso recorrente de agentes azllicos no tratamento de pacientes
imunossuprimidos, visto que, em razdo do comprometimento de seu sistema imune,
apresentam uma maior suscetibilidade a ocorréncia de infec¢cdes fangicas oportunistas
(SANGLARD, 2003; JABRA-RIZK et al., 2004).

Entre as principais consequéncias da emergéncia da resisténcia antifingica, podem ser
citadas a elevacdo das concentragdes inibitorias minimas (MICs) dos agentes antiflngicos, 0s
menores indices de sucesso terapéutico, as recorrentes infec¢fes durante a profilaxia ou o
tratamento de pacientes imunossuprimidos, e, de forma mais grave, as maiores taxas de

mortalidade.

2.3.3.1 Resisténcia aos antifungicos azolicos

Segundo Sanglard (2003), os agentes azolicos sdo drogas de acdo fungistatica, que
atuam inibindo a biossintese do ergosterol, principal constituinte da membrana plasmatica dos
seres fungicos (VALE-SILVA et al., 2010). Segundo Vazquez (2000), por demonstrarem
maior eficacia quando comparados aos agentes topicos, passaram a ser o medicamento de
escolha, principalmente em pacientes infectados pelo virus HIV, substituindo o antifdngico
tradicionalmente empregado, nomeado nistatina (CAVALCANTI et al., 2009). O Fluconazol,

um agente antifngico bis-triazélico, disponivel nas formulacdes oral e parenteral, tem sido
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preconizado como 0 medicamento de escolha por ser bem tolerado, ndo demonstrar alteragdes
de suas propriedades frente a variacBes da acidez géastrica e resultar em menores efeitos
adversos, quando comparado, por exemplo, com o Cetoconazol (VAZQUEZ, 2000; SCHEID,
2007; ZORE et al., 2011). Ademais, cumpre referir que sdo atribuidas a nistatina algumas
restricbes quanto a sua prescricdo, como o sabor desagradavel, os efeitos colaterais
gastrointestinais e a necessidade de multiplas aplicagdes diérias, que implicam em uma
reducdo da adesdo ao tratamento por parte dos pacientes.

No entanto, em conformidade com Sanglard (1998), raros eram o0s relatos de
resisténcia aos agentes antifingicos até a década de 80, e a ampla utilizagdo do Fluconazol, a
partir dos anos 90, principalmente em pacientes submetidos a terapia imunossupressiva, como
0s oncoldgicos e os portadores do virus HIV, determinou o desenvolvimento da resisténcia
antifingica de espécies C. albicans e da selecdo de espécies emergentes, ndo-albicans, como
a C. dubliniensis (SANGLARD, 1998).

Sob este aspecto, Jabra-Rizk et al. (2004) esclarecem que a emergéncia da resisténcia
antifangica reside no fato de que a maior utilizacdo de agentes azélicos, drogas com acgéo
fungistatica, apresentam a sua eficacia limitada no tratamento de pacientes imunossuprimidos,
ja que se faz necesséria a atuacdo do sistema imunoldgico para a eliminacdo dos micro-
organismos patogénicos (SANGLARD, 2003; ZORE et al., 2011).

Dentro deste contexto, em que se observa a crescente propagacdo da resisténcia
antifangica, o ainda limitado numero de antifungicos disponiveis e o alto custo dos
tratamentos por periodos prolongados em pacientes imunossuprimidos cujas recorréncias sao
usuais, observa-se a real necessidade de alternativas que incrementem a eficacia do tratamento
das infecgdes fungicas (VALE-SILVA et al., 2010; GARG & SINGH, 2011).

2.4 Enxaguatorios bucais

Os enxaguatorios bucais sdo considerados um método auxiliar para a remocao quimica
dos biofilmes orais, uma vez que visam a controlar o crescimento microbiano, prevenir
infeccdes, e, na vigéncia de processos ja consolidados, buscam reestabelecer o equilibrio da
cavidade bucal (CAVALCANTI et al., 2009; MOREIRA et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Mais especificamente, no caso da candidose oral, sabe-se que a adesdo das espécies

Candida, tanto as superficies mucosas como as protéticas, é primordial para que ocorra a
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colonizacdo e infecgdo do hospedeiro. Neste sentido, a incorporacdo, na formulacdo dos
enxaguatdrios bucais, de agentes antimicrobianos detentores de atividade antifungica atuaria
na prevencdo da formacéo dos biofilmes orais que viabilizam a colonizacdo das superficies do
hospedeiro pelos patdgenos (SHEP et al., 1999; GIULIANA et al., 1999; CASTRO, 2010;
MAEKAWA et al., 2010).

Diante disso, diversos agentes antimicrobianos tém sido avaliados quanto as suas
propriedades antifingicas, estando, entre eles, agentes obtidos de forma sintética como o
cloreto de cetilperidinio, o gluconato de clorexidina e o triclosan, e agentes derivados dos

6leos essenciais tais, como o carvacrol, o eugenol e o timol.

2.4.1 Agentes antimicrobianos sintéticos

2.4.1.1 Cloreto de cetilpiridinio

O cloreto de cetilperidinio ¢ um composto monovalente, catinico, tensoativo
pertencente aos compostos de amoénia quartenaria que apresenta amplo espectro
antimicrobiano, principalmente sobre patégenos gram-positivos e leveduras (HAPS et al.,
2008; MOREIRA et al., 2009, SHIM et al., 2012).

Este composto tem sido veiculado a formulacdo de enxaguatorios bucais nos Estados
Unidos desde a década de 40 e encontra-se presente na formulacdo de enxaguatorios nacionais
como o Cepacol e o Oral B (PARASKEVAS, 2005; MOREIRA et al., 2009).

Os efeitos deste composto na inibicdo da formacdo da placa e célculo dentario foram
descritos, pela primeira vez por Schroeder et al. (1962) na década de 60 e , desde entdo, pelos
efeitos benéficos evidenciados na terapia periodontal, tem sido constantemente avaliado o seu
papel na composicdo de enxaguatorios bucais (RENTON-HARPER et al.,1996;
PARASKEVAS, 2005; HAPS et al., 2008; SILVA et al., 2011; SHIM et al., 2012).

Evidéncias mostram que o mecanismo de acdo do cloreto de cetilperidinio esta
relacionado ao aumento da permeabilidade da parede celular (MOREIRA et al., 2009;
THOMAS, 2011). Adicionalmente, Cannon & Chaffin (1999), afirmam que o cloreto de

Cetilperidineo provocaria a reducdo da hidrofobicidade da superficie celular da espécie C.



31

albicans, limitando, portanto, a adesdo das células fungicas as células epiteliais bucais do
hospedeiro. Corroborando com tal hipotese, Fathilah et al. (2012) afirmam que o cloreto de
cetilpiridineo alteraria a tenséo superficial e ocasionaria a ruptura da parede celular fungica,
estando a sua acdo na dependéncia da concentragdo utilizada.

Em estudo in vitro, Giulianna et al. (1999) comprovaram a atividade antifungica do
cloreto de cetilpiridineo contra cepas do género Candida. Apesar de este composto ter
apresentado valores inferiores de CIM quando comparado ao gluconato de clorexidina,
diferentemente da mesma, demonstrou ser efetivo contra todas as espécies testadas.

No entanto, apesar da sua ampla utilizacdo é importante ressaltar que o cloreto de
cetilpiridinio demonstra efeitos adversos, decorrentes do uso prolongado, tais como, a
descoloracdo dentaria, a sensacdo de ardéncia bucal, ulceracdes recorrentes e aumento da
formacdo de célculo. (TORRES et al., 2000; PARASKEVAS, 2005; MOREIRA et al., 2009;
THOMAS, 2011)

2.4.1.2 Gluconato de clorexidina

Desenvolvido durante a década de 40, pelas inddstrias quimicas imperiais da
Inglaterra, como forma de tratamento da malaria, o gluconato de clorexidina foi introduzido
no mercado em 1954 visando a antissepsia de feridas na pele, profilaxia de profissionais da
salde e pacientes submetidos a procedimentos cirargicos. O gluconato de clorexidina que
teve, em um primeiro momento, a sua utilizacdo vinculada a procedimentos desinfetantes, nos
dias atuais, é o antisséptico de eleicdo na odontologia (BASCONES & MORANTE, 2006).

Esta molécula catidnica é a principal representante da classe das bisbiguanidas e
encontra-se disponivel na forma de sais de digluconato. Em sintese, o gluconato de
clorexidina exibe propriedades como eficacia sob as baixas concentragcdes, alta
substantividade que lhe confere uma agdo terapéutica de aproximadamente 12 horas na
cavidade bucal, baixa absorcdo pelo trato gastrointestinal, além de atividade antimicrobiana
sobre amplo espectro de micro-organismos como virus lipofilicos, fungos, bactérias gram-
positivas e bactérias gram-negativas (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2001;
PARASKEVAS, 2005; GISSONI et al, 2008; MOREIRA et al., 2009; MAEKAWA et al.,
2010; SILVA et al., 2011) .
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O gluconato de clorexidina tem sido amplamente utilizado como antisséptico bucal na
odontologia sob a concentracdo de 0,2%. Dentro deste contexto, diversos estudos in vitro e in
vivo comprovam o efeito antifungico do gluconato de clorexidina, sendo empregado de forma
adjunta aos antifingicos no tratamento de candidose oral desde a década de 70, tanto em
casos de estomatite protética como na desinfeccdo de préteses dentérias (ELLEPOLA &
SAMARANAYAKE, 2001).

Embora o modo de acdo do gluconato de clorexidina nas células flngicas ainda néo
esteja completamente elucidado, acredita-se que este agente antisséptico possua a capacidade
de interferir em diversos fatores associados a patogenicidade das espécies Candida, tais como
a adesdo as celulas epiteliais e superficies abioticas, a formacdo do tubo germinativo e a
hidrofobicidade da superficie celular destas espécies (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE,
2001).

Neste sentido, diversos estudos demonstraram que a realizagdo de bochechos com
gluconato de clorexidina a 0,2%, pelo tempo de um minuto, tende reduzir a capacidade de
adesdo das espécies Candida as células epiteliais tanto em individuos saudaveis (TOBGI et
al., 1987; GORMAN et al., 1987) como em pacientes diabéticos (DARWAZEH et al, 1994).
De acordo com Cannon & Chaffin (1999), a exposicao da C. albicans por um curto periodo
de tempo, ou ainda, a concentracfes subletais de clorexidina, parece afetar a parede celular
fangica, reduzindo a capacidade de adesdo das mesmas. Além disso, a incubagdo do acrilico
de proteses dentarias ao gluconato de clorexidina também exerce efeito redutor na adeséo das
células fungicas (ELLEPOLA & SAMARANAYAKE, 2001).

Sabe-se que a hidrofobicidade da superficie celular é considerada um fator ndo
biolégico relacionado a capacidade de adesdo das células fungicas, em que as células
hidrofobicas sdo dotadas de maior capacidade de adesdo e, portanto, detentoras de maior
viruléncia. Em estudo realizado por Anil et al. (2001), foi possivel observar que quando a
espécie C. albicans foi submetida a uma breve exposicao ao gluconato de clorexidina a 0,2%,
houve uma reducéo significativa da hidrofobicidade da superficie celular desta espécie.

Outro fator associado a capacidade de adesdo das células fungicas das espécies C.
albicans e C. dubliniensis é a capacidade de formar tubos germinativos, estruturas cilindricas
que facilitam a adesdo das celulas fungicas as células epiteliais, que conferem uma certa
resisténcia a fagocitose pelas defesas do organismo (ANIL et al, 2001). Recentemente,
Ellepola (2010) demonstrou que a breve exposicdo a concentracdes sub-terapéuticas de
gluconato de clorexidina a 0,2 % a espécie C. dubliniensis ocasionou a supressdo da

capacidade de formagéo dos tubos germinativos.
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Em conformidade com Shrestha (2011) o gluconato de clorexidina, na concentracéo de
0,2% pode ser empregado de forma adjunta as drogas antifingicas ndo somente pela
comprovada atividade antimicrobiana, mas também por deter liberacdo lenta e gradual,
caracteristicas responsaveis pelo seu efeito prolongado na cavidade bucal. Bascones &
Morante (2006) acrescentam que ap0s a realizacdo de bochechos, cerca de 30% do principio
ativo da clorexidina permanece retido na cavidade bucal, sendo liberado de forma gradual em
um intervalo de tempo de oito a 12 horas, podendo ainda ser encontrado na cavidade bucal
decorridas 24 horas da realizacdo do bochecho.

Segundo Bascones & Morante (2006), ndo existem relatos na literatura quanto a
toxicidade sisttmica provocada pela aplicacdo tdépica do gluconato de clorexidina, que
apresenta baixa absorcao pelo trato gastrointestinal, sendo eliminada pelas fezes (90%) e urina
(1%) (PARASKEVAS, 2005). No entanto, o gluconato de clorexidina tem a sua prescricao
restrita a casos especificos e por curtos periodos de tempo, ja que efeitos adversos como
manchamento de superficies dentarias, protéticas e mucosas, alteracdo de paladar,
descamacdo reversivel da mucosa e aumento dos depdsitos calcificados supragengivais
limitam o uso prolongado deste agente antisseptico (TORRES et al., 2000; BASCONES &
MORANTE, 2006; CAVALCANTI et al., 2009; ELLEPOLA, 2010; MAEKAWA et al.,
2010). Todavia, Torres et al. (2000) esclarecem que o manchamento dentario ocorre na
pelicula adquirida, sendo passivel de remocdo profilatica por se tratar de manchamento

extrinseco.

2.4.1.3 Triclosan

Produzido, inicialmente, pela Companhia Ciba-Geigy (Suica) em meados dos anos 60,
foi introduzido na indastria farmacéutica apenas no ano de 1972, e, posteriormente, na
composicdo de dentifricios, no ano de 1985. Este agente antimicrobiano, tem sido
amplamente utilizado na composi¢édo de produtos de cuidados pessoais como sabonetes,
desodorantes, produtos antissepticos para pele, dentifricios e enxaguatorios bucais por deter
atividades antimicrobiana, antiparasitaria e anti-inflamatdria (JONES et al., 2000; YU et al.,
2011). Schweizer (2001) complementa que existem cerca de 700 produtos cuja formulacdo
contém o triclosan. A utilizacdo do triclosan estd vinculada ao fato deste composto nédo

apresentar toxicidade aos tecidos da cavidade bucal, nem efeito carcinogénico ou mutagénico,
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demonstrando, dessa forma, relativa seguranga para a utilizacdo em preparacgdes orais, tais
como, dentifricios e enxaguatdrios bucais (BHARGAVA & LEONARD, 1996).

O Triclosan (2,4,4-tricloro-2-hidroxidifenil) é um bisfenol clorado, lipossoltuvel nao
ibnico, incolor, inodoro e insipido, que de acordo com Ferreira et al. (2008), mesmo
apresentando um amplo espectro antimicrobiano, ndo promove desequilibrio na cavidade
bucal (JONES et al., 2000; AROONRERK & DHANESHUAN, 2007; GISSONI et al., 2008;
MOREIRA et al., 2009).

Este antisseptico por apresentar rapida liberacdo dos sitios de ligacdo, sendo
caracteristica a sua baixa substantividade, tem sido associado a outros produtos, entre eles o
copolimero gantrez (metoxietileno mais &cido maleico), a fim de aumentar o seu tempo de
permanéncia na cavidade bucal (FERREIRA et al., 2008, MOREIRA et al., 2009). Além
disso, segundo Moreira et al. (2009), a associacdo do triclosan com o copolimero gantrez
apresentaria a vantagem de aumentar o seu espectro de acdo, atuando também sobre
bactérias gram-negativas e leveduras.

Diversos estudos demonstram a potente acdo antifungica do Triclosan.
(AROONRERK & DHANESUAN, 2007; PATEL et al., 2008; SILVA et al., 2011). Patel et
al. (2008) evidenciaram a capacidade do Triclosan de provocar a reducdo da contagem de
Candida na saliva de pacientes infectados pelo virus HIV. Miquino et al. (1999) verificaram,
em estudo realizado com enxaguatorios disponiveis no mercado nacional, que os produtos que
continham o Triclosan em sua formulacdo foram os mais eficazes na inibicdo da microbiota
bucal.

De acordo com Silva et al. (2011), o modo de acdo do Triclosan estaria relacionado a
lise da membrana citoplasmatica dos micro-organismos. Schweizer (2001) complementa que
o Triclosan, ao inibir as sinteses proteica, lipidica e de RNA, provocaria a lise celular.

Cabe ressaltar que ndo ha ainda um consenso na literatura no que concerne ao efeito
do triclosan em pacientes que facam uso de fluconazol. Yu et al. (2011), em estudo realizado
in vitro, constataram o efeito antifungico do triclosan em cepas de C. albicans resistentes ao
fluconazol quando combinado ao fluconazol, sugerindo, através dos resultados obtidos, a
associacao entre os dois compostos para a obtengdo, pelo efeito sinérgico, de maior eficacia
terapéutica. Em contrapartida, Higgins et al. (2012) ao investigarem a atividade do triclosan
nas espécies C. dubliniensis e C. albicans susceptiveis a agentes azolicos, evidenciaram a
ocorréncia de antagonismo nas formas hifais de C. albicans, e a auséncia do efeito antagdnico

na espécie C. dubliniensis, em que se constatou apenas o efeito fungicida.
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2.4.2 Agentes antimicrobianos naturais

Os oOleos essenciais sdo definidos por Santos et al. (2010) como sendo misturas
complexas de substancias volateis de baixo peso molecular, cuja origem esta no metabolismo
secundario vegetal de plantas nativas de regifes temperadas. Acredita-se que, embora
composto por cerca de 20-60 componentes, em diferentes concentragdes, apenas dois ou trés
constituintes determinem as suas propriedades bioldgicas, caracterizando, dessa forma, o seu
modo de acdo (BAKKALI et al., 2008; VALE-SILVA et al., 2010).

Dados da literatura revelam que a utilizacdo de plantas com finalidade terapéutica
datam de tempos primoérdios, sendo que, somente a partir da década de 70, a OMS passou a
estimular o desenvolvimento de pesquisas com fins de comprovagdo quanto a aplicabilidade
das propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais popularmente empregadas na area da
saude (ASSIS, 2009). No presente momento, Bakkali et al. (2008) destacam que sdo
conhecidos cerca de 3000 tipos de Gleos essenciais, €, destes, aproximadamente, 300 possuem
aplicacBes comerciais, sendo amplamente utilizados nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacolégica (BAKKALI et al., 2008; VALE-SILVA et al., 2010).

Recentemente, devido a emergéncia da resisténcia antifingica e ao insucesso
terapéutico, fez—se necessaria a busca por novas estratégicas terapéuticas. Neste contexto, as
fontes naturais, como os 6leos essenciais, receberam destaque, ndo apenas por sua ampla
utilizacdo em varias regides do mundo como agentes de cuidados primarios em saude, mas
também por demonstrarem atividade antifungica, tornando-se, assim, potenciais alternativas
para o tratamento das candidose (NOSTRO et al., 2007; GUO et al., 2009; ZORE et al., 2011,
PORTILLO-RUIZ et al., 2012).

E interessante destacar que Lima et al. (2006) citam, em seu estudo, que cerca de 60%
dos 6leos essenciais apresentam propriedades antifingicas. Sobre este aspecto, Molina et al.
(2008), acrescentam que a associacdo de plantas medicinais a dentifricios ou aos colutorios
bucais tem sido investigada com a finalidade de reduzir a atividade de micro-organismos
residentes na cavidade bucal. Zore et al. (2011) complementam que o crescente interesse pelas
propriedades dos derivados dos 6leos essenciais residiria ndo apenas na busca por uma terapia
de maior eficacia no tratamento das infec¢Ges fangicas, mas também pela prevencdo dos
efeitos adversos provenientes das altas doses empregadas e dos tratamentos prolongados,
através da associacdo de drogas sintéticas e produtos naturais. Neste sentido, Lima et al.

(2006) advogam o uso de produtos naturais, detentores de atividade antimicrobiana, por
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propiciar um menor risco de toxicidade ao hospedeiro quando comparados com 0s agentes
antifungicos comumente empregados.

Entre os mecanismos de acdo evidenciados pelos 6leos essenciais, Bakkali et al.
(2008) esclarecem que a despolarizacdo das membranas mitocondriais de células eucariotas,
por provocar a reducdo do potencial de polarizacdo e gerar um aumento nos niveis de
transporte passivo de prétons, ocasiona alteracGes na permeabilidade celular, que resultam na
morte celular por apoptose ou necrose.
ergosterol e as propriedades hidrofilicas dos seus componentes que auxiliam na penetracéo
das células microbianas. Estudos demonstram que, pelo fato de os derivados dos Oleos
essenciais atuarem simultaneamente sobre varios alvos, ndo foi observada, até o presente
momento, resisténcia por parte dos micro-organismos aos 6leos essenciais (NOSTRO et al.,
2007; BAKALLI et al., 2008).

2.4.2.1 Carvacrol

O carvacrol (5-Isopropil-2metilfenol) € um composto fendlico presente na
composicdo de varios 6leos essenciais, sendo o principal constituinte do 6leo essencial de
orégano, amplamente empregado na inddstria alimentar como flavorizante (OBAIDAT et al.,
2011).

Alem de seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, o carvacrol demonstra acéo
inseticida, antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria, bem como, uma potente atividade
antifangica contra cepas de Candida resistentes ao fluconazol. (CHAMI et al., 2005;
MARCO-ARIAS et al., 2011). Além disso, tem recebido papel de destaque nas pesquisas, por
promover a ruptura do biofilme microbiano, que tem a sua formacdo associada ndo somente a
patogénese de uma série de processos infecciosos, mas também a resisténcia antifngica.
(IANNITELLI et al., 2011)

De acordo com Portillo-Ruiz et al. (2012) a presenca do radical hidroxil confere ao
carvacrol propriedades hidrofilicas, que por facilitarem a sua penetracdo nas membranas
microbianas resultam no aumento da permeabilidade celular e consequentemente na perda da
integridade celular. Ainda de acordo com Marco-Arias et al. (2011), 0 mecanismo de acéo do

carvacrol, também poderia estar relacionado a inibicao da biossintese do ergosterol.
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Em estudo in vivo realizado em ratos imunossuprimidos, Chami et al. ( 2004)
avaliaram o efeito do carvacrol demonstrando que este composto reduziu de forma
significativa o numero de unidades formadoras de col6nias (UFCs) nas amostras recolhidas da
cavidade oral de ratos submetidos ao tratamento com o carvacrol, assim como ndo houve
evidenciacao histolégica de colonizagdo por partes das formas hifais no dorso lingual destes
animais, comprovando, dessa forma, a atividade antifingica deste composto.

Adicionalmente, Chami et al. (2005), em estudo realizado in vitro em C. albicans e in
vivo em ratos imunossuprimidos avaliaram a atividade antifangica do carvacrol a 0,1% e do
eugenol a 0,2%, demonstrando que estes compostos detém atividade fungicida, provocando a
morte das células leveduriformes de forma dose-dependente , sendo capazes de reduzir de
forma significativa a contagem de UFCs das amostras coletadas da cavidade oral dos ratos

avaliados.

2.4.2.2 Eugenol

O eugenol (4-alil-2metoxifenol), um composto aromatico derivado do fenilpropano, é
o principal componente dos 6leos de cravo e canela, e possui potente atividade antifingica,
mais especificamente, em cepas de Candida resistentes e sensiveis ao fluconazol (HE et al.,
2007; MARCO-ARIAS et al., 2011).

Sobre este aspecto, Chami et al. (2004) analisaram, a atividade antifingica do eugenol
em amostras coletadas da cavidade bucal de ratos imunossuprimidos, em que foi evidenciada
a reducao das UFCs apds oito dias de aplicacdo topica de solucdo a base de eugenol. Ainda no
que se refere a atividade antifingica do eugenol, Rego et al. (2003) citam que estudos tém
demonstrado a relativa efetividade do eugenol em espécies Candida quando utilizado em
selamentos de canais radiculares submetidos a tratamentos endodénticos.

De acordo com Garg & Singh (2011), o eugenol além da comprovada atividade
antifungica, exerceria importante papel anti-inflamatorio nas infecgdes fungicas causadas por
Candida albicans, por promover alivio da sintomatologia dolorosa.

Cumpre referir que o mecanismo de acdo parece estar relacionado a inibicdo da
biossintese do ergosterol, principal constituinte da membrana lipidica dos seres fungicos, o

que ocasionaria alteragdes na permeabilidade celular (MARCO-ARIAS et al., 2011).
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2.4.2.3 Timol

O Timol, (2-isopropil-5-metilfenol), um monoterpeno fendlico e isdmero quimico do
carvacrol, é um dos principais constituintes do 6leo de tomilho, e faz parte da composi¢do do
enxaguatorio bucal, popularmente, conhecido como Listerine (CHAMI et al., 2005; MARCO-
ARIAS et al., 2011).

De acordo com Braga et al. (2008), este composto apresenta propriedades
farmacoldgicas como a atividade antimicrobiana e antifungica, e merece destaque nas
pesquisas, por atuar nas fases iniciais de formagéo do biofilme, durante a transi¢do das formas
planctonicas para as formas sésseis de C. albicans, interferindo na aderéncia das espécies
Candida as superficies mucosas do trato vaginal e oral do hospedeiro.

Ademais, cumpre referir que, segundo o estudo de Braga et al. (2007), o timol assume
um comportamento anfipatico, uma vez que, este composto atua tanto na estrutura como nas
superficies eletrostaticas das membranas celulares fungicas, originando, dessa forma, tensdes
assimétricas que interferem na permeabilidade celular (MARCO-ARIAS et al., 2011;
SHRESTHA, 2011).

Em estudo recentemente realizado, Vale-Silva et al. (2010) avaliaram a atividade
antifungica do dleo de Tomilho, composto principalmente pelo carvacrol e timol, em espécies
Candida, e concluiram que este composto detém um amplo espectro de atividade antifungica,
exercendo, inclusive, acdo fungicida contra esta espécie.

Ja Guo et al. (2009) investigaram a atividade antifingica do timol contra isolados
clinicos de Candida albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol e demonstraram que este
composto ao ser associado ao fluconazol ou a anfotericina, demonstra maior eficacia do que

guando empregado de forma isolada.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifingica, in vitro, de compostos utilizados em antissépticos
bucais, bem como de compostos ainda ndo utilizados para este fim, frente a Candida albicans

e Candida dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a atividade antifungica de compostos utilizados em solucdes antissépticas de
uso oral como cloreto de cetilpiridineo, gluconato de clorexidina, triclosan e timol
frente Candida albicans e Candida dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Avaliar a atividade antifungica do carvacrol e eugenol frente a Candida albicans e a
Candida dubliniensis sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Comparar, com base nas concentragdes inibitérias minimas (CIMs), a atividade de
todos os compostos estudados frente a Candida albicans e a Candida dubliniensis
sensiveis e resistentes ao fluconazol.

e Comparar, com base nas concentracdes fungicidas minimas (CFMs), a atividade de
todos os compostos estudados frente a Candida albicans e a Candida dubliniensis

sensiveis e resistentes ao fluconazol.
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In vitro antifungal activity of synthetic antiseptics and natural compounds against fluconazole-

susceptible and -resistant oral isolates of Candida dubliniensis.

4.2 Abstract

The susceptibility of oral candidiasis-derived forms of C. albicans and fluconazol-resistant
(FR) and fluconazole-susceptible (FS) forms of C. dubliniensis to the antiseptics
chlorhexidinegluconate (CHX), cetylpiridinium chloride (CPC) and triclosan (TCS) and the
natural compounds carvacrol, eugenol and thymol was tested. In general, FS C. dubliniensis
was more sensitive to antiseptics than FR C. dublinienis and C. albicans. However, the FR
group was significantly less susceptible to CHX than the others. Regarding fungicidal activity,
the three groups did not show susceptibility differences to CHX or TCS, and the FR group
was as sensitive as C. albicans to CPC. In general, a similar profile of susceptibility was
observed to natural products. The susceptibility of the three groups of Candida spp to
antiseptics confirmed their efficacy and safety. The authors discuss the importance of
monitoring susceptibility to antifungal agents as well as to widely used antiseptics to detect

the emergence of resistant Candida spp.

Keywords: Antiseptics, Susceptibility,Candida .
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4.3 Introduction

Candidiasis is the most frequent fungal infection among immune-compromised
patients. These infections are very common in the mouth because Candida spp are a
commensal inhabitant and may also contaminate other lesions. Candida albicans is the most
frequently occurring species, but non-albicans Candida species are also becoming more
common. Among them, C. dubliniensis deserves special attention. C. dubliniensis was
recognized as a new species in 1995 when it was isolated from the oral cavities of HIV-
infected and AIDS patients®. C. dubliniensis shares many phenotypic characteristics with C.

albicans, but its ability to become resistant to fluconazole is notable 2,

In odontology, as well as in the therapy of cancer patients undergoing antineoplastic
and/or radiotherapy, the use of mouthwashes as adjuncts to antimicrobial agents has
become well established. Such mouthwashes have been formulated to contain various
antiseptics, such as chlorhexidine gluconate (CHX), cetylpiridinium chloride (CPC), triclosan
(TRC), thymol and eugenol *°. The antibacterial activity of these compounds is well known,
but the susceptibility of fungal flora to them, especially Candida spp, has not been well-
studied.

Among Candida spp, the development of antifungal resistance is an emergent

phenomenon that can be confirmed through standardized susceptibility tests’.

In this scenario, it is not clear how oral antiseptics can inhibit fluconazole-resistant
Candida spp, as this question has not yet been studied. Therefore, here we compared the
susceptibility of C. albicans, fluconazole-susceptible (FS) C. dubliniensis and fluconazole-
resistant (FR) C. dubliniensis to well-known antiseptics, as to the natural compounds

eugenol, carvacrol and thymol.

4.4 Material and Methods

Microorganisms. A group of 20 strains of C. dubliniensis and another group of 20 strains of
C. albicans, both isolated from oropharyngeal candidiasis, were selected. Because the
susceptibility of the strains to fluconazole was already known, these groups were named the
fluconazole-susceptible (FS) C. dubliniensis group and the C. albicans group. A 3 group

was created from the fluconazole-susceptible (FS) C. dubliniensis group by exposing these
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strains to increasing concentrations of fluconazole, as proposed by Fekete-Forgacs et al °.
The 3" group ( n= 20 ) was named the fluconazole-resistant (FR) C. dubliniensis group.

Antimicrobial agents. The compounds studied included the synthetic compounds
chlorhexidinegluconate (CHX), cetylpiridinium chloride (CPC) and triclosan (TRC). The
natural compounds studied included carvacrol, eugenol and thymol. All evaluated
compounds were purchased from Sigma-Aldrich Pharmaceuticals (Saint Louis,MO,USA).

Antifungal susceptibility tests. The antimicrobial agents were diluted to create stock solutions
and the concentrations tested, respectively: chlorhexidinegluconate (10 mg/mL; 0.4 — 250
pg/mL), cetylpiridinium chloride (10 mg/mL; 0.04 to 25 pg/mL), triclosan (10 mg/mL; 0.04-25
pg/mL), carvacrol (20 mg/mL; 1.22 — 625 pg/mL), eugenol (50 mg/mL; 2.44 — 1250 ug/mL)
and thymol (10 mg/mL; 1.22 — 625 pg/mL). Chlorhexidinegluconate, cetylpiridinium chloride
and triclosan were diluted in distilled water, and carvacrol, eugenol and thymol were diluted
in methanol. One-hundred-microliter aliquots of two-fold diluted compounds were dispensed
into 96-well microtiter plates. The MICs (minimal inhibitory concentrations) of the compounds
were determined using a microdilution technique based on protocol M27-A3, which was
approved by the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) in 2008. The medium
consisted of RPMI 1640 broth buffered with MOPS with 2% dextrose added. The inocula
were standardized by suspending the yeasts (five colonies grown on Sabouraud dextrose
agar) in saline solution (0.085%) and adjusting the turbidity according to protocol M27-A3.
The tests were performed in triplicate. Each series included a positive (diluted inoculum
working solution) and a negative (RPMI 1640 alone) control for growth. The cell suspensions
were diluted 1:50 with distilled water and 1:20 with RPMI 1640 medium. One-hundred-
microliter aliquots of the cell suspensions were added to each well of a microdilution plate,
which was subsequently incubated at 35 °C for 48 hours. Yeast growth was monitored
visually. The MIC of each compound was defined as the lowest concentration required to
arrest visible fungal growth at the end of the 48-hour incubation. The minimal fungicidal
concentrations (MFCs) were determined by subculturing 0.01 mL from each well that lacked
visible growth in the MIC assay on Sabouraud dextrose agar (SDA) plates. The lowest
concentration of the antimicrobial agents at which negative growth was registered was

considered the minimal fungicidal concentration.

Statistical analysis. The susceptibilities (MICs and MFCs) of the C. albicans, fluconazole-
susceptible (FS) C. dubliniensis, and fluconazole-resistant (FR) C. dubliniensis groups to
each antiseptic studied were compared using Mann-Whitney’s test. P values < 0.05 were

considered significant.
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45 Results

Based on the MICs, the susceptibility profiles of C. albicans, fluconazole-susceptible
(FS) C. dubliniensis and fluconazole-resistant (FR) C. dubliniensis to synthetic and naturals

antiseptics are shown in Table 1.

Based on the geometric mean (GM), among the synthetic antiseptics, cetylpiridinium
chloride (CPC) showed the best activity against C. albicans, (FS) C. dublinienis and
fluconazole-resistant (FR) C. dubliniensis. When we compared these three groups, the FS C.
dubliniensis group was significantly more susceptible than the C. albicans (p < 0.001) or FR

C. dubliniensis (p < 0.02) groups.

The second-most active antiseptic agent tested was chlorhexidinegluconate (CHX);
C. albicans was significantly less susceptible to CHX than the FS C. dubliniensis (p < 0.04)
group, but significantly more susceptible than the FR C. dubliniensis (p < 0.02) group.

The susceptibility tests to triclosan (TRC) revealed that C. albicans was significantly
less susceptible than the FS C. dubliniensis (p< 0.02) group, but no differences were
detected between the FR C. dubliniensis and C. albicans groups.

Among the natural essential oils compounds, comparisons of the three studied
groups with carvacrol showed that the FS C. dubliniensis group was more susceptible than
the FR C. dubliniensis (p < 0.02) and C. albicans (p < 0.01) groups.

When we tested eugenol, the C. albicans group was less susceptible to it than the FR
C. dubliniensis (p< 0.02) and FS C. dubliniensis (p < 0.05) groups, but a comparison of the
FS and FR C. dubliniensis groups did not reveal any differences in their susceptibility to

eugenol.

The tests of thymol showed only that the C. albicans group was significantly more
susceptible than the FR C. dubliniensis group; the other comparisons did not reveal any

significant differences.

Fungicidal activity was evaluated by measuring minimum fungicidal concentrations
(MFC), (Table 2) . Differences in susceptibility to the activity of the fungicides were detected
only in the tests of cetylpiridinium chloride (the FS C. dubliniensis group was more
susceptible than C. albicans; p < 0.03), carvacrol (the FR C. dubliniensis group was more

susceptible than the FS C. dubliniensis group; p < 0.04) and eugenol (the FR C. dubliniensis
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group was more susceptible than the FS C. dubliniensis group; p < 0.01). All other tests of
minimum fungicidal concentrations did not reveal any significant differences among the

groups.

4.6 Discussion

Among the etiological agents responsible for oral candidiasis in immune-
compromised patients, we included C. albicans because it is the most studied yeast-like
fungi, but this study emphasizes the susceptibility of C. dubliniensis due to its ability to
become resistant to fluconazol; therefore, we selected a group of markedly fluconazole-
resistant strains of C. dubliniensis. The susceptibility of C. dubliniensis to antiseptics is

largely unknown.

The antiseptics chlorhexidine gluconate, cetylpiridinium chloride and triclosan are
commonly added to toothpastes, hand soaps and mouthwashes as adjunct antifungal
therapies for candidiasis. Chlorhexidine gluconate is a biguanide compound and is most
likely the most widely used biocide in antiseptic products®. Cetylpiridinium chloride is a
cationic, active by-product of quaternary ammonium compounds, and triclosan is a bisphenol

compound that is also commonly included in consumer hygiene products®.

In general, focusing on the fungistatic activity of the compounds, the MICs of the
fluconazole-resistant C. dubliniensis group were similar to those of the C. albicans group.
The fluconazole-susceptible C. dubliniensis group was significantly more sensitive than the
other groups. However, measuring the fungicidal activity of the compounds did not reveal
differences in the susceptibility of the groups to chlorhexidine and triclosan. The fluconazole-
susceptible C. dubliniensis group was more sensitive to cetylpiridinium chloride than the
other groups, and the FR group was less sensitive to chlorhexidine chloride. Although this
reduced susceptibility was not evident in the MFC, we think it serves as a warning sign of the

development of resistance.

Chlorhexidine chloride is considered an appropriate adjunct or alternative to a specific
and widely recommended topical antifungal therapy that consists of the administration of
0.2% chlorhexidine gluconate via a mouthwash. Chlorhexidine induces the coagulation of
nucleoproteins, inhibits budding and causes changes in the cell wall that leads to the escape
of cytoplasmic components and results in the death of the yeast®. Using different techniques,

Shrestaet al.” found that C. tropicalis was less susceptible than C. albicans. Fathilah et al.*
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has also reported elevated MICs for C. tropicalis (75 pg/ml) and C. krusei (150 pg/ml). These
MICs are much more elevated than the MICs we obtained (3.63 to 8.14 pg/ml), which
reinforces that there are differences in the susceptibility of Candida spp to chlorhexidine.

Thurnmond et al.'!

reported variations in the MICs of Candida albicans following daily
exposure to this antiseptic; the 5 — 10 pg/ml MIC range found in the first week increased to
2.5 - 20 pg/ml in week 8. These findings are consistent with reports of variation in the degree
of efficacy of stomatitis in reducing the number and occurrence of oral Candida, oral

candidiasis and Candida-related morbidity and mortality™2.

Cetylpiridinium chloride (CPC) is a cationic antiseptic. Chemically, it is a quaternary
ammonium compound. It alters and modifies the surface tension of the cell wall structure,
which may lead to cell wall leakage. CPC is widely used in mouthwashes for the prevention
or treatment of candidiasis and bacterial infections®. Based on measurements of the MIC, we
found a greater activity of CPC (1.56 to 5.02ug/ml) than Fathilahet al.'® found for C. tropicalis
(66 pg/ml) and C. krusei (33 pg/ml). Edlinget al.*® has shown that two strains of fluconazole-
resistant C. albicans exhibit reduced CPC susceptibility, suggesting that mouthwashes with
CPC might select for resistant strains. Our results did not confirm this possibility because FR
C. dubliniensis showed a similar susceptibility as C. albicans, although we did not test

C.tropicalis and C. krusei.

Our tests of triclosan showed that the FR C. dubliniensis group was similarly sensitive
to triclosan as C. albicans, and the FS C. dubliniensis group was more sensitive than C.
albicans; the MICs ranged from 6.25 to 25 pug/ml. Our results contrast with those of Jones et
al.**, who reviewed the activity of triclosan against fungi and detected MICs ranging from
1.63 pg/ml for Epidermophytonfloccosum to 5000 pg/ml for Blastomycesdermatitidis; C.
tropicalis ATCC 750 was inhibited by 2500 pg/ml. In China, Yu et al.*® studied the interaction
of triclosan and fluconazole against fluconazole-resistant C. albicans and reported MICs
ranging from 32 to 64 ug/ml; when fluconazole and triclosan were combined, the MICs of
triclosan decreased to 4-8 pg/ml, which suggests that fluconazole resistance affects

susceptibility to triclosan; we did not detect this phenomenon in our study.

Carvacrol, eugenol and thymol are natural compounds and consist of the main
fraction of essential oils from Origanumvulgare, Syzygiumaromaticum and Thymus vulgaris,
respectively. Chemically, these compounds are terpenoids, which have antimicrobial

properties against a wide range of pathogens, including Candida spp*®

Based on the MICs and MFSs of carvacrol, the FS C. dubliniensis group was
significantly more susceptible than the FR C. dubliniensis and C. albicans groups. The FR C.

dubliniensis group exhibited a similar susceptibility profile as C. albicans to fungistatic and
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fungicidal concentrations of carvacrol. The susceptibility of C. dubliniensis to carvacrol has
not been well studied, and only a small number of isolates have been included®. Here, the
MICs for C. albicans (78.2 — 312.5 pg/mL) were higher than the 0.16 pg/mL reported for C.
albicans and C. dubliniensis by Vale-Silva et al.'’. These authors also reported that the MFC
for carvacrol (0.16 pg/mL) was similar to the MIC. In general, our results showed that MFCs
were higher than MICs.

The MIC of eugenol was more elevated for the FR C. dubliniensis group than for the
FS C. dubliniensis group, but when we studied the fungicidal activity of eugenol, the FR
group was more susceptible than the FS group. Similar results were reported by Ahmad et
al.'®, who noted that fluconazole-resistant strains show higher sensitivity to eugenol than
standard or clinical strains. In addition to its use as an antiseptic, eugenol is applied topically
to dental cavities, used as a component of dental protectives and also combined with zinc
oxide to form zinc oxide eugenol, which has restorative and prosthodontic applications in

dentistry™.

Among the natural compounds studied here, thymol exhibited the greatest activity
against C. albicans (MG of MICs = 175.94 pug/mL), which was significantly more susceptible
than the FR C. dubliniensis group (MG= 388.08 pg/mL). In contrast, when we evaluated the
activity of fungicidal concentrations of thymol, we did not detect differences between the
three groups. Guo et al.?’ studied the activity of thymol against fluconazole-susceptible and -
resistant C. albicans; our results (based on MIC ranges), were more elevated than their
findings. Thymol causes protein denaturation and damage to cellular membranes, resulting

in leakage of the intracellular components °.

Our results indicated that the MICs of carvacrol, eugenol and thymol were higher for
the FR C. dubliniensis group than for the FS C. dubliniensis group. However, when we
studied the susceptibility to fungicidal concentrations of carvacrol and thymol, the FR group
showed higher sensitivity than the FS group. As suggested by Ahmad et al.*®, the antifungal
activity of carvacrol, eugenol and thymol against fluconazole-resistant and -susceptible forms
of C. dubliniensis emphasizes that these compounds could expand the class of beneficial
antifungal agents. They might also be better employed in pharmaceutical products as

antiseptic solutions for mouthwashes.

Finally, our results provide evidence for two conclusions: the majority of the results
suggest that fluconazole-resistant strains of C. dubliniensis are more sensitive to antiseptics
than C. albicans and indicate that the antiseptics studied exhibit good activity and are safe; in
contrast, some discrepancies in the data suggest that fluconazole-resistance may change

the susceptibility to antiseptics. As stated by Fraise, “changes in the cell wall may also play a
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role in the cross-resistance between biocides and antibiotics, most likely reducing

permeability

1> So, we must be alert for changes in the susceptibility of yeasts to antiseptics,

because the number of antimycotics — some of them targeting the cell wall — are growing.
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Table 1: Comparison of the susceptibilities (MICs) of Candida albicans and fluconazole-susceptible and -
resistant forms of C. dubliniensis to the inhibitory activity of synthetic and natural antiseptic compounds

Antisseptics Groups* MIC G Mean**  Comparisons  p values
range**

A 0.78-6.25 1.56 AxB P <0.02

Cetylpiridinium B 1.56 — 6.25 5.02 AxC P<0.01

chloride C 3.12-6.25 4.26 BxC P>0.05

A 097-78 3.63 AxB P <0.05

Gluconate B 1.95-15.6 8.14 AxC P<0.04

Chlorhexidine C 195-7.8 5.14 BxC P <0.02

A 0.78-25 10.50 AxB P <0.05

Triclosan B 6.25- 25 18.46 AxC P <0.02

C 6.25-25 17.07 BxC P >0.05

A 78.1-625 206.35 AxB P<0.02

Carvacrol B 78.1-3125 211.56 AxC P<0.01

C 78.2-3125 213.60 BxC P >0.05

A 312.5- 625 603.71 AxB P >0.05

Eugenol B 156.5 - 625 625 AxC P <0.05

C 156.2 - 625 422.68 BxC P <0.02

A 39.06 - 625 211.32 AxB P>0.05

Thymol B 156.2 - 625 388.08 AxC P >0.05

C 78.2 - 625 175.94 BxC P <0.05

*A = Candida dubliniensis fluconazole-suscetible

B= Candida dubliniensis fluconazole-resistant

C= Candida albicans

**ug/mil
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Table 2: Comparison of the susceptibilities (MFCs) of Candida albicans and fluconazole-susceptible and -
resistant forms of C. dubliniensis to the fungicidal activity of synthetic and natural antiseptic compounds

Antisseptics Groups*
A
Cetylpiridinium B
chloride C
A
Gluconate B
Chlorhexidine C
A
Triclosan B
C
A
Carvacrol B
C
A
Eugenol B
C
A
Thymol B

@)

MIC
range**
0.78 - 50
1.56 - 25
3.12-25

0.97 - 500
1.95 - 250
3.9-31.25
1.56 - 50
6.25 - 50
6.25 - 50
156 - 625
156 - 625
156 - 312
625 - 2500
312 - 2500
625 - 1250
312 - 625
312 - 625
78.12 - 625

G Mean**

3.01
5.02
7.69
8.28
8.14
6.56
2.76
18.46
18.94
301.84
211.56
262.75
915.05
625
769.46
298.86
388.08
358.96

Comparisons

AXxB
AxC
BxC
AXxB
AxC
BxC
AXxB
AxC
BxC
AXxB
AxC
BxC
AXxB
AxC
BxC
AXxB
AxC
BxC

p values

P>0.05
P<0.03
P>0.05
P>0.05
P>0.05
P <0.05
P>0.05
P>0.05
P>0.05
P<0.04
P>0.05
P>0.05
P<0.01
P>0.05
P>0.05
P>0.05
P>0.05
P>0.05

*A = Candida dubliniensis fluconazole-suscetible

B= Candida dubliniensis fluconazole-resistant

C= Candida albicans

**ug/ml



5 CONCLUSAO

Com base nos valores das médias geométricas, entre 0s compostos sintéticos, o cloreto
de cetilpiridineo (CPC) apresentou a melhor atividade contra C. albicans, e C. dubliniensis
sensiveis e resistentes ao fluconazol. Quando submetidos a comparagdo, o grupo C.
dubliniensis sensivel ao fluconazol foi significativamente mais sensivel do que o grupo C.
albicans (p < 0.001) e C. dubliniensis resistente ao fluconazol (p < 0.02).

O segundo composto com melhor atividade antifingica foi o gluconato de clorexidina
(CHX); C. albicans foi significativamente menos suscetivel ao CHX do que o grupo C.
dubliniensis sensivel ao fluconazol (p < 0.04), mas significativamente mais suscetivel que o
grupo C. dubliniensis resistente ao fluconazol (p < 0.02) .

Os testes de suscetibilidade ao triclosan (TRC) revelaram que C. albicans foi
significativamente menos suscetivel que o grupo C. dubliniensis sensivel ao fluconazol (p <
0.02), no entanto, ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre os grupos C.
dubliniensis resistente ao fluconazol e C. albicans.

Entre os compostos derivados dos 0leos essenciais, o grupo C. dubliniensis sensivel ao
fluconazol foi mais sensivel a acdo do carvacrol que os grupos C. dubliniensis resistente ao
fluconazol ( p < 0.02) e C. albicans ( p 0.01). Quando testado o eugenol, o grupo C. albicans
foi 0 mais sensivel a sua acdo do que os grupos C. dubliniensis resistente ao fluconazol (p <
0.02) e C. dubliensis sensivel ao fluconazol ( p < 0.05), no entanto, quando realizada
comparacdo entre os grupos C. dubliniensis sensivel e resistente ao fluconazol , ndo foram
evidenciadas diferencas significativas. Os testes realizados com o timol demonstraram que
apenas o grupo C. albicans foi significativamente mais sensivel a sua a¢do e que as demais
comparag6es ndo demonstraram diferencas significativas.

A atividade fungicida foi avaliada através da determinacdo das concentracGes
fungicidas minimas (CFM). Foi possivel constar diferenca significativa nos composto cloreto
de cetilpiridineo (o grupo C. dubliniensis sensivel ao fluconazol foi mais sensivel a sua agédo
do que o grupo C. albicans; p < 0.03), carvacrol (o grupo C. dubliniensis resistente ao
fluconazol foi mais sensivel a sua acdo do que o grupo C. dubliniensis sensivel ao fluconazol;
p < 0.04) e eugenol (o grupo C. dubliniensis resistente ao fluconazol foi mais sensivel a sua
acao do que C. dubliniensis sensivel ao fluconazol; p < 0.01). Todos os outros testes
realizados para avaliar a concentragdo fungicida minima ndo revelaram diferencas

significativas entre 0s grupos.
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7 ANEXOS

Tabela 1: CIM de antissépticos sintéticos frente a C. albicans sensiveis ao fluconazol

C. albicans

sensiveis ao Triclosan* C_Ioref[o,de Glucon_at_o de
fl I Cetilpiridineo* Clorexidina*
uconazo
1 25 3,12 3,9
2 6,25 6,25 7,8
3 12,5 3,12 3,9
4 25 3,12 7,8
5 25 3,12 3,9
6 25 3,12 3,9
7 25 6,25 3,9
8 25 6,25 7,8
9 12,5 6,25 7,8
10 25 6,25 3,9
11 12,5 3,12 3,9
12 12,5 3,12 3,9
13 12,5 6,25 7,8
14 25 6,25 7,8
15 25 6,25 7,8
16 12,5 3,12 3,9
17 25 6,25 7,8
18 12,5 3,12 1,95
19 6,25 3,12 3,9
20 25 3,12 7,8

* ng/ mL



Tabela 2: CIM de antissépticos naturais frente a C. albicans sensiveis ao fluconazol

C. albicans
sensiveis ao Carvacrol Eugenol Timol
fluconazol

1 312,5 625 625
2 312,5 625 312,5
3 312,5 625 312,5
4 312,5 625 312,5
5 312,5 625 312,5
6 312,5 625 312,5
7 312,5 625 312,5
8 312,5 625 625
9 156,2 625 312,5
10 156,2 625 312,5
11 156,2 625 312,5
12 156,2 625 312,5
13 78,2 156,2 78,2
14 156,2 625 312,5
15 312,5 625 312,5
16 156,2 625 156,2
17 156,2 625 312,5
18 312,5 625 312,5
19 156,2 625 312,5
20 156,2 625 312,5
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Tabela 3: CIM de antissépticos sintéticos frente a C. dubliniensis sensiveis ao fluconazol.

C. dubliniensis

sensiveis ao Triclosan CI_or_et_o ,de Gluconqt(_) de
fluconazol Cetilpiridineo  Clorexidina
1 12,5 1,56 1,95
2 12,5 1,56 1,95
3 12,5 3,12 7,8
4 12,5 0,78 3,9
5 12,5 1,56 3,9
6 12,5 1,56 3,9
7 25 1,56 3,9
8 12,5 1,56 3,9
9 25 1,56 3,9
10 12,5 0,78 1,95
11 12,5 1,56 3,9
12 6,25 1,56 3,9
13 6,25 0,78 7,8
14 0,78 0,78 0,97
15 12,5 6,25 7,8
16 1,56 0,78 1,95
17 25 6,25 3,9
18 12,5 0,78 7,8
19 12,5 0,78 3,9
20 25 6,25 3,9




Tabela 4: CIM de antissépticos naturais frente a C. dubliniensis sensiveis ao fluconazol.

C. dubliniensis

sensiveis ao Eugenol Carvacrol Timol
fluconazol
1 625 156,25 3125
2 625 156,25 3125
3 625 156,25 3125
4 312,5 156,25 3125
5 625 156,25 3125
6 625 625 312,5
7 625 3125 3125
8 625 3125 312,5
9 625 156,25 3125
10 625 312,5 312,5
11 625 78,12 39,06
12 625 312,5 3125
13 625 3125 625
14 625 156,25 156,2
15 625 3125 3125
16 625 156,2 156,25
17 625 156,25 3125
18 625 312,25 312,5
19 625 156,25 3125
20 625 156,25 312,5




Tabela 5: CIM de antissépticos sintéticos frente a C. dubliniensis resistentes ao fluconazol.

C. dubliniensis

resistentes ao Triclosan Cloreto de Gluconato de
fluconazol Cetilpiridineo  Clorexidina
1 12,5 1,56 1,95
2 12,5 3,12 1,95
3 25 6,25 15,6
4 6,25 3,12 1,95
5 6,25 3,12 1,95
6 12,5 6,25 1,95
7 12,5 6,25 1,95
8 25 3,12 3,9
9 25 3,12 3,9
10 12,5 1,56 3,9
11 25 3,12 1,95
12 12,5 3,12 1,95
13 25 1,56 1,95
14 25 6,25 7,8
15 25 6,25 7,8
16 25 3,12 15,6
17 25 3,12 15,6
18 12,5 3,12 1,95
19 25 1,56 1,95
20 25 3,12 3,9




Tabela 6: CIM de antissépticos naturais frente a C. dubliniensis resistentes ao fluconazol.
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C. dubliniensis

resistentes ao Carvacrol Eugenol Timol
fluconazol
1 3125 3125 625
2 156,2 312,5 312,5
3 156,25 3125 3125
4 156,2 625 3125
5 156,2 625 3125
6 156,2 625 312,5
7 156,2 3125 156,2
8 156,2 312,5 312,5
9 156,2 3125 3125
10 156,2 156,2 156,2
11 156,2 625 3125
12 78,12 312,5 156,2
13 156,2 3125 312,5
14 78,12 312,5 3125
15 156,2 625 3125
16 156,2 312,5 312,5
17 156,2 3125 3125
18 156,2 312,5 312,5
19 156,2 625 3125
20 156,2 312,5 156,2

* ng/ mL



Tabela 7: CFM de antissépticos sintéticos a C. albicans sensiveis ao fluconazol.

C. a!blgans . Cloreto de Gluconato de

sensiveis ao Triclosan A -

fluconazol Cetilpiridineo  Clorexidina
1 25 25 3,9
2 6,25 25 7,8
3 12,5 6,25 3,9
4 25 3,12 7,8
5 25 6,25 3,9
6 25 3,12 3,9
7 25 6,25 3,9
8 25 6,25 7,8
9 12,5 12,5 7,8
10 50 6,25 3,9
11 12,5 3,12 31,25
12 12,5 3,12 3,9
13 12,5 12,5 7,8
14 25 25 7,8
15 25 6,25 7,8
16 12,5 6,25 3,9
17 25 12,5 7,8
18 50 6,25 31,25
19 6,25 6,25 3,9
20 25 12,5 7,8

* ng/ mL
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Tabela 8: CFM de antissépticos naturais frente a C. albicans sensiveis ao fluconazol.
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C. albicans
sensiveis ao Carvacrol Eugenol Timol
fluconazol
1 3125 625 625
2 312,5 625 312,5
3 3125 625 3125
4 312,5 1250 312,5
5 3125 625 625
6 312,5 625 625
7 312,5 1250 625
8 312,5 1250 625
9 3125 1250 3125
10 156,2 625 312,5
11 3125 625 3125
12 312,5 1250 312,5
13 312,5 625 78,12
14 156,2 625 312,5
15 3125 625 3125
16 156,2 625 625
17 3125 625 3125
18 312,5 625 312,5
19 156,2 1250 3125
20 156,2 625 312,5

* ng/ mL



Tabela 9: CFM de antissépticos sintéticos frente a C. dubliniensis sensiveis ao fluconazol.

C. dubliniensis
sensiveis ao Triclosan
fluconazol

Cloreto de Gluconato de
cetilpiridineo  Clorexidina

1 12,5 1,56 1,95
2 50 1,56 7,8
3 12,5 6,25 31,25
4 12,5 1,56 3,9
5 12,5 1,56 3,9
6 50 1,56 6,25
7 25 3,12 3,9
8 25 3,12 3,9
9 25 1,56 31,25
10 12,5 1,56 1,95
11 12,5 50 62,5
12 6,25 1,56 3,9
13 25 0,78 7,8
14 1,56 0,78 0,97
15 50 50 500
16 1,56 1,56 3,9
17 25 12,5 31,25
18 12,5 1,56 7,8
19 12,5 1,56 3,9
20 25 25 31,25

* ng/ mL



Tabela 10: CFM de antissépticos naturais frente a C. dubliniensis sensiveis ao fluconazol.
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C. dubliniensis

sensiveis ao Eugenol Carvacrol Timol
fluconazol
1 1250 3125 3125
2 1250 312,5 625
3 625 3125 3125
4 625 156,2 312,5
5 625 3125 625
6 1250 625 >625
7 1250 3125 3125
8 1250 312,5 312,5
9 2500 3125 3125
10 625 312,5 312,5
11 625 3125 3125
12 625 312,5 625
13 1250 3125 625
14 1250 156,2 3125
15 625 3125 3125
16 625 312,5 312,5
17 625 3125 3125
18 625 3125 625
19 1250 3125 625
20 1250 312,5 625

* ng/ mL



Tabela 11: CFM antissépticos sintéticos frente a C. dubliniensis resistentes ao fluconazol.

C. dubliniensis
resistentes ao Triclosan
fluconazol

Cloreto de Gluconato de
Cetilpiridineo  Clorexidina

1 12,5 1,56 3,9
2 25 3,12 1,95
3 25 25 31,25
4 12,5 3,12 1,95
5 6,25 3,12 1,95
6 12,5 6,25 3,9
7 12,5 6,25 1,95
8 25 6,25 250
9 50 6,25 62,5
10 12,5 6,25 7,8
11 25 3,12 1,95
12 12,5 6,25 7,8
13 25 3,12 1,95
14 25 6,25 7,8
15 25 12,5 7,8
16 25 3,12 250
17 25 6,25 1,95
18 25 6,25 1,95
19 25 3,12 7,8
20 12,5 6,25 3,9

* ug/ mL



Tabela 12: CFM de antissépticos naturais frente a C. dubliniensis resistentes ao fluconazol.

C. dubliniensis
resistentes ao Carvacrol Eugenol Timol
fluconazol

1 625 625 625
2 156,25 625 312,5
3 312,5 625 312,5
4 312,5 1250 312,5
5 312,5 625 312,5
6 312,5 625 312,5
7 156,25 625 312,5
8 156,25 312,5 625
9 156,25 2500 625
10 156,25 312,5 312,5
11 156,25 625 312,5
12 156,25 625 312,5
13 156,25 625 312,5
14 156,25 625 312,5
15 312,5 625 625
16 156,25 312,5 625
17 312,5 625 625
18 312,5 625 625
19 156,25 625 312,5
20 312,5 312,5 312,5
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