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Resumo - O presente trabalho avaliou a atividade antifingica de Melaleuca alternifolia na candidose bucal
induzida por Candida albicans em camundongos imunossuprimidos. Para a inducdo da candidose, os
animais foram tratados com cloreto de tetraciclina a 0,83 mg/mL na agua de beber e receberam injectes
subcutaneas de prednisolona na dose de 100 mg/kg de massa corpérea. Os camundongos foram
inoculados com swab embebido na suspensdo contendo 10° células/mL de C. albicans. Apds a Ultima
aplicacdo de prednisolona, os animais foram submetidos a tratamento controle (solucao fisiol6gica tampao
fosfato, PBS) e aplicacdo do 6leo essencial a 12,5% no dorso da lingua, ambos por 3 vezes, a cada 5
minutos. Apds 24h, foram sacrificados. Antes e depois dos tratamentos, foram coletadas leveduras da
cavidade bucal. As coletas foram diluidas e semeadas para contagem de unidades formadoras de colénia
(UFC/mL) e, a seguir, foram analisadas pelo teste t de Student, considerando-se nivel de significancia de
5%. O Oleo essencial de M. alternifolia apresentou reducdo estatisticamente significante do namero de
UFC/mL do grupo tratado em relacdo ao grupo controle (p=0,001).

Palavras-chave: candidose experimental; camundongos imunossuprimidos, Melaleuca alternifolia, Candida

albicans.

Area do Conhecimento: Odontologia/Microbiologia.

Introducéo

A incidéncia de infeccdes fungicas superficiais
e profundas aumentou consideravelmente nos
Ultimos 20 anos devido a maior utilizacdo de
medicamentos imunossupressores. Embora novos
antifingicos tenham sido licenciados
recentemente, alguns pacientes permanecem
dificeis de serem tratados. As principais razdes
para esse fato incluem resisténcia antifungica
intrinseca ou adquirida do microrganismo e
disfungcdes do organismo que podem impedir a
utilizacdo de certos agentes medicamentosos.
Além do mais, é grande a quantidade de farmacos
associados a consideraveis eventos adversos
(PASQUALOTTO et al., 2008). Atualmente, um
dos grandes desafios da medicina e da
odontologia é o0 manejo adequado das
intercorréncias infecciosas bacterianas e flingicas
gue acometem a populacdo. Apesar da
disponibilizacdo de novos antimicrobianos, o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e
fungica tem aumentado significativamente, o que
torna relevante o0 estudo de tratamentos
alternativos (PICAZO et al., 2008).

A candidose bucal tem sido estudada em
modelos animais experimentais, principalmente
em ratos e camundongos, por desenvolverem
lesbes de candidose experimental na cavidade

bucal similares as observadas em seres humanos,
além de apresentarem baixo custo e facilidade de
manuseio. O desenvolvimento de trabalhos in vivo
€ de extrema importancia, uma vez que a acao da
terapia antimicrobiana em infec¢des bucais pode
ser afetada pelas condicbes ambientais da
mesma, como presenca de saliva, variacbes de
pH, caracteristicas da mucosa e acdo do sistema
imunolégico (KOMERICK et al., 2003).

O interesse por estudos com produtos naturais,
oriundos de plantas, é crescente em diversos
paises, objetivando o isolamento de substéncias
com potentes atividades  farmacoldgicas,
antimicrobianas e que apresentem baixa
toxicidade (LIMA, 2002). Trabalhos realizados in
vitro demonstraram que M. alternifolia apresenta
efeitos fungistaticos e fungicidas sobre Candida
albicans (PARKER e LUZ, 2007; MONDELLO et
al., 2006). Contudo, até o momento ndo ha
registro de estudos de M. alternifolia em modelos
animais de candidose bucal experimental.

Metodologia

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do
Campus de S&o José dos Campos/UNESP sob
protocolo n° 024/2009-PA/CEP e foi realizado de
acordo com os Principios Eticos para a
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Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).
Utilizou-se 18 camundongos machos (Mus
musculus, albinos, Swiss), com aproximadamente
12 semanas, provenientes do Biotério da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos/UNESP.

Para a inducéo da candidose os animais foram
tratados com cloreto de tetraciclina a 0,83 mg/mL
na agua de beber durante todo o experimento, e
imunossuprimidos com duas injecdes subcutaneas
de prednisolona (Depo-Medrol, Laboratérios Pfizer
Ltda., Guarulhos, Brasil) na regido da calvaria,
dose de 100 mg/Kg de massa corporal. Essas
injecBes foram realizadas um dia antes e trés dias
apos a inoculagcdo de Candida. Para infeccao de
Candida, um swab umidecido na suspensédo do
microrganismo (108 células/mL) foi aplicado sobre
o dorso da lingua dos camundongos (TAKAKURA
et al., 2003; MIMA et al., 2010).

Apés a ultima aplicacdo de prednisolona, os
animais foram anestesiados por injecdo
intramuscular de ketamina (Unido Quimica, Sao
Paulo, Brasil), concentracdo de 100 mg/Kg de
peso corporal, e Xylazina (Produtos Veterinarios,
Sao Paulo, Brasil) na dose de 10 mg/Kg de peso
corporal para aplicacdo do o6leo essencial e
tratamento controle (solucdo fisiolégica tampao
fosfato, PBS). O 06leo essencial de Melaleuca
alternifolia foi pipetado no dorso da lingua no
volume de 50 pL por trés vezes em intervalos de 5
minutos, na concentracdo de 12,5%. No grupo
controle foi pipetado solugao fisiolégica no mesmo
volume e frequéncia. Apds 24 horas, 0s animais
foram submetidos a eutanasia por doses
excessivas de anestésico.

Antes e depois do tratamento experimental
foram coletadas leveduras da cavidade bucal dos
animais. As coletas foram diluidas seriadamente e
semeadas em agar Sabouraud dextrose (37°C por
48h) para contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC/mL). A seguir, os dados foram
transformados em logaritmo e analisados pelo
teste t de Student, considerando-se nivel de
significancia de 5%.

Resultados

O oleo essencial de Melaleuca alternifolia
apresentou reducdo estatisticamente significante
do numero de UFC/mL em relagdo ao grupo
controle (p=0,001).

A Figura 1 compara os valores dos resultados
de UFC/mL (Log) obtidos do Grupo Controle em
relacdo ao Grupo tratado com Oleo Essencial de
Melaleuca alternifolia.
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Figura 1 - Médias e desvios-padrdo de UFC/mL (Log) de C.
albicans recuperadas da cavidade bucal dos camundongos
antes e depois do tratamento Controle e do tratamento com
Oleo Essencial de Melaleuca alternifolia.

Discussao

Com o crescente numero de infecches
fungicas, torna-se cada vez mais necessario o
estudo do comportamento desses
microrganismos, com o0 intuito de serem
desenvolvidas alternativas de tratamento. A
utiizacdo de animais em pesquisa possibilita
analisar a interacdo microrganismo-hospedeiro.
Varios trabalhos foram desenvolvidos em animais
para estudar a acdo de fatores predisponentes e
terapias para a candidose bucal, como a
sialoadenectomia (JORGE et al.,, 1993; TOTTI,
2004; JUNQUEIRA et al., 2005) e terapias
antifingicas  alternativas, como a terapia
fotodindmica (JUNQUEIRA et al., 2009; MIMA et
al., 2010).

O 6leo de M. alternifolia a 12,5% demonstrou
ser eficaz no tratamento de candidose bucal
induzida nos camundongos, apresentando
reducdo de 5,15 log,,. Esses resultados estao de
acordo com Mondello et al. (2006), os quais
avaliaram as propriedades antifingicas dos
componentes bioativos do 6leo essencial de M.
alternifolia, por meio de estudo in vitro, em cepas
de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei e C. glabrata; e estudo in vivo na candidose
vaginal induzida por C. albicans em modelos de
ratas ovariectomizadas. Os autores concluiram
gue o 6leo essencial de M. alternifolia apresentou
atividades fungistaticas e fungicidas para todas as
espécies de Candida estudadas. Em relagdo ao
estudo in vivo, verificou-se que trés semanas apoés
a inducdo de candidose experimental, os animais
tratados com Oleo essencial apresentaram
resolucdo completa do processo infeccioso,
enquanto que 0s animais do grupo controle
apresentaram persisténcia da infeccdo. Ademais,
0S autores constataram que 0 componente
terpinen-4-ol foi o mediador da atividade do éleo
essencial tanto no estudo in vitro como in vivo.
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Conclusao

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se
gue o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia foi
eficiente no tratamento da candidose bucal
induzida nos camundongos, sendo considerado
uma possivel alternativa de tratamento para essa
enfermidade.
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