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CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA E CONCENTRAÇÃO
CANDIDICIDA MÍNIMA DO ÓLEO DE Melaleuca alternifolia

(TEA TREE OIL) PARA CEPAS DE Candida albicans
ISOLADAS DE PACIENTES COM ESTOMATITE PROTÉTICA

Minimum Inhibitory Concentration And Minimum
Candidicidal Concentration Of Melaleuca Alternifolia (Tea Tree
Oil) For Strains Of Candida albicans Isolated From Patients With

Prosthetic Stomatitis
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O  pre se nte  e studo te ve  com o obje tivo avaliar a atividade  antifú ng ic a do e x trato total de  {}|�~&��~&|N�"������~&� |��<�0� �G�1~ �G� .
O  e x trato foi c om parado c om  o dig luconato de  c lore x idina e m  dife re nte s c onc e ntraç õ e s. O s te ste s foram
re aliz ados utiliz ando 46 c e pas de  �#���o���1���}��~$�<�������)� c olh idas de  pac ie nte s q ue  usavam  pró te se s totais e
apre se ntavam  ou nã o e stom atite  proté tic a. O  valor da c onc e ntraç ã o inibitó ria m ínim a (C IM ) do ó le o de
{�|�~$��~$|��0��� foi de  1,25g /l (0,125% ) para todas as c e pas. A  c onc e ntraç ã o c andidic ida m ínim a (C C M ) foi de
0,125-0,25g /l (0,125-0,250% ). Em  c om paraç ã o o dig luconato de  c lore x idina apre se ntou um a C IM  de  16m g /
l para todas as c e pas e  a C C M  foi de  16-32m g /l.�0�d���d�����d���������d�@�)� {�|�~$��~$|��0������~$� |&�<�)���1��~ ��� ; T e a tre e  oil; C andidose .
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Do arsenal etnofarmacológico australia-
no, a ºY»Q¼�½)¼ »"¾�¿�½b½)¼�À�»QÁQÂ�Ã�Ä�Å�¼ Ã�½ , um arbusto de folhas
pontiagudas, pertencente à  família º Æ#ÁNÀ�½#¿�»Q½#»  e
conhecida como À�»�½�À�Á�»Q» , é uma planta da qual se
extrai um óleo cujas propriedades medicinais são
amplamente conhecidas pelas populações
aborígines locais. Outras espécies do gênero ocor-
rem também na Indonésia, Malá sia e Brasil (1).

Os componentes do À�»Q½�À�Á�»Q»fÅ�Ã�¼ (TTO) são
em sua maioria monoterpenos, sesquiterpenos e
seus á lcoois relacionados (2) e estudos recentes
confirmaram que esses componentes possuem pro-
priedades farmacológicas diversas, sobretudo
antiinflamatórias (3,4) e antimicrobianas (5,6). Con-
tudo, a eficá cia do TTO como agente candidicida
ou candidostá tico ainda foram pouco exploradas.

O presente estudo foi conduzido a fim
de se comparar o potencial candidicida do TTO
com o do digluconato de clorexidina (CH X ) pela
determinação das concentrações inibitórias míni-
mas (CIM) e concentrações candidicidas mínimas
(CCM) sobre cepas de Ç"½)Â�È)Ã�È)½É½)¼�Ê�Ã�¿�½)Â�Ë  isoladas
de pacientes com e sem estomatite protética.
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O óleo total de º}»�¼�½#¼�»"¾	¿d½×½#¼�À�»�ÁQÂfÃ�Ä&Å�¼�Ã&½
(lote SS/ES01) foi gentilmente fornecido pela
Australian Plantations Pty  L td., Wy rallah, Austrá -
lia, por intercessão do Dr. T.V . Rilley  da University
of Western Austrá lia. A composição do óleo foi
determinada por cromatografia gasosa acoplada
à  espectrometria de massa, como descrito anteri-
ormente (7 ). Níveis de 1,8-cineol (1,9%) e o
terpinen-4-ol (41,3%) estavam em concordâ ncia
com a International Standard 47 30 (8). A aná lise
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The present study  w as conduced in order to evaluate the activity  of the total Û�Ü�Ý�Þ�Ý�ÜNß0à�ÞDÞ�Ý$á Ü&â<ã0ä�å1æ�Ý ä1Þ extract.
The extract w as compared w ith chlorhexidine digluconate in different concentrations. F orthy -six different
strains of ç#Þ�ãoè�ä1è�ÞÓÞ�Ý$é<ä�à�Þ�ã0ê collected from denture w earing patients w ith and w ithout prostetic stomatitis
w ere enrolled in this study . The minimum inhibitory  concentration (MIC) value for the Tea Tree Oil w as
1.25g/l (0.125%) for all strains. The minimum candidicidal concentration (MCC) obtained w as 0.125-0.25g/
l (0.125-0.250%). When compared, the chlorhexidine digluconate presented MIC value of 16mg/l for all
y east strains. The MCCs w as 16-32mg/l.ëKìdí�îXï�ð	ñ�ò�ó Û�Ü�Ý$Þ�Ý$Ü�ß0à�Þ�Þ�Ý$á Ü&â<ã)ä�å1æ�Ý ä�Þ ; Tea tree oil; Candidosis.

quantitativa dos componentes foi conduzida na
NSW Agriculture, Environmental L aboratory ,
Wollongbar, Austrá lia.

F oram preparadas diluições de TTO 10¥
de forma a se obter concentrações finais variando
entre 20g/l e 0,156g/l em caldo Mueller-H inton pH 7
com Tw een 80  0,01% (v/v) (9).

F oram preparadas diluições de CH X  10¥
de forma a se obter concentrações finais variando
entre 256mg/l e 8mg/l em caldo Mueller-H inton
pH 7  com Tw een 80  0,01% (v/v) (9).

As cepas de Ç	½)ÂÑÈ)Ã�È0½ô½0¼ Ê�Ã�¿�½)ÂÑË emprega-
das neste estudo são provenientes de outro estudo
e foram isoladas de pacientes usuá rios de prótese
total com e sem estomatite protética. F oram empre-
gadas 46 cepas que tiveram distinção genotípica
determinada pelo método de RAPD-PCR com oõ Á<Ã�öb»�Á OPA-05 e que se encontram disponíveis na
Micoteca do L aboratório de Estomatologia da Pon-
tifícia Universidade Católica do Paraná  (L E-PUCPR).
As cepas foram divididas em dois grupos, o de pa-
cientes com estomatite protética (CC; n =  21) e o de
pacientes sem estomatite (SC; n =  25).

As diferentes cepas foram crescidas em
Agar Sabouraud Dextrose a 35°C (+ /-2°C). Após
24 horas, foram tomadas algumas colô nias, com
no mínimo 1mm de diâmetro, que foram diluídas
em 2ml de NaCl 0,145M, de modo a se obter sus-
pensões celulares com 1-5x106 células/ml (tubo 0,5
de MacF arland).
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F oram transferidos volumes de 890 µl de
caldo Muller-H inton pH  7  para tubos estéreis. A
esses tubos, foram acrescentados 100µl das dilui-
ções de TTO e CH X  . Em intervalos de tempo infe-
riores a 15 minutos, foram acrescentados 10 µl das
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suspensões celulares ajustadas. Os tubos foram
incubados a 35°C (+/-2°C) por 46-50 horas, em
aerobiose e sem agitação. Os testes foram realiza-
dos em triplicata. Os controles negativos foram
tubos com 990µl de caldo Muller-Hinton pH7 acres-
cidos de 10 µl das suspensões celulares, sem quais-
quer das drogas-teste.

Os crescimentos fúngicos foram verifica-
dos visualmente e comparados com os crescimen-
tos observados nos tubos-controle. O crescimento
fúngico foi determinado pela turvação do meio de
cultura. As menores concentrações de TTO e CHX
que inibissem o crescimento ( �����
	��������� ) foram
consideradas como sendo as concentrações inibi-
tórias mínimas (10).

����������������� ��! �"�#�$��% &�% &��#&�% �('*)+��&�'*�
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As concentrações candidicidas mínimas
foram determinadas repicando as células dos tu-
bos ����� 	���2����� de CIM e dos dois tubos com con-
centrações imediatamente superiores. As repicagens
foram feitas em Agar Sabouraud Dextrose que foi
incubado a 35°C (+/-2°C), por 24 horas.

3-4 ��� ��) 4 ��&��#�

Para se destacar a hipótese de que as di-
ferença de eficiência dos antimicrobianos sobre as
cepas de 57698;: <9��=>8?��� era devido ao acaso, foi em-
pregado o teste analítico � de @>�BAC�;����� , com limite
de confiança de 95%.

D � 4�E;F �+�$% � 4

Os resultados das CIMs para o TTO mos-
traram ocorrer inibição do crescimento fúngico em
concentrações iguais e maiores que 1,25 g/l (Ta-
bela 1). Q uanto as CCMs, 7 (28%) cepas oriundas
de pacientes sem estomatite mostraram-se viáveis
mesmo após exposição à concentração de 1,25 g/
l de TTO. Todas as cepas isoladas de pacientes
com estomatite mostraram-se susceptíveis às con-
centrações iguais ou maiores que 1,25 g/l. As CIMs
não diferiram entre os grupos de 576G8?:H<C�2=>8?��� isola-
das de pacientes com e sem estomatite (p >  0.05).
Por outro lado, as cepas isoladas de pacientes com
estomatite protética foram mais susceptíveis ao TTO
(p <  0.05) quando a CCM foi avaliada.IJLK-3NM;JPO;Q �����R�#�������#�$�#S�� 4UT &���&+V�&���W���&�� 4 'X)���&�'X� 4 �1�#�$��% &�% &��#&�% � 4 'X)���&�'X� 4 % �1W F ���

% �1."� F � F � E �#�(� F �+������&�YZ� F &��[�1% &]\ FE �#�^��� ���_% �`� F ���;�9ab&+%$&+���(YZ�;�������1�(���Ccd� 4 % �
��� ��% &�% �(� F V�&��#�$� 4

e?f9gihkjGfCfil�m]n o-mqp7n]r�stl�uvg9hklbw�fisn]l�jZf9x�m]w�m]u�g
yvz|{ u}sfC~�g9���]�b� yvz|{ u1sfC~�gC���]�b�

1,25 g/l 21 (100%) 8 mg/l 10 (47,6%)
- - 16 mg/l 11(52,4%)

Com candidose yvy�{ u}sfC~�g9���]�b� yvy�{ u}sfC~�gC���]�b�

1,25 g/l 21 (100%) 16 mg/l 13 (61,9%)
- - 32 mg/l 8 (38,1%)

Sem candidose
yvz|{ u}sfC~�g9���]�b� yvz|{ u1sfC~�gC���]�b�

1,25 g/l 25 (100%) 8 mg/l 8 (32%)
- - 16 mg/l 17 (68%)

yvy�{ u}sfC~�g9���]�b� yvy�{ u}sfC~�gC���]�b�

2,50 g/l 7 (28%) 16 mg/l 17 (68%)
1,25 g/l 18 (72%) 32 mg/l 8 (32%)

* = média de três tubos/cepa; CCM = concentração inibitória mínima; CCM = concentração candidicida mínima
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Os resultados das CIMs para CHX se
mostraram mais diversificados, com valores vari-
ando entre 8mg/l e 16mg/l. Contudo não foram
observadas diferenças estatísticas (p > 0.05) entre
a atividade inibitória da CHX sobre cepas de leve-
duras isoladas de pacientes com e sem estomatite
protética. O mesmo fenômeno se repete no teste
de CCM, com valores oscilando entre 16mg/l e
32mg/l (p > 0.05).

Quando comparados, os valores CIM
e CCM obtidos da ação do CHX mostraram-se mais
baixos que aqueles obtidos pela ação do TTO (p
< 0.05).

¯±°�²�³/´�²�²�µ ¶

A estomatite protética é uma patologia
comumente encontrada em pacientes portadores
de próteses dentais totais e é responsável por gran-
de desconforto nestes. Essa doença decorre do
fato dessas próteses apresentarem-se colonizadas
por grande número de células de ·7¸?¹�º;»�º;¸ sp.
Algumas manobras podem ser usadas a fim de se
reduzir os níveis de colonização fúngica; contu-
do, as leveduras têm se tornado cada vez mais
hábeis em escapar da ação das drogas anti-sépti-
cas/desinfetantes. A contínua busca por molécu-
las que possam limitar o desenvolvimento dessas
leveduras é uma realidade cada vez mais justificada.

A susceptibilidade das cepas de ·#¼
¸;½ ¾9»�¿>¸;¹�À ao Á�Â�¸iÁ�ÃÄÂ�Â�Å»2½ , aqui obtida, foi maior que
aquela reportada recentemente em outro estudo
(11). Esses autores obtiveram uma atividade inibi-
tória compreendida entre 2,50 e 5,00 g/l, ao passo
que todas as cepas aqui avaliadas foram inibidas
com 2,50 g/l. A concentração candidicida mínima
aqui observada foi quatro vezes menor que a con-
centração reportada pelo grupo australiano para
trinta e nove cepas (84,78%) e duas vezes menor
para sete cepas (15,21%). Cabe aqui o adendo de
que existe uma discrepância em relação ao tama-
nho amostral dos dois estudos; enquanto neste
estudo foram arroladas quarenta e seis cepas, no
outro estudo, os autores avaliaram a eficácia do
TTO em apenas duas cepas. Digno de nota é o
fato de que as concentrações de 1,8-cineol e
terpinen-4-ol nas amostras de TTO dos dois estu-
dos foram muito próximas, o que impede quais-
quer inferências em função das concentrações de
terpenóides. Em outra publicação (12), o mesmo

grupo reportou que uma amostra de TTO fornecida
por outro fabricante e com maior concentração
percentual de 1,8-cineol (3,2%) forneceu valores
CIM e CCM de 2,50g/l; ainda assim maiores que os
aqui reportados. Talvez, a atividade antimicrobiana
do TTO seja produto do sinergismo de outros com-
ponentes, além desses terpenóides principais.

Contudo, a simples determinação dos
valores CIM e CCM não são suficientes para a pre-
dição do efeito antifúngico, se estes valores não
forem comparados com substâncias de comprova-
da eficácia; nesse caso, um anti-séptico. Para se
estabelecer uma comparação de eficiência, con-
centrações decrescentes de digluconato de
clorexidina foram adicionadas a tubos contendo
meio de cultura onde as cepas cresciam, em para-
lelo. Os resultados deste estudo mostraram que as
cepas de ·7¼R¸?½H¾9»2¿>¸;¹�À , frente ao digluconato de
clorexidina, tiveram seus crescimentos inibidos com
16 mg/l  CIM  8 mg/l e o efeito candidicida foi
obtido com 32 mg/l  CCM > 16 mg/l, sendo que
estes valores estão em conformidade com outros
estudos (13,14). Então, quando comparada, a me-
nor concentração inibitória do TTO seria equiva-
lente àquela obtida pelo CHX a 16mg/l e, a menor
concentração fungicida do óleo seria equivalente
àquela conseguida com 16-32 mg/l de CHX. Con-
tudo, cabe ressaltar que tanto para CIM quanto
para CCM, as células fúngicas permaneceram de-
safiadas pelos anti-sépticos por 24-48 horas sob
concentração constante, o que certamente não re-
presenta a realidade para a terapêutica com uma
forma farmacêutica para bochechos. Ainda, neste
estudo, é possível que a eficácia antifúngica do
TTO tenha sido subestimada, pois a concentração
do surfactante Tween 80® foi menor que a sugerida
por outros (15,16), o que pode ter levado a uma
dissolução incompleta dos componentes
hidrofóbicos do óleo.

O uso de uma concentração de 1,2 g/l de
CHX é suficiente para reduzir significativamente a
viabilidade de bactérias aderidas às mucosas (17).
Essa mesma concentração se mostra eficaz na re-
dução de ·�¸;¹�º;»2º;¸ spp. na saliva de pacientes
(18,19). Posto isso, é razoável supor que o TTO,
mesmo em concentrações relativamente baixas,
deve ter uma boa ação terapêutica em pacientes
com sinais clínicos de estomatite protética, ou
mesmo em outras formas de candidose bucal.

A despeito da equivalência do TTO e do
CHX, ainda é necessário que sejam estabelecidos
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alguns pontos de interesse, como os níveis de
substantividade dos terpenóides, que se fazem
necessários para o pronto estabelecimento de es-
quemas posológicos, além da determinação dos
níveis de segurança e dos efeitos colaterais. O TTO
pode provocar menor casuística de alteração do
paladar e halitose que o CHX (20); em
contraposição, o mesmo estudo mostra que o TTO
foi responsável por uma maior proporção no nú-
mero de casos de ardência nas mucosas e náuse-
as. Alguns outros efeitos adversos provocados pelo
TTO e relatados incluem dermatite alérgica por
contato e eritema multiforme (21) e ataxia pós-
ingestão de pequenas doses (22).

O emprego empírico de preparações à
base de TTO tem fornecido resultados promisso-
res no tratamento da candidose orofaringeana em
doentes de AIDS não responsivos ao tratamento
padrão com fluconazol (23,24).

O potencial alergênico de pequenas con-
centrações de TTO é tido como baixo (25), quan-
do aplicado sobre a pele saudável. Como existe
uma tendência de diferentes grupos em desenvol-
ver produtos para uso intra-oral, sobretudo no tra-
tamento ou na profilaxia das candidoses, é im-
prescindível que seja avaliado o potencial tóxico/
alergênico do TTO sobre mucosas inflamadas.

Nos pacientes usuários de próteses totais,
as diferentes espécies de Ú9Û�Ü�Ý?Þ�Ý?Û podem se aderir
tanto à mucosa quanto ao acrílico, que servirá como
repositório.  Nesse caso, formulações de anti-sépti-
cos incorporados a géis inertes que seriam aplica-
das nas superfícies voltadas às mucosas poderiam
levar a uma redução no número de células fúngicas.
Entretanto, uma confirmação dessa hipótese, leva-
da a termo em um estudo com gel de clorexidina
não foi conseguida (26). Uma substituição do agen-
te antimicrobiano, bem como a formulação de um
produto de liberação lenta e contínua podem se
mostrar úteis na remissão dos quadros de estomatite
protética. Além disso, já foi reportado que concen-
trações de TTO muito aquém da MIC (1/128 MIC)
podem inibir a formação de tubo germinativo em
Ú9ß;Û�à áCÞ�âZÛ�Ü�ã , condição ãkÞ�Ü�ä$å�æÛ
Ü�çtÜ para a forma-
ção de hifas e conseqü ente tigmotropismo sobre
superfícies de acrílico de dentaduras (27).

Em suma, o óleo essencial de èiä�àHÛ?à ä9æCâ>Û
Û?à é�ä�êÄÜ�Þ2ë�çàHÞ�Û demonstra ser um agente com poten-
cial valor terapêutico na redução do número de
células de Ú7Û?Ü�Ý?Þ2Ý?ÛìÛ;à á9Þ�â>Û;Ü�ã em pacientes usuári-
os de dentaduras e com estomatite protética.
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