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Resumo 
 
Lund, Rafael Guerra. Isolamento de espécies de Candida em pacientes com 
Candidídase Atrófica Crônica e atividade antimicrobiana de duas espécies de 
Mikania. 2008. 110f. Tese (Doutorado) – Programa de Pós Graduação em 
Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Uma variedade de doenças envolve a cavidade oral, dentre elas, a cárie dental e a 
candidíase, sendo que a primeira é considerada a mais prevalente em todo o 
mundo. Atualmente está bem estabelecido que cárie dental é uma doença 
multifatorial infecto-contagiosa associada a bactérias patogênicas residentes do 
biofilme dental. Estes microrganismos são os responsáveis pela produção de ácidos 
que levam à desmineralização do esmalte dental.  As infecções por Candida 
consistem atualmente num problema de Saúde Pública. Isto se deve ao aumento de 
casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e de hospedeiros 
imunodeprimidos de modo geral, bem como ao tratamento prolongado com 
antibacterianos o que contribui para o desequilíbrio da microbiota. Assim, o uso de 
agentes antimicrobianos eficientes contra bactérias e leveduras é um importante 
meio de controle destas infecções bucais. Vários agentes antimicrobianos de origem 
natural estão sendo investigados devido as suas possíveis propriedades 
farmacológicas. As plantas do gênero Mikania, conhecidas popularmente como 
“guaco”, destacam-se entre os produtos naturais com notáveis propriedades 
antibacterianas, antifúngicas, antiinflamatórias e antineoplásicas. Neste estudo foram 
avaliados extratos etanólicos brutos de duas espécies de Mikania (Mikania 
glomerata – Mg e Mikania hirsutissima – Mh)que foram pré-selecionadas com base 
na etnobotânica (conhecimento popular) e levantamento bibliográfico sobre as 
espécies a serem estudadas e suas congêneres. O teste foi realizado em 
Streptococcus do grupo mutans através da determinação da Concentração Inibitória 
Mínima (MIC), Concentração Bactericida Mínima (MBC) e inibição da aderência em 
superfície de vidro (Adh). Durante o período de um ano também foram estudados os 
pacientes usuários de prótese com lesões compatíveis com Candidíase Atrófica 
Crônica (CAC) encaminhados ao Centro de Diagnóstico de Doenças da boca. Foi 
aplicado um questionário para cada paciente, com informações referentes à sua 
identificação, dados demográficos, história médica e comportamento (hábitos de 
higiene e uso da prótese). Também foi realizado o exame intra-oral, onde eram 
avaliadas as variáveis: aparência e extensão da lesão de estomatite. A coleta 
microbiológica foi realizada com a fricção de swab estéril na mucosa com lesão 
compatível com CAC. Estas amostras foram semeadas em Agar Sabouraud 
Dextrose com 100mg/mL de cloranfenicol e incubadas a 37oC por 24-48h. A 
identificação presuntiva de espécies de Candida foram baseadas nas caracterísiticas 
macro e micromorfológicas, realização de microcultivo, teste em caldo hipertônico e 
CHROMagar. A maioria dos casos de CAC apresentou isolamento da levedura. As 
lesões de CAC foram mais frequentes em mulheres, com prótese total com uso há 
mais de 10 anos. A CIM frente a Streptococcus mutans UA159 foi 44,45µg/mL (Mg) 
e 88,90µg/mL (Mh), e a CBM foi 88,90µg/mL (Mh). Frente a Streptococcus sobrinus 
6715, a CIM foi 22.23µg/mL (Mh) e 88,90µg/mL (Mg), e a CBM foi 177,80 µg/mL 
(Mh). A aderência celular também foi inibida em concentrações de 20µg/mL(Mh) e 
40µg/mL (Mg). Estes resultados são informaçãoes de base para o uso potencial das 
duas espécies de Mikania contra Streptococcus do grupo mutans, necessitando 
outros estudos envolvendo os princípios ativos do extrato alcoólico de Mikania. 
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Quanto ao isolamento de Candida em pacientes com diagnóstico clínico de 
Candidíase Atrófica Crônica: 1) os resultados não confirmam uma diferença 
significante em pacientes com diagnóstico clínico de estomatite por dentadura com 
relação à presença ou ausência da levedura; 2) a ocorrência de Candida em 
pacientes com diagnóstico clínico de Candidíase atrófica Crônica foi negativamente 
relacionado a importantes fatores associados a esta infecção oportunista; e 3) os 
achados micológicos do presente estudo não indicaram queas variáveis investigadas 
tinham um efeito significativo na infecção oral por Candida albicans ou outras 
espécies do gênero Candida. 
 
 
Palavras-chave: fitoterapia; agentes antimicrobianos; candidíase oral; estomatite 
por dentadura, Candida, cárie 
 



Abstract 
 

Lund, Rafael Guerra. Isolation of Candida species from patients with Chronic 
Atrophic Candidiasis and antimicrobial activity of two species of Mikania. 2008. 
110f. Tesis (Doctorate) – Postgraduate Program in Dentistry. Federal University of 
Pelotas, Pelotas. 
 
A great variety of diseases can affect the oral cavity, such as dental caries and 
candidosis, being the first one considered the most prevalent oral diseases 
worldwide. The multifactorial and infect-contagious characteristics of dental caries 
has been established, associated with resident bacterial pathogens of dental biofilm. 
These microorganisms are responsible by the production of acids and citotoxic 
products, which could promote the demineralization of dental structure. Currently, 
Candida infections constitute an important problem in Public Health. Such findings is 
basically due to the technological advancements of Medicine, increasing in AIDS 
infection and immune depressed patients in general, using prolonged antimicrobials 
therapies, which contributes to the microbial disequilibrium. Therefore, the use of 
efficient antimicrobial agents against pathogenic bacteria and yeasts is an important 
tool in the control of these infective diseases. Several natural antimicrobial agents are 
been investigated because of their possible pharmacological properties. Plants of 
genus Mikania are pointed out as natural products with noticeable antibacterial, 
antifungicidal, anti-inflammatory and antineoplasic properties. In this study the 
potential effect of two Mikania species was evaluated (Mikania glomerata – Mg e 
Mikania hirsutissima – Mh) using their crude ethanol extracts, based on the 
ethnobotanics (popular knowledge) and the literature. The test against mutans 
streptococci was assessed by the determination of Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and inhibition of cell adherence to 
a glass surface (Adh).  Also during a period of one year denture wearer patients with 
lesions compatible with Chronic Atrophic Candidiasis and assisted in the Center of 
Diagnosis of Mouth Diseases (CDMD), were investigated. It was applied a 
questionnaire a questionnaire including the identification of the subject, demographic, 
medical history and behaviour (oral hygiene and prosthesis wear). It also was carried 
out a intra-oral exam, where appearance and extension of the stomatitis lesion were 
evaluated. The microbiological collect was carried out frictioning sterilized swabs in 
the palate’s mucosa, tongue or both of them. The samples were seeded in Agar 
Sabouraud Dextrose with 100mg/mL of chloramphenicol and they were incubated at 
37oC for 24-48h. The presumptive identification of Candida species was based on the 
morphologic characteristics, Gram colorization of the yeasts, microculture test, 
hypertonic broth test and it was confirmed by the CHROMagar. The MIC against 
Streptococcus mutans UA159 was 44.45 µg/mL (Mg) and 88.90 µg/mL (Mh), and the 
MBC was 88.90 µg/mL (Mh). Against Streptococcus sobrinus 6715, the MIC was 
22.23 µg/mL (Mh) and 88.90 µg/mL (Mg), and the MBC was 177.80 µg/mL (Mh). The 
celular adherence also was inhibited at concentrations of 20 µg/mL(Mh) and 40 
µg/mL (Mg). These results provide promising baseline information for the potential 
use of two species of Mikania against mutans streptococci. These findings warrant 
more-in-depth studies of the active principles of this Mikania ethanol extracts. With 
regard to Candida isolation with clinical diagnosis of Chronic Atrophic Candidiasis: 
1)the results did not confirm a significant difference between patients with clinical 
diagnosis of denture stomatitis concerning the presence or absence of yeasts; 2) the 
occurrence of Candida in patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic 
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Candidiasis was negatively related to important factors associated to this 
opportunistic infection; and 3) mycological findings from the present study do not 
indicate that the covariates investigated have a significant effect on oral infection by 
Candida albicans or other species of Candida genus. 
 
Keywords: phytoterapy; antimicrobial agents; oral candidiasis; denture stomatitis, 
Candida sp, caries.
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1 Introdução Geral 

 

A cavidade bucal, de modo similar a outros sítios do corpo humano apresenta 

uma microbiota natural com composição característica que na maioria das vezes 

coexiste de modo harmônico com o hospedeiro. Entretanto, a maioria dos indivíduos 

sofre, em algum período de sua vida, episódios localizados de doença bucais 

causados por um desequilíbrio na composição da microbiota bucal residente 

(MARSH, 1992). As manifestações clínicas deste desequilíbrio, que incluem a cárie 

dental e a candidíase atrófica crônica são endêmicas em sociedades industrializadas 

e estão aumentando em países em desenvolvimento, como o Brasil (COELHO et al., 

2004; FREITAS et al., 2008). 

Na década de 30 do século XX, eram raras as doenças associadas às espécies 

de Candida, e a candidíase sistêmica era praticamente desconhecida. Na atualidade, 

a candidíase superficial está entre as infecções mais comuns da pele e mucosas, e 

tanto a candidíase superficial como profunda são problemas de Saúde Pública. Isto se 

deve ao aumento de casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), de 

hospedeiros imunodeprimidos de modo geral, devido ao tratamento prolongado com 

antibacterianos contribuindo assim para o desequilíbrio da microbiota. Desta forma, o 

indivíduo passa do estado de portador à doente (PAULA, 1998). A candidíase oral 

apresenta quatro formas básicas de manifestação clínica, segundo classificação de 

Neville et al. (2002). Um delas é a candidíase aguda pseudomembranosa, que se 

manifesta quando há uma baixa na imunidade do paciente e se apresenta como 

placas brancas, podendo aparecer na língua, no palato e na bochechas, com aspecto 

semelhante ao de leite coalhado; estas são facilmente removíveis. Se não for tratada 

adequadamente, esta lesão pode se espalhar pela boca e garganta, indo para 

esôfago e chegando até o estômago e pulmões. A mucosa abaixo das lesões 

apresenta-se avermelhada. Outra forma é a candidíase atrófica aguda, que mostra 

uma área de ulceração rasa e extensa, sem presença de membrana aparente, muito 

dolorosa e com sensação de queimação. A candidíase atrófica crônica, também 

conhecida como “estomatite por dentadura”, é caracterizada por eritema localizado 

crônico dos tecidos cobertos pela dentadura. Já a candidíase crônica hiperplásica, 

também denominada leucoplásica é caracterizada por apresentar placas brancas que 

não se destacam, semelhantes à leucoplasia(Neville et al., 2002). 
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Atualmente está bem estabelecido que cárie dental também é uma doença  

infecciosa associada a um grupo de microrganismos. Estes microrganismos formam 

um biofilme patogênico que se adere sobre a superfície dental, de modo a 

produzirem ácidos e produtos citotóxicos que levam, respectivamente, a 

desmineralização do esmalte dental e inflamação gengival (MOSADOMI, 1987). Este 

biofilme é genericamente conhecido como placa dental. A placa dental que se forma 

sobre a superfície do dente apresenta uma composição microbiana e bioquímica 

variável, podendo mudar de modo a tornar este biofilme patogênico (MOSADOMI, 

1987; OSAWA et al., 1992). Assim, fatores que levam ao desequilíbrio da 

comunidade microbiana de modo a favorecer o crescimento de bactérias odonto ou 

periodontopatogênicas, vão direcionar para o surgimento de uma placa dental 

relacionada à cárie dental e doença periodontal (OSAWA et al., 1992). 

Um dos fatores de desequilíbrio fundamental para o aparecimento de uma 

placa dental cariogênica é a dieta rica e freqüente em carboidratos fermentáveis, 

principalmente a sacarose. Esta dieta promove um aumento da proporção de 

estreptococos do grupo mutans, como Streptococcus mutans e S. sobrinus, uma vez 

que estes microrganismos apresentam vantagens ecológicas quando da presença 

de sacarose no meio bucal (NAPIMOGA et al., 2005; BARBIERI et al., 2007).  

Os estreptococos do grupo mutans, além de serem acidogênicos e acidúricos, 

não só fermentam a sacarose como a partir desta sintetizam polissacarídeos 

extracelulares (IKENO; IKENO; MIYASAWA, 1991; ISRAELSON, 1991). Esta síntese 

é feita por enzimas chamadas genericamente de glucosiltransferases que facilitam a 

aderência dos estreptococos do grupo mutans, permitindo assim o seu acúmulo 

sobre a superfície lisa do esmalte dental. Inicia-se, assim, a formação da placa 

dental relacionada à cárie (NAPIMOGA et al., 2005). 

Deste modo, o uso de agentes antimicrobianos eficientes contra estes 

patógenos bucais pode ser importante na prevenção da cárie dental (OSAWA et al., 

2002; WU-YAN; CHEN; WU, 1988; YATSUDA et al., 2005).    

Nas últimas décadas tem sido observado mundialmente, um crescente uso de 

produtos naturais para a prevenção de doenças bucais devido as suas possíveis 

propriedades farmacológicas, principalmente antimicrobianas (CAI; WU, 1996; 

LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1977; MARCOTE; LAVOIE, 1998; PEREIRA et al., 1994; 

PHILLIPS, 1991; WU-YUAN; GREEN; BIRCH, 1990). Assim, a descoberta de novos 

produtos naturais com atividade antibacteriana e talvez com menor efeito adverso, 



 13

seria muito importante para obtenção de um meio efetivo de controle da formação da 

placa dental patogênica. Porém, para avaliar a efetividade da atividade biológica são 

necessárias análises progressivas começando com estudos laboratoriais in vitro, 

passando por modelos de estudo in vivo e culminando com os estudos clínicos 

longitudinais (WU-YUAN; CHEN; WU, 1988; VARGAS et al., 2007). 

A fitoterapia consiste na prática do uso de plantas ou de suas partes com 

finalidade terapêutica (MACIEL et al., 2002). Quem iniciou o uso de fitoterápicos 

foram os chineses no ano 3000 a.C. Hoje, a Alemanha é um dos principais países 

precursores do uso de fitoterápicos (70% dos profissionais prescrevem fitoterápicos 

nos serviços de saúde) (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). 

Políticas públicas para implantação de fitoterápicos no Sistema Único de 

Saúde (SUS) já foram discutidas e, muito em breve, favorecerão o processo de 

municipalização da Saúde visto que, apesar da evolução da Medicina alopática a 

partir da metade do século XX, existem obstáculos básicos na sua utilização pelas 

populações carentes que vão desde o acesso aos centros de atendimento hospitalar 

até a obtenção de exames e medicamentos. Estes motivos associados com a fácil 

obtenção e a grande tradição do uso de plantas medicinais contribuem para sua 

utilização pelas populações dos países em desenvolvimento (VEIGA JUNIOR; 

PINTO; MACIEL, 2005).  

A etnofarmacologia é a ciência que estuda todos os produtos de origem 

animal ou vegetal de uso popular. Fitofármacos são medicamentos à base de 

plantas que contêm o princípio ativo isolado, ou seja, que contém uma substância 

medicamentosa isolada a partir de extratos de plantas. Logo, fitoterápico consiste no 

uso de toda a planta, enquanto que fitofármaco refere-se apenas ao princípio ativo 

da planta (BRASIL, 2004; MACIEL et al., 2002). 

 Os estudos etnofarmacológicos no Brasil buscam fundamento nas tribos 

indígenas (Ex.: Waimiri, Atoari, Caiapós, Buritis, Yanomami), nos caboclos, 

populações da Amazônia e comunidades da zona rural (MACIEL et al., 2002).  

 O programa de investigação dos produtos naturais baseia-se 

fundamentalmente no conhecimento popular, a partir de entrevistas com “velhos”, 

“curandeiros”, “ervateiros”. Também são utilizados questionários para obter 

informações relacionadas ao número de plantas, coleta, período, partes da planta 

utilizada, nome popular, formas de utilização, coleta da amostra com o usuário, 

identificação taxonômica e processamento dos dados (MACIEL et al., 2002). 
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Quanto ao produto natural, é necessário obter-se informações da Medicina 

popular; realizar pesquisa bibliográfica; extrair informações botânicas, taxonômicas e 

químicas; analisar fatores ambientais (local da coleta, época, etc.); verificar se é 

ativo farmacologicamente; realizar estudo etnofarmacológico; e identificar quando 

este composto é utilizado. Quando o produto natural é selecionado, são realizados 

ensaios farmacológicos e toxicológicos para confirmar sua atividade. Após, verifica-

se se a substância ativa é conhecida, se existe faixa de concentração/dose para uso 

e a sua toxicidade (BOMBARDELLI; BOMBARDELLI, 2005; BRASIL, 2004; MACIEL 

et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). 

Um produto natural pode ser um organismo inteiro (planta ou animal) ou parte 

de um organismo (flores, folhas, raízes, glândulas). A procura de novas substâncias 

torna-se necessária à medida que 2/3 das doenças esperam tratamentos satisfatórios 

e surgem cepas resistentes. 

Existem várias formas de preparo de fitoterápicos, dentre as quais merecem 

destaque: infusão, decocção, maceração, xarope, compressa, cataplasma, pedilúvio 

e banho. No que se refere à apresentação dos fitoterápicos, eles estão dispostos na 

forma de essências, hidrolatos, tinturas.  

As plantas medicinais têm sido utilizadas em várias áreas da saúde como 

forma alternativa de tratamento e prevenção de doenças (MARSH; MARTIN, 1992). 

Existe uma tendência para o aumento do uso destas plantas e isto seria de grande 

utilidade principalmente nos países em desenvolvimento, como no Brasil, que 

apresenta uma grande biodiversidade e onde a população carente poderia ter 

acesso a formas terapêuticas de custos mais baixos em relação a medicamentos 

industrializados (MARCOTE; LAVOIE, 1998; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 

2005). 

Dentre as inúmeras plantas de interesse, destacam-se as do gênero Mikania 

(Família Compositae, tribo Eupatoriae), que são conhecidas como "guaco" ou 

"guaco cheiroso", e utilizadas pela medicina popular como expectorante, 

broncodilatador, antimicrobiana, antiasmática, cicatrizante e anti-reumática (PIO-

CORRÊA, 1942). Distribuem-se pelas regiões tropicais da África, Ásia e América do 

Sul (Argentina, Paraguai, Uruguai). No Brasil, ocorre principalmente nas regiões sul 

e sudeste. Desenvolvem-se como trepadeira arbustiva, lenhosa, apresentando caule 

cilíndrico e ramoso. O gênero Mikania possui cerca de 400 espécies, sendo que 

aproximadamente 10% destas foram estudadas quimicamente especialmente as 
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espécies M. laevigata e M. glomerata. Pesquisas já demonstraram que o extrato 

bruto da M. laevigata apresenta atividade antimicrobiana e é capaz de inibir in vitro a 

aderencia celular de S. sobrinus, sugerindo que a mesma tem potencial 

anticariogênico (GIBBONS; VAN ROUTE, 1975; HAMADA; SLADE, 1980; YATSUDA 

et al., 2005). 

Como uma grande preocupação da classe odontológica na atualidade é com 

a prevenção de doenças infecciosas na cavidade bucal, faz-se necessário o 

desenvolvimento de programas de prevenção e para isso é imprescindível o 

conhecimento da freqüência destas enfermidades e as características da população 

que se vai pesquisar (SANTOS et al., 2002). 

Dentre estas afecções a candidíase ocupa lugar de destaque na 

odontologia, uma vez que cabe ao cirurgião dentista prevenir, tratar e identificar nos 

seus pacientes, a presença de condições predisponentes à implantação, 

multiplicação e desenvolvimento de infecção pelo gênero Candida e talvez o fator 

mais freqüentemente relacionado ao aumento da prevalência na cadidíase seja o 

uso de próteses, especialmente totais, mal adaptadas e mal higienizadas 

(BERDISCEVSKI et al., 1980; MARSH et al., 1992; OHMAN et al., 1995; WEBB et 

al., 1998). 

Finalmente, optou-se por testar novo fitoterápicos com ação antimicrobiana 

na cavidade bucal, dando ênfase a novos agentes antimicrobianos que atuem sobre 

os fatores de virulência ou mecanismos de patoigenicidade dos microrganismos, 

sem a necessidade de serem bactericidas ou fungicidas.



2 Projeto de Pesquisa – Atividade antimicrobiana e antineoplásica de alguns 

produtos naturais 

 

Introdução 

 

A cavidade bucal, de modo similar a outros sítios do corpo humano apresenta 

uma microbiota natural com composição característica que na maioria das vezes 

coexiste de modo harmônico com o hospedeiro. Entretanto, a maioria dos indivíduos 

sofre, em algum período de sua vida, episódios localizados de doença bucais 

causados por um desequilíbrio na composição da microbiota bucal residente 

(MARSH, 1992). As manifestações clínicas deste desequilíbrio, que inclui a cárie 

dental, são endêmicas em sociedades industrializadas e estão aumentando em 

países em desenvolvimento (MARSH, 1992).  

Atualmente está bem estabelecido que a cárie dental é uma doença 

infecciosa associada a um grupo de microrganismos. Estes microrganismos formam 

um biofilme patogênico que se adere sobre a superfície dental, de modo a 

produzirem ácidos e produtos citotóxicos que levam, respectivamente, a 

desmineralização do esmalte dental (MOSADOMI, 1987). Este biofilme é 

genericamente conhecido como placa dental. A placa dental que se forma sobre a 

superfície do dente apresenta uma composição microbiana e bioquímica variável, 

podendo mudar de modo a tornar este biofilme patogênico (MOSADOMI, 1987; 

OSAWA et al., 1992). Assim, fatores que levam ao desequilíbrio da comunidade 

microbiana de modo a favorecer o crescimento de bactérias odontopatogênicas, vão 

direcionar para o surgimento de uma placa dental relacionada à cárie dental 

(OSAWA et al., 1992). 

Um dos fatores de desequilíbrio fundamental para o aparecimento de uma 

placa dental cariogênica é a dieta rica e freqüente em carboidratos fermentáveis, 

principalmente a sacarose.  Esta dieta promove um aumento da proporção de 

estreptococos do grupo mutans, como Streptococcus mutans e S. sobrinus, uma vez 

que estes microrganismos apresentam vantagens ecológicas quando da presença 

de sacarose no meio bucal (NAPIMOGA et al., 2005).  

Os estreptococos do grupo mutans, além de serem acidogênicos e acidúricos, 

não só fermentam a sacarose como a partir desta sintetizam polissacarídeos 

extracelulares (IKENO; IKENO; MIYASAWA, 1991; ISRAELSON, 1991). Esta síntese 
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é feita por enzimas chamadas genericamente de glucosiltransferases que facilitam a 

aderência dos estreptococos do grupo mutans, permitindo assim o seu acúmulo 

sobre a superfície lisa do esmalte dental. Inicia-se, assim, a formação da placa 

dental relacionada à cárie (NAPIMOGA et al., 2005). 

Deste modo, o uso de agentes antimicrobianos eficientes contra estes 

patógenos bucais pode ser importante na prevenção da cárie dental (OSAWA et al., 

2002; WU-YAN; CHEN; WU, 1988; YATSUDA et al., 2005).    

Na década de 30 do século XX, eram raras as doenças associadas às espécies 

de Candida, e a candidíase sistêmica era praticamente desconhecida. Na atualidade, 

a candidíase superficial está entre as infecções mais comuns da pele e mucosas, e 

tanto a candidíase superficial como profunda são problemas de Saúde Pública. Isto se 

deve ao aumento de casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), de 

hospedeiros imunodeprimidos de modo geral, devido ao tratamento prolongado com 

antibacterianos contribuindo assim para o desequilíbrio da microbiota. Desta forma, o 

indivíduo passa do estado de portador à doente (PAULA, 1998). É mais comum em 

crianças e tem como principal agente etiológico a C. albicans. Ela se manifesta 

quando há uma baixa na imunidade do paciente e se manifesta por placas brancas, 

podendo aparecer na língua, no palato e na bochechas, com aspecto semelhante ao 

de leite coalhado; estas são facilmente removíveis. Se não forem tratados 

adequadamente podem se espalhar pela boca e garganta, indo para esôfago e 

chegando até o estômago e pulmões. A mucosa abaixo das lesões apresenta-se 

avermelhada.  

As drogas antineoplásicas atualmente disponíveis são incapazes de distinguir 

as células malignas das células normais em divisão e, por conseguinte, são 

potencialmente lesivas para ambas (YAGIELA; DOWD; NEIDLE, 2005). 

Nas últimas décadas têm sido observado mundialmente, um crescente uso de 

produtos naturais para a prevenção de doenças bucais devido as suas possíveis 

propriedades farmacológicas, principalmente antimicrobianas (CAI; WU, 1996; 

LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1977; MARCOTE; LAVOIE, 1998; PEREIRA et al., 1994; 

PHILLIPS, 1991; WU-YUAN; GREEN; BIRCH, 1990). Assim, a descoberta de novos 

produtos naturais com atividade antibacteriana  antineoplásica e talvez com menor 

efeito adverso, seria muito importante para obtenção de um meio efetivo de controle 

da formação da placa dental patogênica. Porém, para avaliar a efetividade da 

atividade biológica são necessárias análises progressivas começando com estudos 
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laboratoriais in vitro, passando por modelos de estudo in vivo e culminando com os 

estudos clínicos longitudinais (WU-YUAN; CHEN; WU, 1988). 

A fitoterapia consiste na prática do uso de plantas ou de suas partes com 

finalidade terapêutica (MACIEL et al., 2002).  

Quem iniciou o uso de fitoterápicos foram os chineses no ano 3000 a.C. Hoje, 

a Alemanha é um dos principais países precursores do uso de fitoterápicos (70% 

dos profissionais prescrevem fitoterápicos nos serviços de saúde) (VEIGA JUNIOR; 

PINTO; MACIEL, 2005). 

Políticas públicas para implantação de fitoterápicos no Sistema Único de 

Saúde (SUS) já foram discutidas e, muito em breve, favorecerão o processo de 

municipalização da Saúde visto que, apesar da evolução da Medicina alopática a 

partir da metade do século XX, existem obstáculos básicos na sua utilização pelas 

populações carentes que vão desde o acesso aos centros de atendimento hospitalar 

até a obtenção de exames e medicamentos. Estes motivos associados com a fácil 

obtenção e a grande tradição do uso de plantas medicinais contribuem para sua 

utilização pelas populações dos países em desenvolvimento (VEIGA JUNIOR; 

PINTO; MACIEL, 2005).  

A etnofarmacologia é a ciência que estuda todos os produtos de origem 

animal ou vegetal de uso popular. Fitofármacos são medicamentos à base de 

plantas que contêm o princípio ativo isolado, ou seja, que contém uma substância 

medicamentosa isolada a partir de extratos de plantas. Logo, fitoterápico 

consiste no uso de toda a planta, enquanto que fitofármaco refere-se apenas ao 

princípio ativo da planta (BRASIL, 2004; MACIEL et al., 2002). 

 Os estudos etnofarmacológicos no Brasil buscam fundamento nas tribos 

indígenas (Ex.: Waimiri, Atoari, Caiapós, Buritis, Yanomami), nos caboclos, 

populações da Amazônia e comunidades da zona rural (MACIEL et al., 2002).  

 O programa de investigação dos produtos naturais baseia-se 

fundamentalmente no conhecimento popular, a partir de entrevistas com “velhos”, 

“curandeiros”, “ervateiros”. Também são utilizados questionários para obter 

informações relacionadas ao número de plantas, coleta, período, partes da planta 

utilizada, nome popular, formas de utilização, coleta da amostra com o usuário, 

identificação taxonômica e processamento dos dados (MACIEL et al., 2002). 

Quanto ao produto natural, é necessário obter-se informações da Medicina 

popular a respeito da sua toxicidade; realizar pesquisa bibliográfica; extrair 
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informações botânicas, taxonômicas e químicas; analisar fatores ambientais (local 

da coleta, época, etc.); verificar se é ativo farmacologicamente; realizar estudo 

etnofarmacológico; e identificar quando este composto é utilizado. Quando o produto 

natural é selecionado, são realizados ensaios farmacológicos e toxicológicos para 

confirmar sua atividade. Após, verifica-se se a substância ativa é conhecida, se 

existe faixa de concentração/dose para uso e a sua toxicidade (BOMBARDELLI; 

BOMBARDELLI, 2005; BRASIL, 2004; MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO; 

MACIEL, 2005). 

Um produto natural pode ser um organismo inteiro (planta ou animal) ou parte 

de um organismo (flores, folhas, raízes, glândulas). 

A procura de novas substâncias torna-se necessária à medida que 2/3 das 

doenças esperam tratamentos satisfatórios e surgem cepas resistentes. 

Existem várias formas de preparo de fitoterápicos, dentre as quais merecem 

destaque: infusão, decocção, maceração, xarope, compressa, cataplasma, pedilúvio 

e banho. No que se refere à apresentação dos fitoterápicos, eles estão dispostos na 

forma de essências, hidrolatos, tinturas.  

As plantas medicinais têm sido utilizadas em várias áreas da saúde como 

forma alternativa de tratamento e prevenção de doenças (MARSH; MARTIN, 1992). 

Existe uma tendência para o aumento do uso destas plantas e isto seria de grande 

utilidade principalmente nos países em desenvolvimento, como no Brasil, que 

apresenta uma grande biodiversidade e onde a população carente poderia ter 

acesso a formas terapêuticas de custos mais baixos em relação a medicamentos 

industrializados (MARCOTE; LAVOIE, 1998; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 

2005). 

Dentre as inúmeras plantas de interesse, destacam-se as do gênero Mikania 

(Família Compositae, tribo Eupatoriae), que são conhecidas como "guaco" ou 

"guaco cheiroso", e utilizadas pela medicina popular como expectorante, 

broncodilatador, antimicrobiana, antiasmática, cicatrizante e anti-reumática (PIO-

CORRÊA, 1942). Distribuem-se pelas regiões tropicais da África, Ásia e América do 

Sul (Argentina, Paraguai, Uruguai). No Brasil, ocorre principalmente nas regiões sul 

e sudeste. Desenvolvem-se como trepadeira arbustiva, lenhosa, apresentando caule 

cilíndrico e ramoso. O gênero Mikania possui cerca de 400 espécies, sendo que 

aproximadamente 10% destas foram estudadas quimicamente especialmente as 

espécies M. laevigata e M. glomerata. Pesquisas já demonstraram que o extrato 
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bruto da M. laevigata apresenta atividade antimicrobiana e é capaz de inibir in vitro a 

aderencia celular de S. sobrinus, sugerindo que a mesma tem potencial 

anticariogênico (GIBBONS; VAN ROUTE, 1975; HAMADA; SLADE, 1980; YATSUDA 

et al., 2005).  

Mentha arvensis L., pertencente à família Lamiaceae, é conhecida 

popularmente pela sua atividade antimicrobiana, antifúngica, antivirótica e 

antitumoral (DUARTE et al., 2005; KUMAR et al., 2004; SCHUHMACHER; 

REICHLING; SCHNITZLER, 2003). 

A planta Jodina rhombifolia Hook. et. Arn. (“cancorosa de 3 pontas”), 

pertencente à família Santalaceae e originária de SC e RS, é empregada em 

resfriados (ramos e folhas), disenterias (decocção das cascas), úlcera, problemas 

estomacais e carcinomas (decocção das folhas). Será realizado um sreening ao 

acaso, baseado nas informações populares das propriedades das terapêuticas desta 

planta e baseado no estudo de Beira et al. (2000), para avaliar a atividade citotóxica 

sobre linhagem celular de carcinoma de cabeça e pescoço (HN30) e não tumoral de 

fibroblastos 3T3. 

Carapa guianensis Aubl., popularmente conhecida no Brasil por “andiroba”, 

“andirova”, “”angirova”, “carapa”, “carapinha”, apresenta uma larga aplicação na 

medicina popular e um grande potencial farmacêutico.  Encontrada na região 

Amazônica, esta planta apresenta atividade antiinflamatória, diurética, anti-

reumática, efetiva nas disfunções cutâneas e musculares, inseticida, antibacteriana, 

analgésica, antitumoral, dentre outras. Será avaliada a atividade antitumoral dos 

extratos de etérico e metanólico obtidos a partir do óleo das sementes da planta e 

fornecido pelo Laboratório de Oleoquímica do Departamento de Química Orgânica 

da UFPel  

A avaliação da atividade de extratos e frações de cogumelos também poderá 

levar à identificação e isolamento de novas substâncias com potencial aplicação na 

terapêutica humana contra o câncer.  Os principais centros produtores de cogumelos 

localizam-se nas regiões Sul e Sudeste do Brasil, sendo os principais cogumelos 

cultivados: Agaricus bisporus (“Champignon”), Lentinula edodes (“Shiitake”), 

Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus (“Hiratake” e “Shimeji”) e, mais 

recentemente, Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinemann (popularmente denominado 

“Cogumelo-do-Sol” no Brasil e “Himematsutake” no Japão).  
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As pesquisas sobre as propriedades medicinais do A. brasiliensis iniciaram-se 

no Japão, mas hoje são realizadas também em outros países. Entre os 

pesquisadores brasileiros, Denadai et al. (2001) observaram o efeito do extrato de A. 

blazei (sinonímia de A. brasiliensis) como antimutagênico em camundongos e Menoli 

et al. (2001) relataram que o extrato de A. blazei exibe atividades antimutagênicas 

quando testado em células V79. A inibição de crescimento tumoral pelo extrato 

aquoso também foi observada por Takusaburo e Yoshiaki (1998) e Fan et al. (2003), 

e substâncias antitumorais (como os seus próprios polissacarídeos extracelulares) 

têm sido isoladas desses extratos (KAWAGISHI et al., 1990). No futuro, também 

poderá ser utilizado como uma dieta complementar, com efeito anticarcinogênico, 

conforme foi observado por Barbizan et al. (2002). Além disso, uma avaliação de 90 

dias da toxicidade subcrônica do extrato aquoso de A. blazei Murrill, nas 

concentrações de 0 a 5%, em modelo animal com ratos, revelou que este extrato 

não ocasionou efeitos adversos significantes nos espécimes (KUROIWA et al., 

2005). 

Lentinula edodes tem demonstrado ser um dos únicos cogumelos comestíveis 

com potencial antimicrobiano de inibir o crescimento “in vitro” de bactérias, como 

Streptococcus pyogenes, Staphyloccus aureus e Bacillus megaterium, assim como 

da levedura patogênica C. albicans (PACCOLA et al. 2001; HATVANI, 2001; 

HIRASAWA et al, 1999). Em adição a isto, um estudo testando a ação do extrato 

etanólico sobre células cancerosas de pele (CH 72) demonstrou uma redução da 

proliferação celular e induziu apoptose sem interferir nas células não-tumorais (C50) 

(GU; BELURY, 2005). 

Estes resultados representam um possível avanço científico e econômico 

para o Brasil, o qual possui uma riqueza inestimável representada pela 

biodiversidade. O incentivo à pesquisa de novos fármacos a partir de plantas 

medicinais encontradas em nosso território, por pesquisadores brasileiros 

qualificados, em instituições nacionais, garante a consolidação de grupos de 

pesquisa que possam projetar o Brasil na concorrida área da indústria química-

farmacêutica.  Cabe reforçar que a descoberta de novos fármacos antitumorais 

permite ampliar as possibilidades de tratamento do câncer, melhorando a qualidade 

de vida da população atingida. Além disso, a geração de patentes, que advém de 

tais descobertas, representam não só um aumento de divisas para o Brasil, mas 
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garante a obtenção de fármacos com menor custo, os quais representam uma 

importante economia para o Sistema Único de Saúde (SUS). 

Portanto considerando a grande biodiversidade do Brasil e o baixo custo 

desses produtos naturais, o objetivo deste projeto é avaliar o potencial 

antimicrobiano in vitro de extratos brutos da Mikania laevigata, Mikania glomerata e 

Mentha arvensis, sobre os patógenos bucais, bem como a atividade antitumoral dos 

extratos brutos e frações de Carapa guianensis Aubl. e Jodina rhombifolia Hook. et 

Arn., Agaricus brasiliensis e Lentinula edodes.  

 

Justificativa 

 

O presente projeto propõe analisar a atividade antimicrobiana e 

antineoplásica de extratos brutos e fracionados das plantas Mikania glomerata, 

Mikania hirsurtissima, Mentha arvensis, Carapa guianensis e Jodina rhombifolia e 

dos cogumelos Agaricus brasiliensis e Lentinula edodes, devido à: 

1. Carência de informação do potencial antimicrobiano destes fitoterápicos sobre 

os patógenos bucais, principalmente com relação ao halo de inibição (teste de 

difusão em ágar), determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da 

concentração bactericida mínima (CBM), e teste de aderência celular à superfície de 

vidro. 

2. Falta de conhecimento a respeito da atividade antitumoral desses 

fitoterápicos. 

 

Objetivos 

 

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fracionados de Mikania 

laevigata, Mikania glomerata e Mentha arvensis, caracterizadas quimicamente, as 

quais serão analisadas sobre os patógenos bucais envolvidos na cárie dental por 

meio através da:  

1. Determinação de halo de inibição através do método de difusão em disco; 

2. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) por macro e microdiluição 

em caldo; 

3. Determinação da concentração bactericida mínima (CBM); 

4. Determinação da aderência celular bacteriana à superfície de vidro 
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- Determinar in vitro a atividade antitumoral desses fitoterápicos em culturas de 

célula neoplásica (HN30) e fibroblástica (3T3) da cavidade oral. 

 

Hipóteses 

 

 1) Os extratos etanólicos de Mikania hissutissima e Mikania glomerata 

apresentarão atividade antibacteriana sob os microrganismos cariogênicos, 

revelando uma ação bactericida e bacteriostática, além de atuarem positivamente 

contra um dos fatores de virulência dos estreptocos orais que consiste na aderência 

ao substrato dental. 

 2) Mentha arvensis, popularmente conhecida como “vique”, revelará ação 

fungistática contra diferentes linhagens de Candida albicans; 

 3) As plantas medicinais Carapa guianensis (“andiroba”) e Jodina rhombifolia 

(“cancorosa de 3 pontas”), assim como os cogumelos Agaricus brasiliensis s. 

Wasser (“cogumelo-do-sol) e Lentinula edodes (“shiitake”) deverão apresentar 

atividade antiproliferativa e citotóxica contra a linhagem de células tumorais de 

carcinoma de cabeça e pescoço (HN30), mas não se deverá observar morte celular 

na linhagem de células fibroblásticas (3T3). 

 

Metodologia 

 

PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS 

Matérias-primas 

Partes (raízes, folhas e flores) das plantas Mikania serão coletadas no campo 

experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e 

Agrícolas (CBPQA) da UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas, SP, Brasil. 

Testemunhas dos espécimes de Mikania glomerata e Mikania hirsurtissima serão 

depositadas no herbário do Instituo de biologia da UNICAMP de Campinas sob os 

números de registro (códigos) MG-4 e MG-37, respectivamente. As folhas serão 

secas em estufa sob circulação de ar (40oC) por três dias e moídas para obtenção 

dos extratos.  

Folhas de Mentha arvensis e Jodina rhombifolia (“cancorosa de 3 pontas”) e 

sementes de Carapa guianesis (“andiroba”) serão coletados no município de 

Pelotas/RS e a exscicata e registro das plantas será realizada por uma botânica da 
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UFPel e depositadas no Herbário da mesma instituição. As folhas serão secas, 

primeiramente a temperatura ambiente e, depois, sob circulação da ar (40 oC) por 

três dias e moídas a obtenção do extrato. Depois disso, será dado prosseguimento 

aos processos de extração. 

Os corpos frutíferos dos cogumelos A. blazei e L. edodes serão obtidos 

através do Departamento de Produção Vegetal, Faculdade de Ciências 

Agronômicas, UNESP, Botucatu, SP, Brasil. 

 

Obtenção dos extratos e frações 

 

            Extratos etanólicos de Mikania - O pó resultante da trituração das folhas 

secas de M. glomerata e M. hirsutissima serão submetido à maceração dinâmica 

com 2L de solução de etanol : água (70:30, v/v) por 3h. Os extratos serão filtrados e 

este procedimento será repetido por duas vezes com uma solução de etanol: água 

(70:30), sob agitação mecânica. Após filtração, o processo acima será repetido e os 

extratos serão concentrados em evaporador rotativo até eliminação de todo etanol e 

em seguida serão liofilizados, fornecendo os extratos MG-4 e MG-37. 

Extrato hidroalcólico de Mentha arvensis L. -  Será realizado um extrato 

hidroalcólico de Mentha arvensis L. na concentração de 15,9%. Para isto, o pó 

vegetal resultante será submetido à maceração dinâmica com solução etanol:água 

(70:30, v/v) por 3h. Serão utilizadas 25,5g de folhas secas de “hortelã-pimenta” 

secas e moídas, para 160mL de etanol 70%. O extrato será então filtrado e este 

procedimento será repetido mais duas vezes. Logo, a extração hidroalcólica terá 

uma duração total de 9h. Depois disso, o extrato será concentrado sob pressão 

reduzida e temperatura de 41oC, em evaporador rotativo, com velocidade de 15 a 20 

rotações/minuto, até eliminação de todo etanol. De acordo com um estudo-piloto 

prévio, realizado pela mesma equipe de pesquisadores, o rendimento de extrato que 

irá se obter com 25,5g de folha seca moída para 160mL de etanol 70% será de 

76mL. Em seguida será liofilizado, fornecendo assim um pó do extrato hidroalcoólico 

bruto o que garantirá a preservação da amostra até a sua utilização no teste 

antifúngico. 

 Extratos metanólico e aquoso de Jodina rhombifolia (folha) – O extrato 

aquoso será preparado por decocção das folhas em água destilada, na temperatura 

de 70oC. Serão utilizados 25g de biomassa vegetal (pó resultante das folhas secas e 
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moídas) para 300mL de água. A duração total da extração será de 9h. A cada 3h, o 

extrato será decantado e filtrado e mais 300mL de água será adicionado ao resíduo 

para continuar o processo de extração. Este procedimento será repetindo 3x. Logo, 

será gasto um volume total de 900mL de água para as 30g de biomassa vegetal 

utilizada. Transcorrido o período de extração, os volumes de extrato serão reunidos, 

congelados a -20oC e, depois, -83oC, e submetidos à liofilização em aparelho 

liofilizador do Departamento de Biotecnologia da UFPel. O extrato metanólico será 

obtido por maceração dinâmica de 30g da biomassa da planta com 900mL de 

metanol absoluto, à temperatura de 40oC e durante o período de 72h. O extrato 

metanólico também será submetido à partição líquido-líquido (3x, à temperatura de 

25oC) com adição de metanol (fração metanólica) ou hexano (fração hexânica). 

Todos serão secos em evaporador rotatório.  

 Óleo de Carapa guianensis (semente) - Os extratos obtidos dos óleos das 

sementes desta planta serão preparados segundo Ollis (1970) e fornecidos pelo 

Laboratório de Oleoquímica do Departamento de Química Orgânica da UFPel.  

As sementes serão moídas no liquidificador e submetidas à extração por 

maceração, por 2 dias, em éter de petróleo.  Depois disso, será realizada filtração a 

vácuo do extrato e este será concentrado por destilação simples, obtendo-se assim 

o óleo. Após esta etapa de maceração, o resíduo será submetido à extração em 

Soxhlet com éter de petróleo, para remover as gorduras residuais. Para isso, cerca 

de 120g de andiroba serão submetidos a extrações sucessivas de 4h (5x) e os 

extratos concentrados, usando destilação simples. Desta forma, será obtido o extrato 

de éter de petróleo (CGEP).  

Algumas amostras retiradas dos extratores de Soxhlet serão secas, pesadas 

e submetidas à extração com solvente metanol sob refluxo por 4h (5x). O solvente 

será concentrado no evaporador rotatório à temperatura ambiente.  Por decantação, 

será obtido um precipitado que será recuperado sob filtração a vácuo e, após seco, 

resultando no extrato metanólico(CGEM).   

 Extrato aquoso de Agaricus brasiliensis e Lentinula edodes do basidioma – 

Para a extração aquosa do corpo frutífero do cogumelo serão utilizados 100g de pó 

seco de cada cogumelo, obtidos da trituração do corpo frutífero destas espécies. O 

extrato aquoso será preparado por decocção do pó em água destilada, a 70oC. 

Serão utilizados 30g de biomassa vegetal (pó resultante das folhas secas e moídas) 

para 300mL de água. A duração total da extração será de 9h. A cada 3h, o extrato 
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será decantado e filtrado e mais 300mL de água será adicionado ao resíduo para 

continuar o processo de extração. Este procedimento será repetindo 3x. Logo, será 

gasto um volume total de 900mL de água para as 30g de pó utilizado. Transcorrido o 

período de extração, os volumes de extrato serão reunidos, congelados a -20oC e, 

depois, -83oC, e submetidos à liofilização em liofilizador. 

  

MICRORGANISMOS 

 

 Os microrganismos utilizados serão estreptococcus do grupo mutans: 

- Streptococcus mutans UA159 

- Streptococcus sobrinus 6715 

 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

 

PREPARO DA SUSPENSÃO BACTERIANA 

 

 Os microrganismos serão inicialmente reativados a partir das suas culturas 

originais mantidas em meio líquido BHI (Brain Heart Infusion) contendo 20% de 

glicerol à –800C (ou liofilizadas) e posteriormente serão cultivados em placas de ágar 

BHI e Ágar Columbia contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro nas 

seguintes condições: temperatura de 370C, em atmosfera de 10% CO2 por 18-24 

horas. Colônias isoladas serão ressuspendidas em 5mL de solução de NaCl 0.89% 

estéril até atingir uma turbidez equivalente na escala 0,5 de Mc.Farland (1,5 x 108 

bact/mL). A suspensão assim obtida será utilizada para as determinações descritas 

a seguir. 

 

 

 

HALO DE INIBIÇÃO 

 

Os procedimentos para a determinação dos halos de inibição serão 

realizados de acordo com a metodologia descrita por Piddock (1990). Uma alíquota 

de 400 µL de cada suspensão bacteriana será homogeneizada com 40 mL de ágar 

BHI a 45 oC, sendo distribuída em placa de Petri (Ø 150mm), sobre uma camada 
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base preexistentes de ágar MH (Mueller Hinton). Para o método de difusão em ágar, 

os procedimentos do inóculo são apropriados para providenciar um crescimento 

semi-confluente dos microrganismos testados (1-2 x 108 UFCs/mL).  

               Seis cilindros estéreis de aço-inoxidável 8.0 x 10 mm (diâmetro interno de 6 

mm) serão colocados sobre cada placa de ágar inoculado. Os extratos secos de 

Mikania hirsutissima e Mikania glomerata serão diluídos em etanol absoluto (100%, 

v/v) até obter uma concentração de 10%. 40µL dos extratos e o seu controle 

negativo (100%, v/v) serão colocados nos cilindros. As placas serão mantidas por 2 

h na temperatura ambiente para permitir a difusão dos extratos através do ágar. 

Após estes procedimentos, as placas serão incubadas em ambiente de 

microaerofilia, em temperatura de 37oC e 10% de CO2. 

 

CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

 

 A determinação do CIM será realizado em meio líquido, através da 

técnica de macro-diluição (PHILLIPS, 1991; PIDDOCK, 1990). Para isto, a 

suspensão microbiana será homogeneizada em caldo BHI na proporção 1:1000 (v/v) 

(diluído em relação ao inóculo utilizado para halo de inibição) de modo a obter uma 

concentração bacteriana em torno de 1-2 x 105 UFC/mL, e a concentração dos 

extratos testados variará de 25 a 1600 µg/mL.  

 Após a homogeneização, 4960µL serão transferidos em tubos de vidro 

estéreis, sendo posteriormente pipetados 40µl dos extratos de Mikania glomerata e 

Mikania hirsutissima (com concentração final variando entre 2,5 e 177,8µg/mL) ou 

controle negativo (etanol 100%, v/v). Os tubos serão em seguida homogeneizados 

com auxílio de um vortex em baixa velocidade e incubados nas mesmas condições 

descritas anteriormente (temperatura de 37oC e 10% de CO2). 

O CIM será considerado a menor concentração do extrato onde não houve 

crescimento bacteriano visível, ou seja, uma leitura da absorbância a 600 nm 

(Abs.660) menor que 0,05.  

 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA (CBM) 
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Os tubos incubados para determinação da CIM em meio líquido serão 

utilizados para determinação da CBM (PHILLIPS, 1991; PIDDOCK, 1990). Uma 

alíquota (50µl) será inoculada em placas de Ágar Columbia suplementado com 5% 

de sangue de carneiro e posteriormente as placas serão incubadas em ambiente a 

37oC e 10% CO2. O CBM será considerado a menor concentração do extrato onde 

não houve crescimento celular sobre a superfície do ágar inoculado (99,9% de morte 

microbiana). 

 

TESTE DE ADERÊNCIA CELULAR À SUPERFÍCIE DE VIDRO 

 

Será preparado meio de cultura BHI caldo com 1% de sacarose. O inoculo 

será padronizado em nível de absorbância de 660nm (0,135 abs). A inoculação do 

meio será na proporção de 1:100. O meio inoculado será distribuído (2480µL) em 

tubos de vidro rosqueados e serão acrescentados 20µL das amostras de extratos. 

Serão separados dois tubos para controle negativo com etanol 100%. Após 

agitação, os tubos serão incubados por 18h, a 37oC e 10% de CO2. Os tubos serão 

dispostos numa angulação de 30o. 

A leitura poderá ser visível ou em espectrofotômetro.  

Para leitura em espectrofotômetro, será pipetado 1mL de tampão fosfato de 

potássio 0.05M, pH 6.8, contendo 0.02% de azida sódica. Em seguida, as células 

bacterianas aderidas aos tubos serão gentilmente lavadas e o seu sobrenadante 

descartado. Este procedimento será repetido. Depois, serão pipetados 5mL de 

tampão e se realizará a seqüência: agitação em aparelho Vortex, Ultrassom, e  

desprendimento com auxílio com bastão de vidro. Com isto, será finalizado o 

procedimento para realização da leitura em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 550nm (luz visível). Os resultados serão obtidos pelo cálculo da diferença 

entre o valor encontrado e o valor obtido pelo controle. 

  

ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Serão realizadas triplicatas de 4 experimentos distintos para cada 

concentração dos extratos utilizada (n=9). Os dados obtidos serão submetidos 

inicialmente a uma análise exploratória para determinação do melhor teste 
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estatístico, sendo em seguida aplicado o teste mais conveniente para cada análise 

do presente trabalho. 

 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

A avaliação antifúngica do extrato hidroalcólico de Mentha arvensis L. será 

realizado através da técnica de Microdiluição em Caldo (MC) de acordo com o 

documento de referência M27A2 (NCCLS/CLSI, 2005). Esta metodologia será 

utilizada para testar as leveduras frente ao extrato hidroalcólico das folhas de 

Mentha arvensis L., recebendo uma adaptação da técnica para este. O teste de 

susceptibilidade pelo método de MC será realizado em placas plásticas de 

microtitulação estéreis (Nuclon®1) com 96 poços de fundo chato, constituídos em oito 

séries identificadas de A a H, cada qual com doze poços. A partir da solução-mãe do 

extrato vegetal 10% será realizada uma diluição seriada de razão 2 em caldo RPMI-

1640 As dez diferentes concentrações obtidas a partir do extrato hidroalcólico bruto 

serão diluídas a 1:5 em meio de cultivo RPMI e alíquotas de 100µl dessas 

concentrações serão dispensadas seqüencialmente nas placas de microtitulação, 

preenchendo os poços pertencentes às colunas numeradas de um a dez. 

Para leitura do teste, será realizada comparação visual e espectrofotométrica 

do crescimento da levedura ocorrido nos poços referentes às diferentes 

concentrações testadas (poços de 1 a 10) com o seu crescimento no poço-controle 

positivo. A menor concentração capaz de produzir inibição do crescimento da 

levedura em relação ao poço controle-positivo sem o extrato vegetal testado será 

identificada como a CIM (Concentração Inibitória Mínima) do extrato vegetal para 

esta amostra. Todas as diluições do extrato vegetal e grupos de controle serão 

testados em duplicata. 

 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL 

  

LINHAGENS CELULARES 

                                                
1
 Intermed, Nunc A/S, Roskildo, Dinamarca 
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Serão utilizadas uma linhagem celular derivada de carcinoma epidermóide bucal, 

HN30 (National Institutes of Health), e uma linhagem não-tumoral de células-

controle, 3T3, fibroblastos embrionários de ratos. 

 

CULTIVO E LINHAGEM CELULAR 

 As células serão mantidas estocadas em nitrogênio líquido e após o 

descongelamento em banho-maria, serão distribuídas (5 X 105 ml/células) em 

garrafas para cultivo celular contendo 3 ml de meio de cultura DMEM (Meio de Eagle 

Modificado por Dulbecco - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), contendo 10% 

de soro fetal bovino (Cultilab Ltda., Campinas, SP, Brasil) e 1% de solução 

antibiótica-antimicótica (penicilina/anfotericina B - Sigma). O meio de cultivo será 

trocado a cada dois ou três dias e o acompanhamento do crescimento celular se 

dará a cada 24 horas, através de um microscópio óptico invertido (Quimis, 

Diadema, SP, Brasil).  

 As células serão mantidas em estufa (marca da estufa) a 37ºC, numa 

atmosfera úmida, contendo 95% de ar e 5% de CO2. Os subcultivos serão realizados 

quando a densidade celular atingir mais de 80% de monocamada confluente. Todos 

os procedimentos para a obtenção do cultivo de células tumorais serão realizados 

em gabine de biossegurança. 

 A contagem celular será obtida através do método da exclusão de células 

coradas pelo azul de Trypan. Essas células serão ressuspensas em PBS e coradas 

com azul de Trypan a 0,4%, o qual penetra a membrana de células mortas corando-

as. Ambas as câmaras de um hemocitômetro (câmara de Neubauer) receberão essa 

suspensão de células, as quais serão contadas sob microscópio invertido de fase. O 

número total de células e o número total de células viáveis serão obtidos através de 

equações matemáticas.  

O percentual de viabilidade da população celular será obtido dividindo-se o 

número total de células viáveis pelo número total de células e o resultado 

multiplicado por 100 (FRESHNEY, 2005).  

 As linhagens celulares HN30 e 3T3 serão cultivadas em meio RPMI 1640 com 

10% de soro fetal bovino e incubadas em ambiente à temperatura 37oC, 5% de CO2 

e 95% de umidade relativa. Após 24h de incubação, serão submetidas a diferentes 

concentrações dos extratos e frações. Transcorrido 48h, será realizado ensaio 

colorimétrico de quantificação de viabilidade celular com os corantes sulforodamina 
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B ou MTT e feita a leitura da densidade óptica em espectrofotômetro a 492 nm e/ou 

540nm.  
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Orçamento 

 

Natureza Quantidade Preço (R$) 

Reagentes químicos 

Etanol PA 2L 35,00 

Acetato de etila 2L 180,00 

Clorofórmio 2L 170,00 

Hexano 2L 190,00 

Éter de petróleo 2L 300,00 

Metanol PA 4L 250,00 

Tampão MOPs   380,00 

Sacarose PA 250g 70,00 

Hipoclorito de sódio 10% 60kg 63,00 

Meios de Cultura 

Agar BHI 500g 178,00 

Caldo BHI 500g 156,00 

Agar Mueller-Hinton 500g 156,00 

Agar Columbia 500g 330,00 

RPMI 1640 1L 80,00 

Saborraud Dextrose Agar 500g 300,00 

DMEM 5L 750,00 

Matérias-primas   

Cogumelo-do-sol 5kg 75,00 

Shiitake 5kg 75,00 

Material permanente de laboratório  1.000,00 

Produção de painéis 200,00 

Publicações 200,00 

Digitação e impressão dos artigos 500,00 

Materiais diversos 100,00 

TOTAL 5.482,00 



3 Revisão de Literatura 

 

3.1 Candidíase 

 

Os tratamentos prolongados com antibacterianos, assim como os avanços 

tecnológicos na medicina e o aumento de hospedeiros imunodeprimidos têm 

contribuido para o desequilíbrio da microbiota oral.  Diante desta realidade, Candida 

albicans tornou-se o microrganismo responsável por infecções de pele e mucosas, 

sendo considerado um problema de Saúde Pública (PAULA, 1998; CALDERONE; 

FONZI, 2001).  

Leveduras do gênero Candida são microrganismos integrantes da microbiota 

humana desde o nascimento. Esta condição propicia comumente uma relação de 

equilíbrio entre parasita-hospedeiro diante da manutenção da integridade das 

barreiras teciduais. Um desequilíbrio deste binômio pode levar à  uma micose 

superficial denominada candidíase (BURNETT et al., 1998; JORGE, 1998; LACAZ et 

al., 2002). 

A compatibilidade de coexistência dessa população microbiana com a saúde 

individual decorre do desenvolvimento, desde o início da vida humana, através de 

mecanismos imunológicos, de um processo de adaptação e readaptação contínuo. 

Esta condição microbiológica propicia comumente uma relação de equilíbrio entre 

microrganismo-hospedeiro, diante da manutenção da integridade das barreiras 

teciduais, relação harmônica da microbiota autóctone e funcionamento adequado do 

sistema imunológico humano, havendo em contrapartida por parte da levedura, 

permanência equilibrada da capacidade de aderência às superfícies da cavidade 

oral e da produção de enzimas e toxinas. Devido a isso, se estabelece um vínculo 

biológico entre o organismo humano e os microrganismos que ele costuma abrigar. 

Tal vínculo garante a condição sapróbia desses microrganismos, em equilíbrio 

ecológico denominado anfibiose, caracterizando uma situação entre simbiose e a 

antibiose (LACAZ et al., 2002). 

Uma variedade de mecanismos de proteção age intraoralmente. O epitélio 

atua como uma barreira física, e a renovação epitelial contribui para a defesa do 

hospedeiro. Além disso, a mucosa oral é constantemente lubrificada pela saliva, que 

possui função diluente, enxaguatória e contêm fatores antimicrobianos, incluindo 

lisozima, lactoferrina e lactoperoxidase, que constituem uma barreira de proteção 
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contra microrganismos onde são incluídos vários fungos, entre eles as leveduras do 

gênero Candida. O sistema imune secretor é um sistema imunológico local que 

protege a mucosa e que pode ser estimulado independentemente da imunidade 

sistêmica (CHALLACOMBE, 1994). 

O equilíbrio da microbiota oral pode ser alterado, facilitando o 

desenvolvimento de ação patogênica, por parte dos microrganismos que a integram, 

destacando-se a Candida albicans em porcentagens que variam entre 30 a 60% e 

em menor número as espécies C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. 

stellatoidea entre outras (BURNETT et al., 1978). Desta forma, esta levedura deixa a 

sua condição sapróbia e passa, ocasionalmente, a exercer a ação patogênica 

quando a virulência do fungo supera a resistência do hospedeiro (CHIMENOS et al, 

1998). 

A aderência de Candida é considerada um importante fator de virulência visto 

que consiste no primeiro estágio da colonização da levedura em várias regiões do 

hospedeiro, sendo a causa inicial da infecção (PIRES et al., 2001) 

A candidíase pode ser definida como uma infecção micótica causada pelo 

fungo do gênero Candida, sendo a espécie C. albicans a mais prevalente, porém 

outras espécies têm sido citadas, como C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, 

C.stellatoidea, C. glabrata, C.guilhermondi, C. krusei, C. kefir e C. dubliniensis, 

associadas à recorrência de candidíase oral em imunodeprimidos (COLEMAN et al., 

1998; SULLIVAN et al., 1995; PAULA, 1998). 

Calcula-se que aproximadamente em 60% ou mais dos indivíduos sadios se 

podem isolar Candida. Todavia não está claro por que algumas pessoas podem ser 

portadoras e outras não, porém fatores nutricionais e interações com a microbiota 

bacteriana podem ser importantes (ALDRED et al., 1989; CHIMENOS et al., 1998). 

Vários fatores são citados como responsáveis pela ocorrência das 

candidíases, os mais conhecidos em relação ao hospedeiro são: fase de 

crescimento do hospedeiro, perda de dentes, restaurações, aparelhos (ortodônticos 

e protéticos), mudanças de hábitos alimentares, higiene oral, doenças sistêmicas, 

alterações hormonais, certas drogas sistêmicas e locais, imunodepressão, radiação 

e quimioterapia (ALDRED et al., 1989; BARTHOLOMEW et al., 1987). Dentre os 

fatores de virulência do agente fúngico, refere-se ao fenômeno de aderência 

(adesina), à forma miceliana, à variabilidade fenotípica, à produção de enzimas 
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extracelulares (protease e fosfolipase) e às toxinas produzidas (PAULA, 1998; 

BURNETT et al., 1978). 

Pacientes infantis portadores de distúrbios hematológicos, como leucemia, 

são hospedeiros facilmente susceptíveis a infecções microbianas, especialmente por 

fungos do gênero Candida (WANG et al., 2005). A candidemia em crianças e adultos 

tem crescido nos últimos anos e, muitas vezes, é proveniente da estadia dos 

pacientes em ambientes hospitalares, e pode também levar à morte dos indivíduos 

(ZAOUTIS et al., 2005). 

Pacientes imunodeprimidos, portadores de HIV, apresentam 

predominantemente infecção por leveduras do gênero Candida, instalada 

principalmente na língua ou mucosa oral. A má nutrição também consiste num fator 

predisponente da ocorrência da micose, no entanto, a infecção por HIV é o fator de 

risco com maior relevância (SCHEUTZ et al., 1997). 

Um estudo comparativo da presença de leveduras de Candida em crianças 

portadoras ou não de Síndrome de Down revelou uma diferença estatisticamente 

significativa naquelas acometidas por essa alteração cromossômica, sendo estas 

mais vulneráveis à candidíase bucal, talvez devido às alterações anátomo-

fisiológicas da cavidade oral decorrentes da trissomia do cromossomo 21 (VIEIRA et 

al., 2005).  

C. albicans consiste na levedura predominante em infecções orais, 

principalmente em crianças e pouco se sabe da sua hemostasia em ambiente oral. O 

recém-nascido, por si só, já é um ser imunodeprimido, por não possuir ainda as suas 

defesas orgânicas constituídas, sendo um alvo fácil para a proliferação de uma 

infecção fúngica. O contágio em recém nascido se dá durante a passagem pelo 

canal de parto e posteriormente em contato com pessoas e objetos contaminados 

(bicos de mamadeiras e chupetas) raramente se dá intra-útero. 

Numa pesquisa realizada com 150 crianças portuguesas, após 36 meses de 

avaliação pós-tratamento dos escolares, foi observado que crianças portadoras de 

candidíase oral continuavam a manter um foco de infecção mesmo após o 

tratamento e apresentando boas condições de higiene oral (STARR et al., 2002).  

Uma investigação da virulência e propriedades adesivas de 50 isolados de C. 

albicans, sorotipos A e B, coletados em 40 pacientes pediátricos infectados, não 

demonstrou relação entre a virulência e a adesividade com o biotipo, sorotipo ou 

sítio de isolamento da espécie coletada (KENNEDY ET AL., 1992). Por outro lado, 
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uma pesquisa de Tortorano et al. (TORTORANO et al., 2005) revelou forte 

correlação entre a formação de biofilme de Candida com as leveduras desta espécie 

de sorotipo B. 

A identificação correta e precisa do agente causal é importante para a 

caracterização epidemiológica das infecções, como também para a escolha do 

tratamento. Desta maneira a identificação das espécies de Candida é de extrema 

utilidade nos laboratórios de rotina. O arsenal terapêutico antifúngico tem aumentado 

muito nos últimos anos, buscando atender a uma demanda crescente na micologia 

médica, destacando o tratamento tópico de dermatomicoses (NIMURA et al., 2001). 

Na década de 80, alguns fatos como incremento de diagnóstico, aumento das 

septicemias por leveduras, uso de procedimentos terapêuticos e/ou cirúrgicos 

invasivos ou até mesmo o surgimento de novas doenças imunossupressoras como a 

AIDS têm pressionado a indústria químico-farmacêutica no sentido de buscar novas 

alternativas de fármacos para o tratamento das infecções fúngicas (LACAZ et al., 

2002; SIDRIN; ROCHA, 2004). 

A terapêutica de doenças fúngicas apresenta grande descompasso em relação 

à terapêutica antibacteriana, podendo essa assertiva ser facilmente comprovada pela 

disparidade numérica entre antifúngicos e antibacterianos disponíveis no mercado 

(SIDRIN; ROCHA, 2004). Algumas drogas antifúngicas, tais como os macrolídeos 

poliênicos (anfotericina B e nistatina) e os azóis (fluconazol, itraconazol e 

cetoconazol) são freqüentemente utilizados em terapias antifúngicas com certas 

limitações devido aos seus efeitos colaterais como toxicidade e surgimento de cepas 

resistentes (PFALLER, 2005; PFALLER; DIEKEMA, 2004; YAGIELA et al., 2004). 

Na literatura existem relatos de leveduras resistentes a antifúngicos e um dos 

principais elementos responsáveis a isso foi a pandemia da AIDS, uma vez que os 

azóis representaram opção terapêutica menos tóxica e mais cômoda que a 

anfotericina B, pois freqüentemente os indivíduos acometidos por candidiase oral e 

esofágica faziam uso de fluconazol por tempo prolongado e conseqüentemente 

inúmeros relatos de resistência de C. albicans ao fluconazol em pacientes com AIDS 

foram descritos (PFALLER et al., 1994). 

 A candidíase oral apresenta quatro formas básicas de manifestação clínica, 

segundo classificação de Neville et al. (2002): (1) candidíase peseudomembranosa 

aguda, (2) candidíase atrófica aguda; (3) candidíase atrófica crônica, e (4) 

candidíase crônica hiperplásica. 
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Neste estudo, foi pesquisada a candidíase atrófica crônica, também conhecida como 

“estomatite por dentadura”, que é caracterizada por eritema crônico, comumente 

vista no palato sob base de dentadura e na comissura labial, em conseqüência da 

perda de dimensão vertical de oclusão (DVO), da idade avançada ou pela 

deficiência de complexo B, onde recebe a denominação de queilite angular por 

candidíase.  Esta condição é caracterizada por vários graus de eritema, como lesões 

puntiformes, eritema difuso, máculas eritematosas, algumas vezes acompanhados 

de micropápulas (hiperplasia papilar) (AKPAN; MORGAN,2002; NEWTON, 1962).. 

 

3.2 Cárie dental 

 

A cárie dental é uma doença multifatorial infecto-contagiosa associada a 

bactérias patogênicas residentes no biofilme dental, dentre as quais merecem 

destaque os estreptococos do grupo mutans (NAPIMOGA et al., 2005; 

BABAAHMADY et al., 1998). Os estreptococos do grupo mutans são os principais 

agentes etiológicos da cárie dental em humanos e são classificados em sete 

espécies. Dessas espécies, Streptococcus mutans e S. sobrinus são os mais 

freqüentemente isolados da cavidade bucal humana. Adicionalmente, pesquisas têm 

demonstrado que a coexistência de S. mutans e S. sobrinus é um importante fator 

no desenvolvimento da cárie dental (BABAAHMADY et al., 1998). 

O biofilme dental ou placa dental é uma estrutura que serve como defesa dos 

microrganismos residentes contra o hospedeiro e agente antimicrobianos. Por isso, o 

controle da placa dental é o fator chave na prevenção de cáries e doenças 

periodontais (BABAAHMADY et al., 1998). 

A formação deste biofilme inicia-se com a formação da película adquirida que é 

uma fina camada aderida à superfície dental, constituída principalmente por 

componentes salivares, além de produtos bacterianos e constituintes citoplasmáticos 

(GIBBONS; VAN HOUTE, 1975). Minutos após sua formação, bactérias interagem 

com a película através de uma série de mecanismos específicos (GIBBONS, 1996; 

JENKINSON; LAMONT, 1997) e na seqüência, outras bactérias da mesma espécie e 

espécies diferentes se aderem tanto à película adquirida quanto às bactérias já 

aderidas (KOLENBRANDER, 1988). 

A cavidade oral apresenta uma microbiota natural com composição 

característica que na maioria das vezes coexiste de modo harmônico e pacífico com 
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o hospedeiro, mantendo a integridade dos tecidos bucais. Entretanto, alguns fatores 

podem causar um desequilíbrio desta comunidade, de modo a favorecer o 

crescimento e o estabelecimento de bactérias odontopatogênicas, como os 

estreptococos do grupo mutans. Um dos principais fatores desse desequilíbrio é a 

dieta rica e freqüente em sacarose. Esta dieta promove um aumento da proporção 

de estreptococos do grupo mutans, uma vez que estes microrganismos apresentam 

algumas vantagens ecológicas quando da presença deste açúcar no meio bucal, 

permitindo a sua aderência, colonização e posterior acúmulo na superfície do 

esmalte dental (HAMADA; SLADE, 1980). 

Uma forma de reduzir a formação de biofilme é a remoção mecânica em 

intervalos regulares com escovas de dente e fio dental. Entretanto, pacientes 

especiais, com dificuldades motoras ou impossibilitadas da prática de escovação 

não conseguem realizá-la. Assim, o controle químico se faz necessário nesses 

casos. Deste modo, estratégias têm sido estudadas no sentido de prevenir a cárie 

dental, seja inibindo o crescimento dos estreptococos do grupo mutans na cavidade 

bucal ou inibindo a aderência destas bactérias à superfície dos dentes, impedindo 

assim a formação do biofilme dental (BABAAHMADY et al., 1998). 

Vários agentes químicos têm sido ensaiados com o objetivo de restringir o 

efeito nocivo do biofilme ao hospedeiro, tais como flúor, antibióticos e antissépticos, 

particularmente a clorexidina, que é muito eficaz na inibição do biofilme e tem 

diferentes usos como adjunto ou substituto temporário no controle mecânico do 

biofilme. Ela é um dos mais seguros e eficientes agentes antimicrobianos, porém, 

apresenta vários efeitos colaterais.  As manchas dentais são o efeito adverso mais 

importante da clorexidina, embora o gosto desagradável, alterações no paladar, 

erosões mucosas também sejam outros efeitos adversos importantes e que motivam 

o desenvolvimento de outros agentes antimicrobianos (SARI; BIRINCI, 2007; 

ZANATTA et al., 2007). 

 

3.3 Plantas medicinais 

 

Atualmente tem sido observado um crescente uso de produtos naturais para a 

prevenção de doenças, devido às suas possíveis propriedades farmacológicas, 

principalmente antimicrobianas (ALIGIANIS et al., 2001; DUARTE et al., 2005; 

QUIROGA et al., 2001; XIAO et al., 2007; HAMMAD et al., 2007; FANI et al., 2007). 
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As plantas medicinais produzem uma grande variedade de metabólitos 

secundários, muitos deles com atividade antibacteriana e antifúngica. Exemplos bem 

conhecidos destes compostos são os flavonóides, fenóis e glicosídeos fenólicos, 

lactonas insaturadas, compostos sulfurados, saponinas, glicosídeos cianogênicos e 

glucosinolatos (QUIROGA et al., 2001). Com base na literatura, a investigação de 

produtos naturais ativos contra estreptococos orais e Candida spp. cresceu 

significativamente nos últimos 10 anos, com a pesquisa de aproximadamente 258 

espécies de plantas de 94 famílias (DUARTE et al., 2005). 

Assim, a descoberta de novos produtos naturais com atividade antibacteriana 

e talvez com menor efeito adverso, quando comparados aos produtos 

industrializados, seria de grande importância para obtenção de um meio efetivo de 

controle da formação de um biofilme patogênico. Porém, para avaliar a atividade 

biológica, são necessárias análises progressivas começando com estudos 

laboratoriais in vitro, passando por modelos de estudo in vivo e culminando com os 

estudos clínicos longitudinais (TEN CATE E MASH, 1994). 

As plantas medicinais têm sido utilizadas em várias áreas da saúde como 

forma alternativa de tratamento e prevenção (LEWIS E ELVIN-LEWIS, 1977). Existe 

uma tendência para o aumento do uso destas plantas e isto seria de grande utilidade 

principalmente nos países em desenvolvimento, como no Brasil, que apresenta uma 

grande biodiversidade e onde a população carente poderia ter acesso a formas 

terapêuticas de custos mais baixos em relação a medicamentos industrializados 

(ISRAELSON, 1991).  

Além disso, após o reconhecimento de patente pelo governo brasileiro 

(BRASIL, 1996), o estudo de plantas medicinais com o objetivo de isolar e identificar 

moléculas bioativas, novas ou não, tem sido de interesse vital para o 

desenvolvimento científico, tecnológico e econômico do país na descoberta de 

novos fármacos. Nesse contexto, substâncias de origem natural com ação 

antimicrobiana podem ser de interesse na prevenção e controle da doença cárie.   

 

3.4 Mikania sp. 

 

Dentre as inúmeras plantas de interesse, destacam-se as espécies Mikania 

glomerata Spreng. e Mikania hirsutissima DC, conhecidas popularmente como 

“guaco” ou “guaco cheiroso” e “cipó-cabeludo” ou “guaco cabeludo”, 
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respectivamente, sobressaindo-se entre outros produtos naturais, devido as suas 

propriedades antimicrobianas contra bactérias orais (CECANHO et al., 1998, 1999, 

YATSUDA et al.,  2005).  

As plantas da espécie M. glomerata Spreng se distribuem pelas regiões 

tropicais da África, Ásia e América do Sul (Argentina, Paraguai, Uruguai). No Brasil, 

ocorrem principalmente nas regiões sul e sudeste. Desenvolvem-se como 

trepadeiras arbustivas, lenhosas, apresentando caule cilíndrico e ramoso. A M. 

hirsutissima DC é também conhecida popularmente como “erva dutra” e “cipó-

almécega-cabeludo”. Essa espécie difere das outras espécies de Mikania por 

possuir folhas pilosas, além de produzir uma resina de cheiro semelhante à resina 

de almécega (COSTA, 1972). Também cita-se a presença de óleo essencial, taninos 

(CRUZ e LIBERALLI, 1938) ácidos caurenóico e 16-hidro-caurenóico, cumarina e 

sesquiterpenos (OHKOSHI et al., 1999, RODRIGUES, 1998). O “cipó cabeludo” é 

usado extensamente na medicina brasileira para tratar desordens do sistema renal 

(diurético), blenorragia, diarréia, reumatismo e gota (CRUZ, 1995). Um composto 

cícliclo isolado, chamado por micaniahumuleno, apresentou inibição in vitro de 

células leucêmicas de rato (FUJIMOTO, 1995). 

O gênero Mikania possui cerca de 400 espécies, sendo que 

aproximadamente 10% destas foram estudadas quimicamente (CASTRO, 

JAKPOVIC e BOHLMANN, 1986) especialmente as espécies laevigata e glomerata. 

Trabalhos desenvolvidos por Cecanho et al. em 1998 e 1999, demonstraram que o 

extrato bruto da M. laevigata apresenta atividade antimicrobiana e é capaz de inibir 

in vitro a aderência celular de S. sobrinus.  Estudos recentes desenvolvidos por 

Yatsuda et al. (2005) demonstraram que os extratos brutos e as frações (acetato de 

etila e hexânica) tanto da M. laevigata quanto da M. glomerata apresentam atividade 

antimicrobiana e são capazes de inibir in vitro a aderência celular de microrganismos 

do grupo mutans, em baixas concentrações, sugerindo que a mesma tem potencial 

anticariogênico. Os extratos que apresentaram maior atividade antimicrobiana para 

ambas espécies de Mikania foram os hexânicos, indicando que o(s) componente(s) 

farmacologicamente ativo(s) contra os microrganismos testados possui(em) 

característica(s) apolar(es) (YATSUDA et al., 2005).  

Análises fitoquímicas dos diferentes extratos e frações de M. laevigata e M. 

glomerata, já foram isoladas e identificadas até o momento pelo CPQBA (Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas da UNICAMP, 
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Paulínia, SP), destacando-se a cumarina, o ácido caurenóico, o ácido cupressênico, 

o caurenol, o ácido grandiflórico e seus derivados, o espatulenol, o eicosano, os 

ácidos de cadeia longa, o caureno, dentre outros. Estudos também realizados por 

REHDER et al. (2002), demonstram que tanto a M. laevigata quanto a M. glomerata 

apresentam semelhanças químicas qualitativas, entretanto sendo diferentes quando 

analisadas quantitativamente. Dentre as principais diferenças podemos destacar a 

presença predominante de cumarina na M. laevigata, além de compostos 

diterpênicos, enquanto na M. glomerata há prevalência dos compostos diterpênicos. 

Assim, não se faz necessário o estudo de ambas as espécies, pois apresentam os 

mesmos compostos, ocorrendo variação apenas quantitativa (REHDER et al., 2002).  

Considerando que a Mikania possui compostos bioativos promissores para o 

controle da doença cárie (YATSUDA et al., 2005), estudos foram realizados para a 

identificação e isolamento destes compostos responsáveis pelas ações 

antimicrobiana e inibitória da aderência celular. Esses estudos são necessários para 

a descoberta de novos produtos naturais ou compostos químicos isolados com 

atividade antibacteriana, antiplaca e com menores efeitos adversos que os produtos 

industrializados já existentes. Posteriormente, outras investigações utilizando 

modelos in vivo (animais e humanos) deverão ser realizadas a fim de se comprovar 

o efeito antimicrobiano destes compostos. 



4 Relatório do trabalho de campo 

 

 O Projeto de Pesquisa: Atividade antimicrobiana e antineoplásica de alguns 

produtos naturais iniciou seu desenvolvimento no mês de abril de 2004 pelo 

Programa de Pós-Graduação em Odontologia, área de concentração Dentística. A 

realização do presente projeto se deu nos Laboratórios de Microbiologia Oral e no 

Centro de Diagnóstico de Doenças da Boca (CDDB) da Faculdade de Odontologia, no 

Laboratório de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia do 

Instituto de Biologia assim como no Laboratório de Bioquímica no Instituto de Química 

e Geociências, desta forma podendo o bolsista atuar de forma interdisciplinar e 

interdepartamental. Esta atuação em diferentes áreas de pesquisa permitiu uma ampla 

atuação e participação deste em diversas linhas de pesquisa, além do trabalho em 

questão, conforme se pode observar nos resumos apresentados em congressos e 

artigos publicados em periódicos posteriormente relacionados. 

Durante a realização das disciplinas obrigatórias para obtenção do título 

requerido, no primeiro ano foi realizada a revisão bibliográfica a respeito do tema 

proposto. Assim como neste mesmo ano se fez um projeto piloto para avaliar as 

condições para realização do experimento. 

No segundo ano foram obtidos os primeiros produtos a serem estudados, 

plantas e os cogumelos, assim como iniciou-se a confecção dos extratos para serem 

testados. Conjuntamente foi realizado um treinamento junto à equipe do prof. Pedro 

Luiz Rosalen, para aprendizagem das técnicas a serem aplicadas nos ensaios 

antimicrobianos. 

Nos dois anos seguintes outros produtos naturais foram adquiridos para 

confecção de extratos. Sendo posteriormente realizados testes não só frente aos 

microrganismos patogênicos da cavidade bucal como também em células 

(neoplásicas e não-neoplásicas) para observação de toxicidade.  

 No ano de 2006, durante a Qualificação para Doutorado foi sugerido pela 

banca examinadora, que fosse realizado um estudo de levantamento da frequência 

de Candidíase Atrófica Crônica (CAC) na Faculdade de Odontologia, dentre os 

pacientes atendidos no CDDB, e isolamento da levedura para posterior identificação 

das espécies. Portanto do período de novembro de 2006 a novembro de 2007 foram 

avaliados os pacientes atendidos no CDDB com lesões compatíveis com CAC que 

responderam um questionário (ANEXO) e assinaram o termo de consentimento livre 
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e esclarecido parta participação no projeto. Previamente, tal projeto foi encaminhado 

ao Comitê de Ética em Pesquisa e foi aprovado. 

Finalmente, a partir de novembro de 2007 os resultados obtidos com as 

coletas de material da mucosa oral dos pacientes com CAC atendidos no CDDB e 

com os questionários respondidos, passou-se a análise estatística dos resultados 

para verificação se houve ou não relação entre o isolamento da levedura causadora 

de CAC com os fatores predisponentes analisados. E ao acrescentar os resultados 

previamentes observados com a priemira etapa do projeto de doutorado seguiu-se 

para a confecção da tese. 

O trabalho de avaliação da atividade antifúngica do extrato hidroalcólico de 

Mentha arvensis L. já está sendo realizado com as leveduras de Candida isoladas 

de pacientes com CAC, conforme foi sugerido na defesa de qualificação do projeto 

de tese. A extração a partir das folhas de Mentha já foi realizada e os ensaios 

antifúngicos já estão sendo concluídos. 

Com relação às avaliações da atividade antineoplásica dos extratos de Jodina 

rhombifolia (“cancorosa-de-3-pontas”) e da Carapa guianensis (“andiroba”), os 

ensaios também estão sendo conluídos com resultados promissores contra as 

linhagens tumorais, sendo considerados potenciais quimioterápicos naturais. O 

fracionamento desses extratos está sendo realizado e novos experimentos serão 

realizados com as suas frações. O extrato aquoso de Lentinula edodes foi 

previamente testado em ensaio contra linhagens celulares neoplásicas e não 

demonstrou nenhum efeito citotóxico ou antiproliferativo. Estes ensaios estão sendo 

repetidos, juntamente com o extrato aquoso de Agaricus brasiliensis. 

A seguir, seguem as citações dos artigos em periódicos e resumos em anais 

apresentados durante o período de realização do doutorado.  

 

Resumos e Artigos confeccionados no período:  

 

Artigos em Periódicos 

LUND, R.G., SEHN, F.P., PIVA, E., DETONI, D., MOURA, F.R.R., CARDOSO, P.E.C., 
DEMARCO, F.F. Clinical Performance and Wear Resistance of Two Compomers in Posterior 
Occlusal Restorations of Permanent Teeth: Six-Year Follow-Up. Operative Dentistry. v.32, 
p.118 - 123, 2007. 

DEMARCO, F.F., CENCI, M.S., PEREIRA, C.L., LUND, R.G., CARVALHO, R.M. One-year 
comparison of metallic and translucent matrices in Class II composite resin restorations. 
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American Journal of Dentistry. v.20, p.41 - 45, 2007. 

MOURA, F.R.R., ROMANO, A.R., DEMARCO, F.F., LUND, R.G., BRAGHINI, M., 
RODRIGUES JÚNIOR, S.A. Demographic, Socio-economic, Behavioural and Clinical 
Variables Associated with Caries Activity. Oral Health And Preventive Dentistry. v.04, 
p.129 - 135, 2006. 

MARTOS, J., GASTAL, M.T., SOMMER, L., LUND, R.G., DEL PINO, F.A.B., OSINAGA, 
P.W.R. Dissolving efficacy of organic solvents on gutta-percha. Journal of Oral 
Rehabilitation. , v.10, p.50 - 54, 2006. 

MARTOS, J., GASTAL, M., SOMMER, L., LUND, R.G., DELPINO, F.A.B., OSINAGA, 
P.W.R. Dissolving efficacy of organic solvents on root canal sealers. Clinical Oral 
Investigations. , v.10, p.50 - 54, 2006. 

 
Resumos apresentados em eventos (ANAIS): 
 
NASCENTE, P.S.; SANTIN, R.; FEIJO, A. M.; BUENO, M. E.; CLEFF, M. B. ; LUND, R.G.; 
MEIRELES, M. C. A. Leveduras isoladas em ambiente de UTI. 44º Congresso Brasileiro 
de Medicina Tropical, 2º Encontro de Medicina Tropical do Conesul, 3º Encontro de MT 
de países de Língua Portuguesa, Porto Alegre. Anais do 44º Congresso Brasileiro de 
Medicina Tropical, 2008. 
 
DESTRI, K.; BAIRROS, J.; VARGAS, B.L.; LUND, R.G.; NASCENTE, P.S. Análise 
microbiológica de doce de leite vendido em feira livre. XVI Congresso de Iniciação 
Científica, Pelotas. 2007. 
 
VARGAS, C.G.; SILVA, C.C.; LUND, R.G.; GONZALES, H. L.; NASCENTE, P.S. Isolamento 
de Staphylococcus sp. em leite in natura com resultado CMT positivo. XVI Congresso de 
Iniciação Científica e IX ENPOS, Pelotas. 2007.  
 
BUENO, M.E.; FEIJO, A.M.; SANTIN, R.; LUND, R.G.; CLEFF, M. B.; MEIRELES, M.C.A.; 
NASCENTE, P.S. M. pachydermatis e outras leveduras em ambiente de UTI. XVI 
Congresso de Iniciação Científica e IX ENPOS, Pelotas. 2007. 
 
RODRIGUES, P.B., BOLEK, R. F., OLIVEIRA, L. J. C., SILVA, V.M.., LUND, R.G., DEL 
PINO, F.A.B. A concentração de flúor no leite materno: risco de fluorose? - Estudo-piloto XVI 
Congresso de Iniciação Científica e IX ENPOS, Pelotas. 2007.  
 
LUBIAN, C.T.; TEIXEIRA, J.M.; LUND, R.G.; NASCENTE, P.S.; DEL PINO, F. Estudo in 
vitro do potencial antifúngico do extrato aquoso de Arctium lappa L. sobre espécies do 
gênero Candida. XVI Congresso de Iniciação Científica e IX ENPOS, Pelotas. 2007.  
 
MEINCKE, D.K.; LUND, R.G.; NASCENTE, P.S.; ETGES, A.; RIBEIRO, G.A.; DEL-PINO, 
F.A. B. Isolamento de Candida spp. Em pacientes com candidíase atrófica Crônica. XVI 
Congresso de Iniciação Científica e IX ENPOS, Pelotas. 2007. 
 
NASCENTE, P.S.; LUND, R.G.; FEIJO, A.M.; BUENO, M.E.; Del Pino, F.; MEIRELES, 
M.C.A. Isolamento e identificação de Candida sp na mucosa oral de pacientes internados no 
Hospital Universitário da UFPel. 24º SBPqO, Atibaia. SBPqO Annual Meeting, v. 21. p. 
284-284, 2007. 
 
TEIXEIRA, J. M.; LUND, R.G.; BUENO, M. E.; FEIJO, A. M.; NASCENTE, P.S.; Del PINO, F. 
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Objective. The purpose of this study was to survey the frequency of Candida sp. in patients 

with clinical diagnosis of Chronic Atrophic Candidiasis (CAC), identify the Candida species 

and to assess variables associated. Methods. Patients wearing partial or full denture with 

denture stomatitis treated in a Brazilian dental school. Data were obtained by (1) a 

questionnaire including the identification of the subject, demographic, medical history and 

behaviour; (2) intra-oral examination; (3) mycological examination, (4) yeast identification 

and (5) analyses using Stata and the Fischer´s exact test. The sample’s collect was carried out 

frictioning sterilized swabs in the palate’s mucosa, tongue or both of them. The samples were 

seeded in Agar Sabouraud Dextrose with 100mg/mL of chloramphenicol and incubated at 

37
o
C for 24-48h. The presumptive identification of Candida species was based on the 

morphologic characteristics and Gram colorization of the yeasts, and it was confirmed by 

CHROMagar. Results. Forty-four (53%) cases of CAC from eighty-three patients, which 

confimed Candida growth, showed the presence of C. albicans. CAC occurred more 

frequently in females (75.2%), wearing total denture (60.1%), for more than 10 years (58%). 

Conclusions. 1) The results did not confirm a significant difference between patients with of 

denture stomatitis concerning the presence or absence of yeasts; 2) the occurrence of Candida 

in patients with CAC was negatively related to important factors associated to this 

opportunistic infection; and 3) mycological findings from the present study do not indicate 

that the covariates investigated have a significant effect on oral infection by Candida sp. 

 

Keywords: denture stomatitis; oral candidiasis; Candida; cross-sectional studies
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Introduction 

 

The oral candidiasis is a common opportunistic infection of the oral cavity caused by 

an overgrowth of Candida species, the commonest being Candida albicans. It is 

underdiagnosed among the elderly, and particularly in those who wear dentures and many 

cases is avoidable with a good mouth care regimen. It affects about 50% of the patients 

wearing upper total prosthesis [1] and it has a multifactorial aethiology. It can also be a mark 

of systemic disease, such as diabetes mellitus and it is a common problem among the 

immunocompromised.  

The oral candidiasis has several clinical presentations that have been object of 

numerous classifications, as that proposed by Lehner [2] which is the most adopted [3]. The 

Chronic Atrophic (Erythematous) Candidiasis also known as “denture stomatitis” is 

characterized by localized chronic erythema of tissues covered by dentures. The most 

common site of “Chronic Atrophic Candidiasis” is the hard palate under a denture, but it may 

also be found on the dorsal tongue and other mucosal surfaces. Diagnosis requires removal of 

dentures and careful inspection; swabs may be taken for confirmation [4].  

The most common etiology is poor denture hygiene, and/or continuous denture 

insertion, but it may also be caused by immunosuppression, xerostomia, or antibiotic therapy. 

This condition is characterized by varying degrees of erythema, such as petechial hemorrhage, 

diffuse erythema, red macules and / or diffuse arythema, sometimes accompanied by 

micropapules (papillary hyperplasia) localized to the denture-bearing areas of a maxillary 

removable dental prosthesis [4, 5].  

Median rhomboid glossitis is a form of chronic atrophic candidiasis characterized by 

an asymptomatic, elongated, erythematous patch of atrophic mucosa of the posterior mid-

dorsal surface of the tongue due to a chronic Candida infection. 
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A concurrent "kissing lesion" of the palate is sometimes noted. Specific predisposing 

etiologic factor(s) for median romboid glossits have not been cleraly established. 

The oral candidiasis incidence varies depending on age and certain predisposing 

factors. Risk factors can be systemic or local and they include: impaired salivary
 
gland 

function, drugs, dentures, high carbohydrate diet, and
 
extremes of life, smoking, diabetes 

mellitus, Cushing's syndrome,
 
malignancies, and immunosuppressive conditions [6, 7].  

The diagnosis of candidiasis in clinical practice is usually established by the clinical 

signs of in conjunction with exfoliative cytologic examination. However, the definitive 

identification of the organism can be made by means of culture. A specimen for culture is 

obtained by rubbing a sterile cotton swab over the lesion and then streaking the swab on the 

surface of a Sabouraud’s agar slant. Yeasts of genus Candida spp. will grow as creamy, 

smooth-surfaced colonies after 24-48h of incubation, and the optimal temperature for its 

growing is about 37
o
C [3, 8-10]. 

There are several specific tests for identification of Candida species: germinative tube 

test or filamentation, clamidospores formation, in the presence of culture media containing 

Harina-Agar de Maiz or Rice-Agar with Tween 80; use of carbon compounds for 

fermentation or assimilation; nitrogen compounds assimilation; growing in high temperature, 

resistance to ciclo-heximide and urea hydrolisis, growing in chromogenic medium 

(CHROMagar) and systems for metabolic studies such as API20C, Vitek, Microscam, ID32C, 

which allow to identify the yeasts with more precision and sensitivity than the conventional 

methods [8,10].  

Whether Chronic Atrophic Candidiasis represents actual infection by C. albicans or is 

simply a tissue response by the host to the various microorganisms living beneath the denture 

remains controversial [3, 11].  
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Therefore, the aim of this study was to evaluate the occurrence of Candida sp. in 

patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic candidiasis; identify and differentiate the 

Candida species isolated from the oral cavity into two categories: C. albicans and Non-

Candida albicans and assess the association between yeast isolation and Candida species with 

the other variables investigated. 

 

Materials and methods 

 

Demographic data’s questionnaire 

A cross-sectional population-based study was carried out in the Center of Diagnosis of 

Mouth Diseases (CDMD), Pelotas Dental School, Rio Grande do Sul, Brazil from November 

2006 to November 2007. All denture wearer patients with clinical diagnosis of Chronic 

Atrophic Candidiasis (CAC) and who were interested in participating were included in this 

study. People meeting the inclusion criteria (Table 1) were then individually asked if they 

wished to participate and, if so, were invited to sign and informed consent. The study and the 

consent form were approved by the Ethics Commitee of Pelotas Dental School (Document no. 

036/2006). All volunteers were clinically examined about their clinical manifestation of 

denture stomatitis. All variables (appearance of the denture stomatitis, common sites of 

erythematous zone at palate, type of dental prostheses, time of denture use, cleansing of 

dentures, nocturnal denture wear, diabetes mellitus, smoking and stomatitis) were collected by 

face-to-face interviews using a standardized questionnaire.. Individuals who returned more 

than once answered the questionnaire only once.  

Examination of the oral cavity of each patient and interviews were performed by two 

undergraduate students and one PhD student that were previously submitted to training and 

calibration sessions for a standardized oral pathologist. They were trained for 4 hours through 
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slides of several clinical cases about Chronic Atrophic Candidiasis, simulated interviews, 

household approaching techniques discussion, reading and explanation of the questionnaires 

instructions and role-play exercises. The quality control of data collection comprised the 

follow-up of the fieldwork supervisors to 10% of the sample, randomly assigned. 

 

Intra-oral examination 

 Soft tissue examination was undertaken by using a mouth mirror and gauze 

compresses for the examination. Data were recorded on the patients’ questionnaire. The 

diagnosis of Chronic Atrophic Candidasis was made according to traditional criteria [3].  

 

Mycological examination 

This study was carried out in the Laboratory of Oral Microbiology at the Federal 

University of Pelotas (UFPel), Pelotas city, RS, Brazil.  

The collection of the samples was carried out spreading sterilized swabs in the palate’s 

mucosa, tongue or both of them. The specimens were seeded in Agar Sabouraud Dextrose 

with 100mg/mL of chloramphenicol and they were incubated at 37
o
C for 24-48h. After the 

isolation of the yeast, the macromorphologic analysis was carried out with the observation of 

the colonies and the micromorphology analysis was done with the smear of the colonies and 

posterior Gram coloration, visualized under light microscopy (1000X) [8,10]. 

 

Yeast identification 

The characterization of the Candida species was carried out with the following steps: 

a) microcultive test in ágar fubá which also promotes the micromorphologic study aiming the 

visualisation of clamidoconides, further hiphaes e pseudo hiphaes, b) isolation in 

CHROMagar
®
 Candida, a sensitive and specific method  afor presumptive identification of 
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yeast species most commonly isolated of genus Candida and c) growth in hypertonic broths. 

The identification was presumptive and was based on the morphologic characteristics and 

Gram colorization of the yeasts and seeded at 36ºC for 24-48 hours on chromogenic agar 

(CHROMagar® Candida- France) [12,13].  

The medium CHROMagar
®
 Candida (Probac do Brasil, São Paulo, SP, Brazil) 

comprised (per liter) peptone (10.2g), glucose (20g), agar (15g), chloramphenicol (0.5g), and 

a “chromogenic mix” (22g). It was supplied as a white powder in preweighed batches for the 

preparation of 1,000-mL volumes and was prepared according to manufacturer’s instructions. 

This entailed stirring the powder into distilled water and heating the mixture to the boiling 

point, with continuous stirring, to dissolve the powder. The medium, which does not require 

sterilization by autoclaving, was dispensed in petri dishes being left to cool slightly. 

 

Data analyses 

The outcomes consisted in interview, clinical examination,  collect of samples, 

isolation of yeast Candida from patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic 

Candidiasis in Agar Sabouraud medium; and presumptive identification of Candida species in 

those patients with the yeast growth by a chromogenic medium (CHROMagar
®
 Candida).  

  Regarding to the questionnaire, the variables were coded by the interviewers, and the 

research coordinator reviewed the work. Excel software was used to double enter the data. Data 

analyses were undertaken with Stata Statistical Software - version 8.0. 

  The descriptive analysis included calculation of prevalence for each variable, means 

and standard deviations. Crude associations were evaluated by Exact Fischer’s test and these 

analyses followed a hierarchical modeling strategy, including occurrence of yeast Candida in 

the first step and the species of Candida differentiated in the second step.  
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Results 

 

Demographic data’s questionnaire 

One hundred and forty three patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic 

Candidiasis (CAC), who were interested in participating of this study and in accordance with 

the inclusion criteria, were included in this study. People meeting the inclusion criteria were 

examined in the Center for Diagnosis of Mouth Diseases (CDMD), Pelotas Dental School, 

Rio Grande do Sul, Brazil, from November 2006 to November 2007. Oral swabs of these 

patients were collected for microbiological analyses.  

Thirty-two (24.8%) of the patients treated were male and the majority (n=111, 75.2%) 

were female, with mean age of 58.8 ± 13.6 years. Aproximately half of the patients (53.8%) 

wore full dental prosthesis, while 39.9% wore removable partial dental prosthesis and 6.3% 

used both types of prosthesis. For criteria of statistical analysis data were grouped in two 

categories: group 1: Until 10 years of use, and group 2: more than 10 years of use. Fifty-eight 

percent of the patients (N=83) wore prostheses for more than 10 years and 42% up to 10 years 

(N=60) (Table 2). Some dentures of these patients were constructed in the Dental School, 

other ones not, and there was no information about the instructions issued at the time of its 

insertion. 

Although the clinical appearance can be striking, the erythematous candidiasis was 

rarely symptomatic in the patients (4.9%). Usually the patients admitted to wearing the 

denture continuously, removing it only periodically to clean it (97.9%). 

Intra-oral examination 
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Regarding to the site of the erythematous lesion, denture stomatitis was most frequent 

on all palate-denture bearing mucosa (63.3%), followed by anterior hard palate (57.6%). 

Aimming to improve the statistical analysis of prevalence of the erythematous lesion’s site, 

the sites “junction of the hard and soft palate” and “buccal mucosa” were grouped with “all 

palate-denture bearing mucosa”. Taking in account just the clinical cases where there was 

Candida isolation from the lesion of denture stomatitis, the central hard palate is the most 

common site of denture stomatitis (71.4%) than the “all palate-denture bearing mucosa” site.  

 

Mycological analyses 

In the culture, after 24-48 h of incubation, it was observed crem colonies, with cream 

consistency, whose cells showed Gram positive yests-like cells, circular or egg-shaped aspect 

and with presence of peudo-hyphae.  

In the microbiological analyses, it was observed the isolation of yeasts Candida genus 

in 58% (n=83) of the patients, with female responding for 77.1% (N=64) of the them.  

 

Yeast identification 

A total of 83 isolates were screened for their abilities to grow and for their colony 

colors on CHROMagar Candida. Among the Candida species detected, they include: C. 

albicans, C. tropicalis, C. dublinensis and Candida sp. These were grouped into two 

categories: Candida albicans and Non-Candida albicans. Then, it was isolated 44 samples 

(53%) of Candida albicans and 39 samples of Non-Candida albicans (47%). 

  

Data analyses 

Table 2 presents the distribution of Candida isolation from patients with clinical 

diagnosis of Chronic Atrophic Candidiasis and differentiation of Candida species according 
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to the covariates. There was no significant difference (p>0.05) when comparing the isolated 

yeast Candida and the other covariates associated to denture stomatitis (Table 2). 

The prevalence of being Candida yeast isolated from stomatitis lesion did not differ by 

appearance of the denture stomatitis, common sites of erythematous zone at palate, type of 

dental prostheses, time of denture use, cleansing of dentures, nocturnal denture wear, diabetes 

mellitus, smoking and stomatitis. No statistically significant relation was found between 

presence of stomatitis and occurrence of one or more species of Candida or simply the 

presence of this yeast.  

 

Discussion 

 

Chroniuca Atrophic Candidiasis, or simply denture stomatitis, is one of the denture-

related oral mucosal lesions which is characterized by chronic reactions to denture plaque, 

yeast, constituents of the denture based material, poor retention and mechanical injury. 

Literature on specific denture-related oral mucosal lesions usually reports the mean frequency 

in the population surveyed and the ages in which it is most frequent these frequencies change 

with the type of denture or length of denture use [14].  

In this study it was observed that Candida sp. was isolated in 58% (N=83) from the 

patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic Candidiasis due the actual infection by C. 

albicans or simply a tissue response by the host to the various microorganisms, living beneath 

the denture remains controversial. In this study, no statistically significant relation was found 

between presence of stomatitis and occurrence of one or more species of Candida or simply 

the presence of this yeast.  

On the other hand, some limitations may have affected the results of this study. The 

sample size of this investigation (N=143) could not be large enough to guarantee the accuracy 
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of the prevalences investigated because it was carried out in a Center of clinical diagnosis for 

mouth diseases from a Public Brazilian Dental School where the number of patients assisted 

during one year was small and limited, and because the time of study which was of one year. 

According to Table 2, for example, it would be possible to estimate a significant prevalence 

Candida species isolated in the association with the vartiable ‘smoking’, if the sample size 

could be higher. Other limitation lies in the validation of the instrument used, whose 

microbiological collection is less invasive than an exfoliative citologic preparation or a biopsy 

specimen where tissue sections could be obtained. Nevertheless, there are reasons to believe 

that this method of collect is valid, because significant findings have been found about 

individuals clinically diagnosed as affected by denture stomatitis and without Candida 

isolation, attaining a requirement of this model confirmed by previous data in literature [11, 

15, 16]. Thus, clinican must be awared that a microbiological test should be carried out before 

establishing the treatment to avoid an overtreatment.  

The clinician should also rule out the possibility that this reaction could be caused by 

improper design of the denture (which could cause unusual pressure on the mucosa), allergy 

to the denture base or inadequate curing of the denture acrylic [3].  

In this study, the number of females recruited to participate in this cross-sectional 

study was higher than males. Sex differences have been shown in many studies on oral health. 

This male-female difference may reflect a higher proportion of females in a population [17]. It 

was also reported that males are less concerned about their edentulism, less likely to opt for 

restorations and less likely to visit a dentist than females [18]. Furthermore, there are rreports 

that the prevalence of denture stotmatitis is also greater in female denture-wearers [19]. 

CHROMagar Candida is a medium well-suited for medical mycological use, which 

allows the presumptive distinction of C. albicans, C. krusei and C. tropicalis from other 

species of clinical interest. It can serve as a primary isolation and differentiation medium for 
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clinical specimens likely to contain yeasts and also as an adjunctive differential medium for 

the identification of yeasts isolated on other media. This chromogenic medium has the 

advantages of supporting the growth of yeasts but not of bacteria, and facilitating the 

recognition of specimens containing mixtures of yeast species. Moreover, the exposure of the 

fungi to the differential indicator substances does not affect their viabilities for subsequent 

subcultures [12]. 

 These yeasts can be found forming part of the normal microbiot from the oral cavity 

(tongue, palate and buccal mucosa), from the digestive tract (stomach and intestine), from the 

vagina (at least in 30%) e be present in the environment [7]. Generally, only some species can 

be frequently isolated from the clinical samples preceeded from infections. C. albicans is the 

most isolated species from the oral cavity of patients with more than 60 years old and denture 

wearers. In a study of Resende et al. [7], from a total of 75 isolates obtained from the oral 

cavity of ancients, 47 (62.67%) were identified as C. albicans, 15 (20%) as C. tropicalis, 

seven (9.33%) as C. glabrata, four (5.33%) as C. parapsilosis and two (2.67%) as C. 

guilliermondii. Other studies, suchs as those of Fanello et al. [20], Penha et al. [21] and 

Yokoyama et al. [22] also revealed that in prosthesis-wearer patients, the ratio of C. albicans 

species and non-albicans Candida is very high, although a crescent frequency of non-albicans 

Candida species had been reported in the last decades (23, 24). In this study, it was observed 

that 53% (N=44) of the yeast species were Candida albicans, 33.7% (N=28) were Non-

albicans Candida and 13.3% (N=11) were associations of Candida species.   

 The prevalence of denture stomatitis is significantly associated with denture use.  

Although denture stomatitis is significantly related to denture use, some non-users presented 

this alteration. In this study, five patients were excluded because they were not denture 

wearers (see Table 1).  Other minor risk factors associated with denture stomatitis such as 
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smoking, diabetes mellitus, antibiotic therapy, immune deficiencies, vitamin A, folate and 

iron deficiencies, impaired salivary gland function could explain this result [16]. 

The occurrence of Candida in patients with clinical diagnosis of Chronic Atrophic 

Candidiasis and the differentiation of Candida species isolated were negatively related to 

important factors associated to this opportunistic infection.  

Interpretation of the associations between the isolation of Candida from denture 

stomatitis lesions clinically diagnosed, differentiation of Candida species and the covariates 

should consider the study design. As all variables were measured simultaneously, their 

interrelationship does not necessarily reflect a causal association. Nevertheless, the present 

study was designed to determine prevalence and characteristics of individuals with reliable 

clinical diagnosis of Chronic Atrophic Candididasis but with the presence or absence of its 

aetiologic agent: the yeast Candida sp. However, the sample size of this study could be small 

and limited to estimate these prevalences and covariate associations. 

Further, the extrapolation of the results to other populations should be made with 

caution. More studies from different areas of Brazil and from other developing countries are 

needed to know if the data can be really generalized to other settings. 

These findings suggest that: 1) the results did not confirm a significant difference 

between patients with clinical diagnosis of denture stomatitis concerning the presence or 

absence of Candida yeasts; 2) the occurrence of Candida in patients with clinical diagnosis of 

Chronic Atrophic Candidiasis was negatively related to important factors associated to this 

opportunistic infection; and 3) mycological findings from the present study do not indicate 

that the covariates investigated have a significant effect on oral infection by Candida albicans 

or other species of Candida genus.  
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Table 1.  

Inclusion and exclusion criteria 

Inclusion criteria 

Denture wearer  

Patient from Center of Diagnosis of Mouth Diseases 

Able to understand and respond to the questionnaire used in the study 

Willing and able to accept the protocol and to give informed consent 

Detection of diffuse or focal erythematous micropapular lesions, confined to palatal 

denture-bearing mucosa and clinically compatible with Chronica Atrophic Candidiasis  

Lesions in dorsal tongue, central papillary atrophy, associated or not to a white 

surface change, besides the presence of the lesions at palte previously described 

Exclusion criteria 

Non-users of prostheses 

Other oral conditions that preclude immediate mycological diagnosis 

Acute or chronic symptoms of temporomandibular disorders 

Patient without clinical manifestations compatible with those described in the 

inclusion criteria 
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Abstract 

Natural products are noticeable sources of new antibiotics and their crescent valorization has 

the purpose to minimize the appearance of resistant microorganisms and the discovering of 

new drugs. This study evaluated the inhibitory effects of two species of Mikania on bacteria 

viability and cell adherence of mutans streptococci. Crude ethanol extracts (100% EtOH, v/v) 

obtained from dried leaves of Mikania glomerata Spreng (Mg) and Mikania hirsutissima DC. 

(Mh) were used in this research. The effects of these extracts against S. mutans UA159 and S. 

sobrinus 6715 were assessed by the determination of minimum inhibitory concentration 

(MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and inhibition of cell adherence to a glass 

surface (Adh). The concentrations from both plant extracts ranged between 2.5 µg/mL and 

177.8 µg/mL. Ethanol was used as the negative control group. The MIC against Streptococcus 

mutans UA159 was 44.45 µg/mL (Mg) and 88.90 µg/mL (Mh), and the MBC was 88.90 

µg/mL (Mh). Against Streptococcus sobrinus 6715, the MIC was 22.23 µg/mL (Mh) and 

88.90 µg/mL (Mg), and the MBC was 177.80 µg/mL (Mh). The celular adherence also was 

inhibited at concentrations of 20 µg/mL(Mh) and 40 µg/mL (Mg). These results provide 

promising baseline information for the potential use of two species of Mikania against mutans 

streptococci. These findings warrant more-in-depth studies of the active principles of these 

Mikania ethanol extracts. 

 

Uniterms: cariostatic agents; dental plaque; Streptococcus mutans 

 

Introduction 

Nowadays is well-defined that dental caries is an transmissible infectious disease 

associated to a group of microorganisms. Although the human oral microbiot is quite diverse 

and complex, two species of mutans streptococci, Streptococcus mutans and Streptococcus 
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sobrinus, have been implicated as the primary etiologic agents of dental caries. One of the 

most important virulence factors of these species is their ability to produce 

glucosyltransferases (GTFs) and synthesize water-insoluble glucans from sucrose, which 

allows bacteria to adhere firmly to the tooth surface and contribute to the formation of dental 

biofilm (Gibbons e Van Houte, 1975, Hamada e Slade, 1980; Marsh, 1992 and 1994; 

Svensäter et al., 2001; Napimoga et al., 2005). The acid production and acid tolerance of these 

species also serve as virulence factors, because the acid end products formed during the 

metabolism of dietary carbohydrates, sucha as sucrose, and the ability of bacteria to withstand 

acidification in dental plaque are essential for the development of dental caries. Therefore, a 

meaningful strategy for preventing dental caries would be to control both the growth and 

virulence factors, such as adherence, of S. mutans and S. sobrinus.  

Medicinal plants have been used in traditional folk medicines for thousands of years, 

and have shown promising sources for discovery of novel potentially antibacterial, antifungal, 

antiviral, anticancer, and antihypertensive drugs. In the dental field, several studies have also 

shown the feasibility of using medicinal plants in the search of new alternatives for the control 

and treatment of oral infectious diseases, especially dental plaque-related diseases such as 

dental caries (Cai e Wu, 1996, Ikeno, Ikeno e Miyazawa, 1991, Israelson, 1991, Koo et al., 

2000, 2002, Mosadomi, 1987, Osawa et al., 1992, Wu-Yan, Chen e Wu, 1988 and Yatsuda et 

al., 2005). In the last years the number of resistant microorganisms has increased while the 

number of new fármacos thrown at the market has decreased.  

Among various medicinal plants used in Brazil, Mikania genus plant (Asteraceae 

family) a sub scrub creeper of woody branches, stands out because of its multiple 

pharmacological properties, especially anti-inflammatory, anti-allergic, analgesic and 

antimicrobial activities (Holetz et al., 2002; Yatsuda et al., 2005; Oliveira et al., 2007). 
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The genus Mikania has about 430 species distributed in the tropical areas of Africa, 

Asia and America (King and Robinson, 1987). In Brazil, the genus is widely distributed, with 

about 200 described species (Barroso, 1986). 

In this study, the studied species were Mikania glomerata Spreng., popularly known as 

“guaco” and Mikania hirsutissima DC, popularly known as “guaco cabeludo”, because they 

have been demonstrated antimicrobial properties in several studies (Holetz et al., 2002; 

Yatsuda et al., 2005). Some compounds have been identified and isolated from ethanol 

extracts of Mikania genus plants, such as dihydrocoumarin, coumarin, spathulenol, 

hecadecanoic acid, cupressenic acid, kaurenol, kaurenoic acid, isopropiloxi-grandifloric acid, 

isobutiloxi-grandoifloric acid, 2,5-ciclohexadiene-1,4-dione, 2,6-bis, hexadecanoic acid and 

1-octadecene (Yatsuda et al., 2005).   

Yatsuda et al. (2005) demonstrated that crude ethanol extracts, and ethyl acetate and 

hexane fractions from M. laevigata and M. glomerata showed antimicrobial activity on 

growth and cell adherence of mutans streptococci, in sub-MIC levels, suggesting these both 

Mikania species as sources for novel antimicrobial agents against oral pathogens. However, 

those extracts which showed highly antimicrobial activity from both Mikania species were the 

hexane fractions, indicating that the pharmacollogically active components against the mutans 

streptococci had apolar characteristics (Yatsuda et al., 2005).  

Considering that Mikania has promise bioactive compounds to caries disease control, 

the aim of this paper was to report the antimicrobial activity of ethanol extracts of two 

Mikania species (Mikania glomerata and Mikania hirsutissima) against mutans streptococci.   

 

Materials and methods 

Preparation of ethanol extracts 
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     The plant species Mikania glomerata (Mg) and Mikania hirsutissima (Mh) were collected 

from the experimental field at the  Multidisciplinary Center for Chemical, Biological and 

Agricultural Researches – CPQBA-UNICAMP, in Campinas, São Paulo, Brazil. Voucher 

specimens are deposited at CPQBA’s Herbarium. The plants were harvested, washed and 

dried under air circulation at 40
o
C for 72 h and ground for uses. 

 

M. glomerata ethanol extract 

     Forty-five grams of the resulting dried powder of M. glomerata were submitted to dynamic 

maceration (Polytron extraction) with 500mL EtOH for 3 min. The extract was filtered and 

this procedure was repeated three times. After that, the residuous’ extract was washed with 50 

mL EtOH. Then, the residuous’ extract was once again submitted to re-extraction with 200 

mL EtOH for 3 min and filtered. Then, the residuous’ extract was again washed with 75 mL 

EtOH and the supernatants were joined. Then, the total supernatant was concentrated under 

reduced pressure in rotavapor until drying. The yeld of M. glomerata ethanol extraction was 

20% (w/w).  

 

M. hirsutissima ethanol extract 

     17.6 g of dried powder of M. hirsutissima were submitted to maceration (Polytron 

extraction) with 350 mL EtOH for 3 min. This procedure was repeated three times. After that, 

the residuous’ extract was washed with 30 mL EtOH. Then, the residuous’ extract was once 

again submitted to re-extraction with 100 mL EtOH for 3 min and filtered. Then, the 

residuous’ extract was again washed with 40 mL EtOH and the supernatants were joined. 

Then, the total supernatant was concentrated under reduced pressure in rotavapor until drying. 

The yeld of M. hirsutissima ethanol extraction was 18.75% (w/w).  
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Both ethanol extracts from the Mikania species were dissolved in 70% ethanol (v/v) 

just prior the performance of the assays. 

 

Strains 

     The microorganisms used in this study were Streptococcus mutans UA159 and 

Streptococcus sobrinus 6715. These Gram-positive bacteria were obtained from the 

Department of Pharmacology, Anestesiology and Therapeutics, Faculty of Dentistry, 

University of Campinas (UNICAMP) (Piracicaba, São Paulo, Brazil). 

 

Antimicrobial activity assays 

Broth dilution assay (MIC and MBC) 

     The antimicrobial activity of the ethanol extracts of M. glomerata and M. hirsutissima 

were examined by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and the 

minimum bactericidal concentration (MBC) in accordance to Koo et al. (2000b) and Duarte et 

al. (2003). For MIC determination, the starting inoculum was 5 x 10
5
 CFU mL

-1
. Two-fold 

dilution series of extracts (concentrations ranging from 11.11 to 177.8 µg mL
-1
 two-folds) 

were tested. The vehicle ethanol (70% v/v) was used as control. MIC was defined as the 

lowest concentration of the extract that had restricted the growth to a level lower than OD of 

0.05 at 660nm (no visible growth). For the determination of MBC, an aliquot (50µL) of all 

incubated test tubes, with concentrations higher than the MIC, was sub-cultured on Agar 

Columbia plates supplemented with 5% of defibrinated sheep blood. The MBC was defined 

as the lowest concentration that enables no growth on the blood agar (99.9% killed). Three 

replicates were made for each concentration of the tested extracts for both assays (MIC and 

MBC), in each experiment. The experiment was repeated three times.  
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Inhibition of growing cell adherence to glass surface 

     To assess the bacterial adherence to a glass surface, microorganisms were grown in BHI 

broth plus 1% sucrose (w/v) at 37
o
C, 10% CO2 at an angle of 30

o
 for 18h in glass test-tubes, 

containing sub-MIC levels of the M. glomerata and M. hirsutissima ethanol extracts (or 

vehicle control) as detailed in Hamada and Torii (1978) and Koo et al. (2000a). Isolated 

colonies, after cultured in brain-heart infusion agar plates, during 18-24 h, were suspended in 

4.5mL of sterile brain-heart infusion broth, and the suspension adjusted to 0.5 on the 

McFarland scale (1.5 . 10
8
 CFU . mL

-1
 ). A portion of the suspension was mixed with brain-

heart infusion broth (1:1000 dilution, v/v) containing 1% sucrose, and 2.48 mL were 

transferred to a test-tube. Subsequently, 20µL of a two-fold dilution series of the test extracts 

(M. glomerata and M. hirsutissima) (concentrations ranging from 2.5 to 160 µg mL
-1
 reaction) 

and their control (70% ethanol, v/v) were inoculated, stirred and then incubated. After 

incubation, the adhered cells were washed and re-suspended in an ultrasonic bath. The amount 

of adhered cells was measured spectrophotometrically at 550 nm (Hamada & Torii, 1978; 

Duarte et al., 2003).   

     The inhibition of adherence was defined as the lowest concentration that allowed no 

visible cell adherence on the glass surface. Three replicates were made for each concentration 

of the tested extracts in each experiment. The experiment was repeated three times.  

 

Results and Discussion 

     In this investigation, ethanol extracts from Mikania glomerata and Mikania hirsutissima 

showed inhibition of the growth and cell adherence of mutans streptococci.  

 The MIC and MBC values are shown in Table 1. The ethanol extracts tested from both 

Mikania species inhibited the growth of the bacterial strains Streptococcus mutans UA159 
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and Streptococcus sobrinus 6715. However, the ethanol extract of Mikania glomerata did not 

show bactericidal activity against S. mutans UA159 and S. sobrinus 6715.  

 The ethanol extract of Mikania hirsutissima showed higher bacteriostatic activity than 

ethanol extract of Mikania glomerata displaying the lowest MIC against S. mutans 

(44.45µg/mL) and  S. sobrinus (22.23µg/mL), but the bactericidal effect was similar against 

the oral pathogens (MBC=88.90 µg/mL against S.mutans and MBC=44.45 against S. 

sobrinus). 

     Furthermore, this study investigated if the ethanol extracts of M. glomerata and M. 

hirsutissima would affect the sucrose-dependent adherence of the growing cells of mutans 

streptococci to a glass surface. Both ethanol extracts from Mikania genus were able to inhibit 

the adherence of mutans streptococci cells to a glass surface, but, again, the most effective 

ethanol extract was from Mikania hirsutissima with a total inhibition of adherence against S. 

mutans and S. sobrinus at a concentration of 20 µg/mL). This microbiological assay is an 

interesting aspect of the study because it is suggested to investigate mutans streptococci’s 

virulence factors, mainly those involved in adhesion, as target for antimicrobials. The search 

of new targets has been one of the challenges in the development of these drugs (Yatsuda et 

al., 2005).  

     The results of the present study provide an important basis for the use of ethanolic extracts 

from Mikania species for the treatment of infections associated to oral microorganisms, such 

as mutans streptococci. Studies must be carried out for isolation and identification of those 

compounds responsible for the antimicrobial effects and inhibition of cell adherence.  These 

studies are necessary for the discovery of novel natural products with lower adverse effects 

than the industrialized ones. 
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) values (n=9) of ethanol extracts of M. glomerata and M. hirsutissima against S. 

mutans UA159 and S. sobrinus 6715 

 

 Mikania glomerata Mikania hirsutissima 

 MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

S. mutans UA159 88.90 88.90 44.45 88.90 

S. sobrinus 6715 44.45 44.45 22.23 44.45 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 84

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. The minimum concentration of M. glomerata and M. hirsutissima ethanol extracts 

capable of inhibiting the adherence of growing S. mutansUA159 and S. sobrinus 6715 cells. 
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7 Conclusões 

 

CONCLUSÕES ARTIGO 1 

Os resultados do Artigo 1 sugerem que: 

1) Não há uma diferença significante entre pacientes com diagnóstico clínico 

de estomatite por dentadura com relação à ausência ou presença de leveduras do 

tipo Candida; 

2) Não houve relação entre a ocorrência de levedura Candida em pacientes 

com manifestação clínica de Candidíase Atrófica Crônica (CAC) e importantes 

fatores relacionados à esta infecção oportunista; 

3) Os ensaios microbiológicos do presente estudo não indicam que as 

variáveis investigadas apresentam um efeito significativo na infecção oral por 

Candida ou outras espécies do gênero; 

4) Com a coleta das amostras microbiológicas dos pacientes, foi possível 

isolar e identificar espécies de Candida albicans e Candida não-albicans que 

acometem a cavidade bucal de indivíduos com Candidíase Atrófica Crônica (CAC).  

 

CONCLUSÕES ARTIGO 2 

     Os resultados do presente estudo oferecem base importante para o uso de 

extratos etanólicos de Mikania glomerata e Mikania hirsutissima para o tratamento 

de infecções associadas a microrganismos orais, como os estreptococos do grupo 

mutans. Os efeitos inibitórios marcantes dos extratos etanólicos destas espécies de 

Mikania podem ser uma fonte útil para o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos contra patógenos orais, como Streptococcus mutans e 

Streptococcus sobrinus. Contudo, outros estudos farmacológicos e de toxidade 

deverão ser realizados para confirmar esta hipótese. Os resultados deste estudo 

também sugerem o isolamento e identificação dos princípios ativos dos extratos 

etanólicos de Mikania. 
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Normas para submissão do Artigo 2 
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ANEXO 3 

Questionário de entrevista aos pacientes atencidos no Centro de Diagnóstico de 

Doenças da Boca. 
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ANEXO 4  

Aprovação do projeto no Comitê de Ética da Faculdade de Odontologia - UFPel. 
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ANEXO 5 

Apresentações clínicas das lesões eritematosas de CAC. 

Máculas 

Eritema difuso, máculas e 
micropápulas 

CAC (mácula) + candidíase 
pseudomembranosa 
(pseudomembrana) Eritema difuso 

Lesões eritematosas puntiformes, 
máculas e micropápulas 

Eritema difuso 
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ANEXO 6 

Procedimentos de colheita das amostras microbiológicas. 

 

Avaliação da prótese Colheita da amostra com swab estéril 

Semeadura das amostras 
Crescimento em aerobiose 

36oC 
24-48h 

Isolamento da levedura 
Repique das amostras 
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ANEXO 7 

Protocolo de testes para identificação de espécies do gênero Candida. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 110

ANEXO 8 

 

 

Plano Geral de Trabalho 

 

Isolamento e identificação de Candida em pacientes com CAC e fatores associados 

 

- Aplicação de questionário (identificação do paciente, dados demográficos, história 

médica e comportamento); 

- Exame clínico intra-oral; 

- Exame micológico; 

- Identificação da levedura Candida; 

- Análise estatística dos dados. 

 

Atividade antimicrobiana 

 

- Obtenção dos extratos etanólicos de Mikania glomerata e M. hirsutissima com a 

colaboração do CPQBA; 

- Diluição dos extratos na concentração desejada; 

- Determinação da CIM e da CBM; 

- Teste de aderência à superfície de vidro; 

- Ensaio antimicrobiano pela técnica de macrodiluição em caldo. 


