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Resumo

Introducédo: A descoberta de novos agentes que possam ajudar no controle de lesdes bucais causadas por leveduras
do género Candida vem despertando interesse, visto que reservatorios bucais de micro-organismos oportunistas tém
potencial para causar infec¢des sistémicas, especialmente em pacientes imunocomprometidos. Objetivo: O objetivo
do estudo foi avaliar o efeito antifingico de uma formulagdo de borax, dgua de rosas e mel, in vitro, sobre cepas
clinicas e padrao de C. albicans, e amostras padrao de C. dubliniensis. Material e método: O método utilizado foi
de dilui¢do em dgar Miteler-Hinton (Difco®). A formula¢do completa e seus constituintes isolados foram avaliados
em diferentes concentragdes. Resultado: Observou-se que a associagdo foi inibitoria para todas as cepas testadas na
concentracao de 6,75%. Os resultados mostraram que solu¢des de borax isoladamente apresentaram melhor eficécia
se comparadas as solugdes com outros constituintes ou até mesmo a formulagdo, com efeito antifungico a partir
da concentragao de 0,0625%. O boérax isolado apresentou maior efetividade antifungica a baixas concentragdes.
Quando da adigdo do mel ou agua de rosas, observou-se reducdo da efetividade. Conclusdo: Os resultados sugerem
que o borax é o responsavel pelo efeito bioldgico da férmula e que esta pode ser aplicada como coadjuvante no
controle de infec¢des fungicas bucais.
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Abstract

Introduction: The interest in new antifungal agents that may help the control of Candida spp. related lesions has
been increasing. Oral reservoirs of opportunistic microorganisms have the potential to cause systemic infections,
in particular in immunocompromised patients. Objective: This study evaluated the antifungal effect of a borax-
based formula with water of roses and honey on Candida albicans clinical and standard strains and two Candida
dubliniensis standard strains. Method: The method adopted was dilution in Miieler-Hinton agar (Difco®). The
complete formula and its constituents were evaluated at different concentrations. Result: The complete formula
showed inhibitory effect against all the tested isolates at the concentration of 6.75%. The results showed that borax
solutions were more efficient when compared to the other constituents of the formula. Borax solutions showed
high antifungal activity even in low concentrations. The addition of the honey and water of roses reduced their
effectiveness. Conclusion: The results suggest that borax is the responsible for the biological effect of the formula
and that it can be used as adjuvant in the control of fungal oral infections.
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INTRODUCAO

A candidose associada a estomatite protética é a forma mais
comum de candidose bucal e ocorre em 75% dos pacientes que
utilizam protese total*?. O tratamento da estomatite protética é
multifatorial, envolvendo a remoc¢éo dos fatores traumatizantes,
a higiene da protese e o uso de antifingicos tépicos’. A infecgao
por Candida nem sempre é de facil controle em razio do pequeno
nimero de firmacos disponiveis*.

Na busca por agentes terapéuticos que possam controlar essas
infecgdes, pesquisas cada vez mais promissoras sao realizadas’.
Associagoes de substancias também podem favorecer o controle
de infecgdes, principalmente as infec¢des oportunistas causadas
por determinadas espécies de fungos®.

O borax (Na,B,0O, 10.H,0), também conhecido como
tetraborato de sédio, ¢ um composto com 11,5% do elemento
quimico boro’. Apresenta efeito antioxidante, ndo é genotoxico e
demonstrou toxicidade apenas em altas doses (cerca de 4,5 g.kg™")
em estudos com ratos®®. O boro ¢ encontrado nos tecidos animais
e humanos em baixas concentra¢des'. O bérax, em presenca da
agua, dissocia-se em dcido bdrico, apresenta baixa toxicidade
aguda oral, cutinea e pela inalacdo. Esses boratos apresentam
efeitos sobre varias bactérias e fungos, visto que esta presente em
antibioticos isolados de Streptomyces antibioticus e Streptomyces
griséus”®!'. O mecanismo de a¢do sugerido para a a¢ao antifingica
do acido bdrico sobre Candida spp. ¢é a inibi¢ao do metabolismo
oxidativo'?.

O 4cido boérico tem sido indicado para utilizagdo tdpica no
tratamento da vaginite recorrente’’. Savini et al.'* (2009) relataram
sucesso no tratamento de vulvovaginite causada por C. glabrata
resistente aos azdis, utilizando-se acido bérico. Na Odontologia,
existem poucos relatos sobre sua utilizagdo. Enxaguatdrios bucais
contendo bérax, como o Boracyl® e o Gargaril®, foram eficazes no
tratamento da estomatite aftosa e apresentou efeito antifingico
sobre Candida ssp'*°.

Mel rosado é uma preparagdo, popularmente utilizada,
composta por extrato de rosa-rubra e mel puro. O mel apresenta
boa atividade antimicrobiana sobre patégenos humanos, em
especial sobre bactérias®’** e C. albicans***. Seu uso deve ser
considerado quando terapias antimicrobianas convencionais
falham®. Além de oferecer vantagem em controlar o crescimento
bacteriano e no tratamento de determinados problemas de satde,
o mel apresenta facilidade de administracdo para o tratamento
de feridas e auséncia de resisténcia, um quadro diferente do
encontrado com os antibiéticos convencionais?; note-se também
a auséncia de efeitos colaterais que possam agredir os tecidos,
sendo de uso aconselhavel em cavidades?'. Associado a agua de
rosas, o mel, na medicina drabe, é utilizado como auxiliar na
digestao®.

A rosa-rubra (Rosa gallica 1L.) é uma rosacea, utilizada
também para fazer dgua de rosas. E empregada principalmente
na Dermatologia e possui efeito antimicrobiano sobre cepas de
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus™? .

O presente estudo objetivou avaliar o efeito antifingico da
formulacgdo a base de bérax, agua de rosas e mel, in vitro, sobre
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cepas padrio e clinicas de Candida albicans e duas cepas padrido
de Candida dubliniensis.

MATERIAL E METODO

1. Formulagdo e Constituintes

A formulagéo contendo bdrax - 2 g, mel rosado - 10 ge agua de
rosas q.s.p. - L0mL,bem como seus constituintes, foram adquiridos
comercialmente (Farmdcia Vivéncia, Pindamonhangaba-SP) e
avaliados em associagdo e separadamente.

2. Amostras Clinicas

Foram utilizadas 30 cepas de leveduras do género Candida,
sendo 27 amostras clinicas isoladas da cavidade bucal, uma
amostra padrdo (ATCC 18804) de Candida albicans e duas
de Candida dubliniensis (ATCC 3949 e 5108). As cepas foram
semeadas em agar Sabouraud dextrose (Difco®) a 37 °C por
24 horas antes da realizagdo dos experimentos. Células fungicas
em fase exponencial de crescimento foram utilizadas para o
preparo da suspensio padronizada por espectrofotometria
(A =530 nm, OD = 0.284) contendo 1 x 10° células por mililitro.

3. Determinag¢do da Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM)

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da associacio e
dos componentes foi determinada utilizando-se o método de
diluigdo em agar Mieler-Hinton (Difco®)®. As solu¢des-teste
foram esterilizadas por filtragio (Millipore® de 0,22 um) e foi
adicionado 0,1 mL de cada dilui¢do ao meio a 50 °C. Para o
boérax isolado, foi preparada uma solu¢do com concentragio
igual aquela da associacdo em agua destilada esterilizada. Foram
preparadas séries de placas contendo concentracdes de 0,0625 a
50% de cada solugdo, em diluigdes sequenciais multiplas de dois.
As cepas foram semeadas com o auxilio de replicador de Steers e
incubadas a 37 °C, por 24 horas. Todos os testes foram realizados
em duplicata. A leitura foi feita pela observagdo de presenga
ou auséncia de crescimento de col6nias na superficie do agar,
comparando-se com o controle de crescimento das amostras.

4. Andlise Estatistica

Os resultados, expressos em numero de amostras de
C. albicans suscetiveis ao borax, dgua de rosas e mel isolados ou
associados, foram comparados por meio do teste paramétrico
para célculo da diferenca entre duas proporgoes, teste exato de
Fisher, utilizando o programa Prism 5 for Windows Version 5.00.
O nivel de significancia adotado foi 5%.

RESULTADO

Os resultados obtidos mostraram que o bérax isoladamente
apresentou efeito antifungico superior aos outros componentes
da formula sobre todas as cepas analisadas (Tabela 1 e Figura 1). A
concentrag¢do de 0,625% deborax apresentou atividade antifingica
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Tabela 1. Concentra¢ao minima inibitéria (CIM) das associagdes constituintes isolados da formulagio: Bérax, agua de rosas e mel

génf:(facsai‘;i da Borax AR Mel Borax + AR Borax + mel AR + mel Formulagao
N1 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N3 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N4 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N5 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N6 0,0625 12,50 12,50 R 25 50 6,75
N7 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N8 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N2 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N14 0,0625 R 6,75 25 25 50 6,75
N15 0,0625 R 6,75 R 12,50 50 6,75
N16 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N19 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N20 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N23 0,0625 R 6,75 R 12,50 50 6,75
N24 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N25 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N27 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N31 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N32 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N34 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N36 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N41 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N48 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N52 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N56 0,0625 R 12,50 R 25 50 6,75
N57 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
N58 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75
ATCC CA 0,0625 R 6,75 R 12,50 50 6,75
ATCC 3949 CD 0,0625 6,75 6,75 R 12,50 50 6,75
ATCC 5108 CD 0,0625 R 6,75 R 25 50 6,75

Valores de CIM em porcentagem. R - cepa resistente.

frente a todas as amostras de C. albicans e C. dubliniensis avaliadas.
Quando associado somente com agua de rosas, a quantidade
de cepas resistentes aumentou significativamente (p < 0,0001),
sendo que apenas duas amostras foram inibidas na concentragdo
de 25%. Ja a associa¢do com mel foi mais favoravel, pois essa
associagdo apresentou efeito fungicida para todas as amostras
avaliadas na concentragdo de 12,5 a 25%.

A agua de rosas isoladamente apresentou 96,43% das
amostras resistentes a concentragdo maxima avaliada (50%).

Quando associada ao boérax, o percentual de amostras
suscetiveis nao diferiu significativamente (p = 1,000);
contudo, quando associada ao mel, a atividade antifungica
da d4gua de rosas foi significativamente mais elevada
(p < 0.0001).

O mel, isoladamente, apresentou atividade antifingica frente
a 86,7% das amostras avaliadas na concentracdo de 6,75%.
Quando associado & dgua de rosas ou ao borax, todas as amostras
mostraram-se susceptiveis.
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Figura 1. Quantidade de cepas segundo a concentragio inibitdria
minima e o tratamento utilizado.

DISCUSSAO

A associagdo de bdrax, mel rosado e agua de rosas foi
selecionada para estudo porque tem sido utilizada empiricamente
(uso tdpico) na clinica para o tratamento de candidoses bucais
associadas a préteses, por muitos anos. Observou-se que a
associagdo dos componentes apresentou efeito antifungico
in vitro frente a todas as amostras avaliadas, o que sugere ser
correlacionado com a efetividade clinica da utilizacdo empirica.
Com efeito, o borax parece ter a maior participagdo na atividade
antifingica, ja que se mostrou fungicida na concentragao de
0,625%. Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos anteriores
que possibilitassem a comparagdo com este resultado. Contudo,
trabalhos anteriores com o acido bérico, que é um subproduto do
bérax em dgua, demonstraram seu efeito antifiingico'.

Estudo anterior avaliou a concentragdo minima inibitoria
(CIM) do é4cido borico sobre 108 cepas clinicas de C. albicans
isoladas de mulheres com vaginite. Um total de 97,4% das
cepas foi sensivel a diluicdo de 0,4%. Nesse mesmo estudo, a
CIM para C. glabrata foi = 0,6% para 21 cepas®. O sucesso da
utilizagdo do acido bérico tépico para o tratamento de vaginite
recorrente por Candida tem sido relatado na literatura. Segundo
De Seta et al.’? (2009), 90% das cepas de Candida isoladas de
pacientes com vaginite apresentam MICs entre 1563 e 6250 mg.L~
! de 4cido bérico; a concentragdo de 50,000 mg.L" foi fungicida.
Savini et al."* (2009) reportaram um caso clinico de sucesso de
tratamento de vulvovaginite por C. glabrata resistente aos azdis,
apos tratamento topico com acido bérico.
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