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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DO EXTRATO DA PROPOLIS VERDE
CONTRA LEVEDURAS DO GENERO Candida

As leveduras do género Candida residem na microbiota normal dos seres humanos e outros
animais, porém alguns desequilibrios podem proporcionar o desenvolvimento da infecc¢ao
fingica denominada de candidiase. Além disso, nos udltimos anos, cepas resistentes vém
surgindo, limitando as opcdes terapéuticas para esta doenga. Dessa forma, a busca por novas
substancias antifingicas, a partir de produtos de origem natural vem crescendo, sendo a
prépolis um 6timo exemplo destes produtos, destacando seu uso em tratamentos de origem
microbiana. Diante do exposto, objetivou-se verificar a atividade antifiingica da prépolis
verde contra cepas de Candida spp. Para tanto foi determinada a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), a partir da técnica de microdilui¢ao, pela qual verificou-se a sensibilidade de
cepas de Candida a concentracdes do extrato de propolis numa variagdo de 15.000 pg/mL a
29,3 pug/mL. Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibicdo do
crescimento. Em seguida, adicionou-se cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) para determinagao
da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Ambos os ensaios foram realizados em
triplicata. Os resultados de CIM variaram de 117,2 pg/mL a 468, 8 ug/mL. Os resultados da
CFM sao determinados ao visualizar a auséncia da coloracao rosa/vermelha de cada cavidade,
dessa forma, as concentragdes obtidas foram 117,2 pg/mL (Candida albicans HU-01); 468,8
ung/mL (Candida albicans ES-01); 468,8 ug/mL (Candida haemulloni SA-01); 937,5 ng/mL
(Candida parapsilosis UR-01). Estes resultados atestam o potencial antimicrobiano do extrato
de propolis verde, especialmente contra cepas do género Candida, colaborando assim, para
sua utilizacdo como antimicrobiana moderada, em especial, nas infec¢Oes causadas por esta

levedura da cavidade oral.

Palavras-chave: Candida spp., candidiase oral, propolis verde, atividade antiftingica.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE POTENTIAL ANTIFUNIC OF THE GREEN PROPOLIS
EXTRACT AGAINST GENDER Yeast Candida

Candida yeasts reside in the normal microbiota of humans and other animals, but some
imbalances can lead to the development of a fungal infection called candidiasis. Moreover, in
recent years, resistant strains have been emerging, limiting the therapeutic options for this
disease. Thus, the search for new antifungal substances from natural products has been
growing, being propolis an excellent example of these products, highlighting their use in
treatments of microbial origin. Given the above, the objective was to verify the antifungal
activity of green propolis against strains of Candida spp. For this purpose, the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) was determined by the microdilution technique, by which the
sensitivity of Candida strains to the concentrations of propolis extract in the range of 15,000
pg/mL to 29,3 pg/mL was verified. . MIC values were determined by visual analysis of
growth inhibition. Then triphenyltetrazolium chloride (TTC) was added to determine the
Minimum Fungicide Concentration (MFC). Both assays were performed in triplicate. MIC
results ranged from 117,2 pg/mL to 468,8 ug/mL. CFM results are determined by visualizing
the absence of pink/red staining from each well, thus the concentrations obtained were 117,2
ug/mL (Candida albicans HU-01); 468,8 ug / mL (Candida albicans ES-01); 468,8 ug/mL
(Candida haemulloni SA-01); 937,5 ug/mL (Candida parapsilosis UR-01). These results
attest to the antimicrobial potential of green propolis extract, especially against strains of the
genus Candida, contributing to its use as a moderate antimicrobial, especially in infections

caused by this oral cavity yeast.

Keywords: Candida spp., oral candidiasis, green propolis, antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotréficos, e podem ser classificados como
leveduras (mononuclear) ou fungos filamentosos (vdrios nicleos), podendo apresentar
potencial patogénico, dependendo dos tecidos ou 6rgdos afetados. Sdo responsdveis por
causar infeccoes flingicas de superficiais até sist€micas, como é o caso do género Candida
(BERGOLD; GEORGIADIAS, 2004).

As leveduras do género Candida residem na microbiota normal dos seres humanos e outros
animais, como comensais, sem causar quaisquer danos ao hospedeiro, porém alguns
desequilibrios predispde o desenvolvimento dos fatores de viruléncia destas leveduras
tornando-as patogénicas, o que permite seu oportunismo no hospedeiro, por isso sdo
classificadas como fungos oportunistas, causando a infeccdo fiingica denominada de
candidiase (SENEVIRATNE; SAMARANAYAKE, 2008; JOVITO, 2016; SHIOZAWA et
al., 2018).

A origem da candidiase pode ser tanto endégena como exdgena, sendo a primeira a mais
frequente, devido ao fato de habitarem a microbiota normal do hospedeiro, como o trato
gastrointestinal em cerca de 80%, e o trato geniturindrio em cerca de 20 a 30% das mulheres.
Em ambientes hospitalares, onde os pacientes apresentam-se imunocomprometidos, o género
Candida representa cerca de 80% das infec¢des flingicas, destacando as que acometem a
corrente sanguinea (BARBEDO; SGARBI, 2010; SORENDINO et al., 2018).

A candidiase € causada, frequentemente, pela espécie Candida albicans, porém o perfil
epidemioldgico desta doenca tem-se invertido, visto que se observou uma incidéncia de casos
de candidiase causada por espécies de Candida nio albicans, como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata e C. krusei. Tais dados sdo preocupantes, visto que tal incidéncia
esta associada com o aumento na taxa de mortalidade (GUINEA, 2014; SORENDINO et al.
2018).

Diversos antifingicos s@o utilizados para o tratamento da candidiase, sendo o fluconazol o
medicamento de escolha para tratamento sist€émico (via oral), e o uso de butoconazol,
clotrimazol, miconazol, nistatina, tioconazol e terconazol, indicados para tratamento topico.
Entretanto, os problemas com o surgimento de cepas resistentes limitam ainda mais as opgoes
terapéuticas para esta doenca, principalmente quando se torna sist€mica, visto que o0s
antifingicos sist€émicos apresentam efeitos adversos preocupantes, devido a sua elevada
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. Dessa forma, a busca por novas substancias antifingicas

a partir de produtos de origem natural vem crescendo, o que pode possibilitar o
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desenvolvimento de novos antifiingicos (MACI:ZDO, 2011; FEYAERTS et al., 2018; MASSA
et al., 2018; AL-QERTANI; MOHAMMED, 2018).

O uso de produtos naturais tem sido empregado a milénios como alternativa pra diversos
tipo de tratamentos convencionais, sendo a prépolis um 6timo exemplo destes produtos,
destacando seu uso em tratamentos de origem microbiana. A propolis é uma substincia
resinosa de origem natural, produzida a partir de ceras e secrecOes salivares das abelhas,
contendo diversos compostos naturais, sendo os flavonoides o principal grupo de constituinte,
que ao sofrerem modificacdes estruturais sintéticas, podem resultar em novas moléculas de
interesse terapéutico, sendo utilizadas em estudos in vitro contra cepas, por exemplo, do
género Candida spp. Apesar de existir 13 tipos diferentes de prépolis no Brasil, a prépolis
verde € uma das classificacdes que mais apresentam destaque no mercado mundial. Dessa
forma, nessa pesquisa objetiva verificar a atividade antifingica da prépolis verde contra cepas

de Candida (REIDEL, 2014; GRUNWALD, 2016; FREITAS, 2018).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Averiguar a atividade antifiingica do extrato etandlico da prépolis verde contra espécies de

Candida spp.

2.2 Objetivos Especificos
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico da prépolis
verde e

e verificar a concentracio fungicida minima (CFM) do referido extrato.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infecc¢oes Fingicas

Nos ultimos anos, houve uma incidéncia significativa dos casos de infeccdo fingica,
devido ao aumento da sua frequéncia, assim como sua gravidade. Tais dados estdo
proporcionalmente ligados ao aumento da taxa de mortalidade, tornando os fungos cada vez
mais reconhecidos como importantes agentes infecciosos, principalmente em pacientes

imunocomprometidos (RABINOW et al., 2007; SORENDINO et al. 2018).

3.2 Candida spp.

Taxonomicamente esta levedura pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae, sendo o género
Candida spp. o principal entre as leveduras patogénicas, compreendendo 200 espécies,
aproximadamente (BARBEDO; SGARBI, 2010; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

As leveduras do género Candida medem aproximadamente 2 a 6 um, reproduzindo-se por
brotamento, formando hifas nos tecidos e em sua maioria, pseudo-hifas. As colonias
apresentam caracteristica semelhante a um creme, devido a sua coloragdo branca, podendo ser
brilhosa, pastosa ou opaca, com superficie lisa ou rugosa (SUDBERY; GOW; BERMAN,
2004; NETO; DANESI; UNFER, 2005).

Candida spp. sdo fungos que apresentam morfologia diploide, além de ser polimérfica,
tornando-a um dos principais responsdveis pelo desenvolvimento de variadas patologias.
Sendo que em condi¢des adequadas estes microrganismos apresentam-se como comensais,
ndo provocando quaisquer prejuizos a saude, habitando primeiramente o trato gastrointestinal,
a microbiota vaginal, a uretra, os pulmdes, a cavidade oral, podendo chegar a circulagao
sanguinea. No entanto, quando héd desequilibrios entre este organismo comensal e o
hospedeiro, esta levedura pode tornar-se patogénica, por isso sdo classificadas como fungos
oportunistas (LIMA et al., 2004; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; ROSSI et al., 2011).

Estes desequilibrios podem ser oriundos de alguns fatores predisponentes reconhecidos,
tais como diabetes, gravidez, desnutricdo, deficiéncia de certas vitaminas no organismo,
neoplasias, imunodeficiéncia, uso prolongado de antibacterianos, corticosteroides e farmacos
citostaticos (ZIMMERMMANN et al., 2009).

O comprometimento do mecanismo de defesa do hospedeiro, como a idade, doengas de
base e imunossupressdo, acometendo principalmente pacientes hospitalizados, estd

relacionado diretamente com estes desequilibrios. Como também estdo relacionados aos
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fatores de viruléncia do fungo, que realcam a capacidade de adesdo, formagdo dos tubos
germinativos e producdo de proteases extracelulares, podendo causar invasdo tecidual por
producdo de toxinas ou hipersensibilidade induzida (SIMOES; FONSECA; FIGUEIRAL,
2013).

Dentre tantas espécies, a principal € Candida albicans, devido a sua elevada frequéncia.
No entanto, o aumento na detecc¢do de isolados de Candida nao-albicans como C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis, tem mostrado uma mudancga

neste perfil epidemiolégico (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

3.3 Candidiase

Infecgdes por Candida spp. acometem pacientes expostos a uma grande diversidade de
fatores de risco, visto que envolvem um espectro amplo de doencas superficiais e invasivas
oportunistas. As infeccdes superficiais que acometem a pele, cabelo, unha e mucosas,
apresentam pequenas alteracdes locais no sitio da infec¢do. Por outro lado, as infeccdes
sistémicas podem comprometer visceras, devido a dissemina¢do hematogénica, gerando

complicagdes infecciosas (PEIXOTO et al., 2014).

3.4 Epidemiologia

A candidiase pode se manifestar em diversos 6rgdos, sendo a candidiase oral uma das mais
evidentes, visto que as infec¢des na mucosa bucal apresentam-se como um dos processos
micéticos de maior prevaléncia, principalmente no periodo neonatal (BARBOSA, 2009;
SKUPIEN et al., 2013).

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil, em pacientes neonatos, mostraram que
dentre 159 espécies isoladas, 51,6% apresentaram cultura positiva para Candida albicans,
seguida pelas espécies de Candida ndo albicans (C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,

C. krusei., C. guilliermondii, C. famata e C. lusitaniae) 45,3% (COUTO; CARLOS;
MACHADOQO, 2015).
Neste estudo, foram utilizadas cepas de Candida albicans e Candida ndo-albicans, sendo

apresentado os dados epidemioldgicos das amostras utilizadas no quadro 1.
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Quadro 1. Apresentacio dos dados epidemioldgicos das espécies de Candida utilizadas no

estudo.

Espécie de Candida

Dados Epidemioldgicos

Candida parapsilosis

Respondem por 17 a 50% dos casos de
candidemias que acometem recém-nascidos
prematuros e criancas (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

Candida albicans

Apresentam etiologia predominate,
correspondendo a 50% dos casos de candidiase

(QUINDOS, 2014).

Candida haemulonii

A partir de 2012, houve a reclassificacao
desta espécie, sendo dividida em 2 espécies (C.
haemulonii e C. duobushaemulonii ) e 1
variedade (C. haemulonii var. vulnera). De
acordo com os estudos de ALMEIDA (2016), a
espécie C. haemulonii apresentou
predominancia entre os isolados, seguidos da
espécie C. duobushaemuloni, frequentemente
associados a pacientes com Diabetes mellitus

(ALMEIDA, 2016).

3.5 Diagnostico

3.5.1 Diagndstico Clinico

E realizado a partir da observacdo das manifestacOes clinicas, sendo as formas clinicas

divididas em cutaneo-mucosas, sist€micas e alérgicas (MENEZES et al., 2004).

O sinal mais frequente apresentado pelo paciente sdo manchas brancas, na maioria dos

casos. No entanto, apenas o diagnodstico clinico ndo € suficiente, visto que 0 mesmo nao €

definitivo e satisfatorio, pois os sinais e sintomas sdo pouco especificos. A febre e a

leucocitose sdo os principais indicadores de infeccdo fungica, todavia apenas 80% dos

pacientes apresentam hipertermia e 50% dos pacientas ndo apresentam leucocitose. Além

disso, uma candidemia é facilmente confundida por uma bacteremia, devido as suas

manifestacoes serem semelhantes (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; PEIXOTO et al., 2014).
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3.5.2 Diagnéstico Laboratorial

A diversidade de espécies de Candida e as manifestacOes clinicas varidveis que elas
produzem, faz com que a etapa de isolamento e identificacdo seja fundamental para iniciar o
tratamento correto. Visto isso, a identificacdo da espécie € estritamente importante para
prevenir o uso indiscriminado de medicamentos, minimizando o surgimento de novas cepas
resistentes (ABRANTES et al., 2013).

As amostras a serem coletadas, como pedagos de pele e unhas, raspados de mucosa oral,
vaginal ou anal, secrecdo do trato respiratério, sangue, liquor, urina e fezes, sdo estabelecidas
de acordo com a manifestacdo clinica (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Para se alcancar um diagndstico satisfatério e especifico, € importante que o tipo e a
qualidade da amostra bioldgica estejam adequados. Sendo a assepsia antes da coleta e a

quantidade da amostra, fatores primordiais para o sucesso do diagndstico de leveduras do

género Candida (BARBEDO; SGARBI, 2010).

3.5.2.1 Exame Direto

Consiste em um exame rapido e facil, que utiliza amostras de pele, unha, tecidos obtidos
por bidpsia, exsudatos espessos e outros materiais densos, em que se adiciona uma gota de
KOH (aquoso a 20%) em uma lamina de microscopia. Para intensificar a clarificacdo, aquece-
se rapidamente a lamina, sobre a chama de um bico de Bunsen, e ap6s 20 minutos em
microscopio 6ptico comum, € possivel observar os blastoconidios e as pseudo-hifas. Em

alguns casos, recomenda-se usar as colora¢des de Gram, Giemsa ou Acido Periédico-Schiff

(PAS) (BRASIL, 2004).

3.5.3 Meios de Cultura

Agar Sabouraud

Indicado para o isolamento do agente etiolégico e observacdo da macromorfologia, a partir
da semeadura da superficie do meio de cultura sélido, em tubos ou placas de Petri,
apresentando colonias leveduriformes homogéneas de textura cremosa, superficie lisa e

coloracdo branca ou creme, quando identificados espécies do género Candida PAS (BRASIL,

2004).

Chromagar® Candida
Tem como principio a producdo de coloracdo especifica das colonias, devido a reacdes

enzimdticas especificas com um substrato cromogénico presente no meio, possibilitando a
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identificacdo presuntiva das espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, gerando,
respectivamente, colonias de coloracdo verde, azul e rosa rugosa, e as demais, coloragdo
branca a rosa, além de ser empregado no reconhecimento de culturas mistas (BARBEDO;

SGARBI, 2010).

3.5.4 Identificacao

I) Identificacdo Morfologica: Avalia-se a presenca de tubo germinativo e filamentacdo no
cultivo em lamina. Havendo a formacgdo de hifas hialinas ramificadas sem fragmentacao, é
indicativo de Candida spp., se caso houver a formacdo de clamiddésporos, € indicativo de
Candida albicans (BRASIL, 2004).

IT) Auxonograma: A levedura é semeada sobre a placa de Petri contendo fontes de carbono
e nitrogénio dispostas em aliquotas, para ser posteriormente incubada, sob temperatura
ambiente ou 25°C, pelo periodo de 1 semana. Apds este periodo, a levedura ird assimilar,
podendo crescer ou nao em volta de determinadas fontes, esse crescimento depende do
metabolismo caracteristico de cada espécie. A leitura é feita pelo halo de turvagdo resultante
do crescimento, indicando prova de assimila¢do positiva para a respectiva fonte (BARBEDO;
SGARBI, 2010).

III) Zimograma: A levedura é semeada em respectivos tubos, contendo diversas fontes de
carboidratos, durante um periodo de, no maximo, 15 dias sob temperatura de 25°C. A
fermentacdo € revelada por formacdo de bolhas de géds, observadas dentro de tubos de Durhan
(BARBEDO; SGARBI, 2010).

Os resultados de ambos os testes sdo comparados a tabelas encontradas na bibliografia,
baseados na distingdo dos perfis de assimilagdo e fermentacdo de diferentes espécies

(SIDRIM; ROCHA, 2004; BRASIL, 2004).

3.6 Tratamento da Candidiase

O tratamento da candidiase se baseia em quatro grupos principais: triazélicos, poli€nicos e
equinocandinas.

No entanto, na maioria dos casos, o uso de farmacos azodis (triazol e imidazol) € o
tratamento de escolha para a candidiase (PEIXOTO et al., 2014; COSTA, 2016). Este grupo
inclui farmacos como cetoconazol, tioconazol fluconazol, voriconazol, clotrimazol e
terconazol (RAIMUNDO; TOLEDO, 2017), sendo indicado para tipos especificos de

candidiase, como podemos observar no quadro 2.
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Quadro 2. Apresentacdo dos farmacos azdis de escolha para cada tipo de candidiase,

incluindo a forma farmacéutica e a via de administracdo do antifiingico.

Candidiase Farmaco/ Forma Via de administracao
Farmacéutica
Oral Fluconazol ou Itraconazol Oral
(comprimido)
Oral Cetoconazol (pomada) Toépico
Vulvovaginal Fluconazol ou Oral
Cetoconazol
(comprimido)
Vulvovaginal Clotrimazol (comprimido Intravaginal
vaginal) ou Terconazol
(creme)
Unha e paroniquia Clotrimazol (solucao) Tépico
Cuténea Clotrimazol (creme) Toépico

Fonte: GONCALVES, 2010; PEIXOTO et al., 2014.

O mecanismo de acdo destes farmacos tende a comprometer a biossintese do ergosterol da
membrana plasmadtica, devido a inibi¢do do esterol 14-a-desmetilase, prejudicando as funcdes
de alguns sistemas enzimdticos que, consequentemente, inibe o crescimento dos fungos
(RAIMUNDO; TODELO, 2017).

O grupo dos poliénicos, inclui a nistatina e a anfotericina B, sendo esta dltima indicada
principalmente em casos de candidemia, cujas indicagdes apresentam-se descritas no quadro 3
(DA COSTA; GENARO, 2016; RAIMUNDO; TOLEDO, 2017).

O mecanismo de agdo dessa classe baseia-se na ligacdo do fairmaco com o ergosterol dos
fungos sensiveis, fazendo com que os agentes polietilenicos formem poros ou canais que
permitem o aumento da permeabilidade da membrana, causando o extravasamento de

constituintes celulares, e assim, morte celular (RAIMUNDO; TODELO, 2017).
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Quadro 3. Apresentacio dos farmacos poli€nicos de escolha para cada tipo de candidiase,

incluindo a forma farmacéutica e a via de administracdo do antifiingico.

Candidiase Farmaco Via de
Administracao

Oral Nistatina (suspensao) Toépico

Balanite Nistatina (pomada) Toépico

Cutanea Nistatina (pomada) Toépico
Sistémico Anfotericina B Intravenosa

Fonte: PEIXOTO, 2014.

As equinocandinas representam uma classe de antiftingicos composta por caspofungina,
micafungina e anidulafungina. S3o indicadas no tratamento de candidiase esofégica,
candidemia, candidiase invasiva, além de apresentarem atividade antifiingica contra cepas
resistentes ao fluconazol (SUCHER et al., 2009). Seu mecanismo de acdo baseia-se em uma
inibicdo nao competitiva da enzima B-1,3-glicano sintase, responsdvel por catalisar a
polimeralizacdo da glicose-uridina-difosfato (UDPglicose) em [B-1,3-glicano. Ao inibir este
polimero, inibe-se também a sintese da parede celular do fungo, levando ao extravasamento
de componentes da célula, devido ao um aumento na pressdo osmdtica sob uma membrana

enfraquecida (PIGATTO; UCHOA; COSTA, 2009).

3.7 Efeitos Adversos dos Antifingicos

Os farmacos azdis sdo a classe que apresenta os principais efeitos adversos, sendo estes:
sensacdo de queimacdo, irritacdo e prurido local, leves e transitérios (RAIMUNDO;
TODELO, 2017). Além desses efeitos, estes farmacos também apresentam efeitos adversos
toxicos, como por exemplo, o fluconazol, em que foram relatados raros casos de
hepatotoxicidade, além de ser teratogénico em animais (RAIMUNDO; TOLEDO, 2017).

E importante ressaltar que os farmacos do grupo dos azéis podem apresentar interacdes
com outros medicamentos, como antidcidos, sucralfate, fenobarbital, isoniazida, fenitoina,
rifampicina, varfarina, terfenadina e astemizol (SIMOES; FONSECA; FIGUEIRAL, 2013).

Os poliénicos causam efeitos adversos mais comumente apresentados pela anfotericina B
sdo: ndusea, vOomito, febre, hipertensdo ou hipotensdo, e hipéxia. Podendo apresentar também
outros eventos mais graves, como: lesdo renal aguda, devido a sua nefrotoxicidade induzida,
sendo este efeito muito frequente, devido ao mecanismo de acimulo de medicamentos nos
tabulos renais (SCHLOTTFELDT et al., 2015). De modo geral, a nistatina e a anfotericina B

apresentam comumente disturbios gastrintestinais semelhantes, como: nduseas e vomito. Os
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efeitos adversos distintos sdo erupcdes cutaneas e urticaria, devido a administragcdo da
nistatina, que apresenta elevada toxicidade por via sist€émica (RAIMUNDO; TOLEDO, 2017).
As equinocandinas apresentam alguns efeitos adversos, como: cefaleia, febre, efeitos toxicos
hepaticos, flebite, reacdes de liberacao de histamina e hemdlise, no entanto, estes apresentam-
se em um porcentagem baixa, tornando o perfil de seguranca deste grupo de antiftingicos
favorével, Desta forma, as equinocandinas apresentam-se como uma boa alternativa para
pacientes que apresentam insuficiéncia renal prévia ou desencadeada devido

ao uso da anfotericina B (DIOMEDI, 2018).

3.8 Mecanismo de Resisténcia

A resisténcia dos antifiingicos azdis ocorre a partir de dois mecanismos distintos. O
primeiro ocorre devido a superexpressdao ou mutagao no gene ERG11, por meio de alteragdes
na enzima alvo citocromo P-450 lanosterol 14-desmetilase. Essas alteracdes nos aminodcidos
da proteina citocromo P-450 14-a-desmetilase, irdo reduzir a afinidade aos antifingicos azdis.
O segundo mecanismo € por meio de bomba de efluxo, que diminui a quantidade de fArmacos
em seu interior (COSTA, 2016).

A resisténcia fungica aos poli€énicos se dd principalmente a anfotericina B, devido a
alteracdes na composicao da membrana plasmadtica fingica, como alteragdes na quantidade de
esfingolipideos junto de uma diminuicdo na producdo de ergosterol, sendo estes de grande
importancia na modulagdo da resisténcia a anfotericina B, devido a diminui¢cao na afinidade
de ligacdo. Outros mecanismos de resisténcia seriam: funcionamento incorreto de bombas de
efluxo e mutacdo do gene ERG3. A diminui¢do da sensibilidade, devido a resposta adaptativa
a anfotericina B, ocasionada pelo estresse oxidativo induzido, também € um dos mecanismos
de resisténcia existentes (REN et al., 2014; SHARMA et al., 2014; JENSEN et al., 2015;
VIEIRA; SANTOS, 2017).

A resisténcia dos fungos as equinocandinas € progressiva, estando associada ao aumento
do seu uso, assim como a alta incidéncia de infecgdes pelo género Candida e a correlagio
entre os farmacos azodlicos e as equinocandinas (PFALLER et al., 2012). Tal fato é resultado
de dois tipos de mecanismos de resisténcia distintos, sendo o primeiro causado pelo aumento
do conteudo de quitina na parede celular do fungo, devido a uma resposta adaptativa ao
estresse, que ao administrar altas doses de equinocandinas, gera um crescimento paradoxal. O
segundo mecanismo € gerado devido as mutacdes nos genes FKS intrinsecos, sendo este, gene

relacionado com a codificacdo da B-1,3-d-glucan sintase (BEYDA; LEWIS; GAREY, 2012).
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3.9 Produtos Naturais

O aumento de casos de resisténcia aos antifingicos estd relacionado ao seu uso
indiscriminado, agravando os quadros de recidiva, desta forma, a necessidade de outras
alterativas, como produtos naturais, tem sido extremamente incentivada (ALMEIDA et al.,
2012).

A fitoterapia tem sido uma ferramenta muito importante, devido ao incentivo dos estudos
etnoboténicos, que estdo sendo realizados nos mais diversos biomas brasileiros. A partir
disso, foram descobertas diversas plantas que apresentavam atividade antiflingica contra a
candidiase, sendo a maioria de conhecimento popular, como: canela (Cinnamomum
zeylanicum), romad (Punica granatum), alecrim (Rosmarinus officinalis L), boldo do chile
(Peumus boldus Benth), goiabeira (Psidium guajava), manjericdo (Ocimum basilicum),
orégano (Origanun vulgare L), limdo siciliano (Citrus limon), bardana (Arctium lappa L),
caléndula (Caléndula officinalis), propolis (Apis milifera) e aroeira (Schinus terebinthifolia
raddi) (BETTEGA et al., 2011; RAIMUNDO; TOLEDO, 2017).

Os oOleos essenciais também apresentam atividade antifiingica, sendo estes, compostos
quimicos oriundos do metabolismo secundério das espécies vegetais, constituindo uma rica

fonte de compostos biologicamente ativos (CASTRO, 2010).

3.9.1 Propolis

A prépolis é um produto opoterdpico, apresenta caracteristica resinosa produzida pelas
abelhas a partir das suas ceras e secrecdes salivares, ou exsudatos provenientes de gemas,
brotos, flocos de seiva e peciolos de folhas de diferentes plantas (BRASIL, 2011;
PORTILHO, 2013; BONVEHI; GUTIERREZ, 2012).

A finalidade medicinal da prépolis € reconhecida desde as civilizagdes antigas,
permanecendo até os dias atuais, devido a amplitude de finalidades terapéuticas deste produto
natural (REIDEL, 2014), como por exemplo sua atividade antibacteriana, antifiingica,
antiinflamatoéria, cicatrizante e antitumoral (PORTILHO, 2013).

A proépolis € composta quimicamente por: flavondides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), fenilpropandides (como os &cidos caféico e clorogénico),
esterdides, aminodcidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, dcidos graxos e outros compostos,
em por¢des menores, € dcidos aromaticos, ésteres, aldeidos, cetonas, terpendides (LUSTOSA
et al., 2008).

A coloragdo da prépolis depende de sua procedéncia (quadro 4), como sua origem botanica

e a area geogréfica que fora coletada, assim como suas propriedades fisicas, podendo variar
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da tonalidade marrom escuro ao marrom avermelhado, até uma tonalidade esverdeada, sendo
a propolis verde a mais consumida no Brasil. Esta é produzida nas vérias regides sul, leste e
centro, assim como na zona da mata de Minas Gerais, Sao Paulo, Parand e em regides
serranas do Espirito Santo e Rio de Janeiro. Este produto € obtido a partir do arbusto alecrim-
do-campo, especificamente nos 4pices vegetativos da planta Baccharis dracunculifolia
(Asteraceae) (NASCIMENTO et al., 2008; LUSTOSA et al., 2008; DE-MELO, 2014).

Quadro 4. Apresentacao dos grupos de prépolis, de acordo com sua coloragdo e regido de

origem.

Grupos Coloracao Regiao De Origem
Grupo 1 Amarelo Sul
Grupo 2 Castanho Claro Sul
Grupo 3 Castanho Escuro Sul
Grupo 4 Castanho Claro Sul
Grupo 5 Marrom Esverdeado Sul
Grupo 6 Marrom Avermelhado Nordeste
Grupo 7 Marrom Esverdeado Nordeste
Grupo 8 Castanho Escuro Nordeste
Grupo 9 Amarelo Nordeste
Grupo 10 Amarelo Escuro Nordeste
Grupo 11 Amarelo Nordeste
Grupo 12 Verde Ou Marrom Esverdeado Sudeste
Grupo 13 Vermelho Nordeste

Fonte: DAUGSCH, 2006; COSTA, 2013.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local de Trabalho

Os testes de atividade antifingica foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Centro de Educacdo e Satde-CES, da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG),
campus Cuité/PB.

4.2 Matéria Prima

A prépolis escolhida para este estudo foi a propolis verde, classificada como grupo 12,
sendo adquirida em uma farmicia comunitdria no Municipio de Cuité - PB, a partir de
recursos proprios para a realizacdo dos ensaios microbiologicos. O extrato etandlico da
propolis verde usado neste estudo foi produzido da regido de Bambui — MG.

A concentragdo do extrato etandlico da prépolis verde utilizada neste estudo foi de 30%,
porém, apenas 10% da concentragdo da propolis foi utilizada, equivalente a 30.000 pg/mL.

O fabricante informa que os ingredientes presentes sdo propolis e dlcool de cereais, como

liquido extrator, contendo 11% do extrato seco para a produgdo deste extrato etandlico.

4.3 Fungos

As leveduras utilizadas nos ensaios de atividade bioldgica e fases da prépolis verde sdo
provenientes de isolados clinicos, cedidas pelo laboratério de Microbiologia (J11) do Centro
de Educagdo e Saide (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Este
estudo consistiu em quatro espécies de Candida:

o Candida albicans HU-01;

e Candida albicans ES-01;

e Candida haemulonii SA-01;

e  Candida parapsilosis UR-01.

4.4 Meio de Cultura

Agar Sabouraud Dextrose (ASD) foi o meio de cultura utilizado para manutencio das
cepas de Candida e para os ensaios microbioldgicos, foi utilizado o caldo Sabouraud
Dextrose. Ambos preparados de acordo com as instrucdes do fabricante, com uma excecao
para o segundo, em que foi utilizado o dobro da massa para que fique duplamente

concentrado, tendo em vista a diluicdo subsequente que seria feita nos testes de sensibilidade
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antifingica. Ambos foram solubilizados em dgua destilada e esterilizados em autoclave, a 121

°C por 15 minutos.

4.5 Indculo

Para o preparo dos in6culos das leveduras, os isolados foram cultivados em meio ASD
inclinado a 37°C durante um periodo de 24 horas.

Ap6s este periodo foram preparadas as suspensdes dos microrganismos colocando de 3 a 5
colonias da levedura em tubos contendo 5 mL de solucdo estéril (NaCl a 0,9%).
Posteriormente, essas suspensdes sofreram agitacao, durante 2 minutos, a partir do uso de um
aparelho Vortex. Ao término da agitacdo os tubos passaram pelo aparelho espectrofotdmetro,
com absorbancia de 530 nm, atingindo valores de transmitancia de aproximadamente 70%, a
qual corresponde a um inéculo de 10° unidades formadoras de colonias/mL — UFC/mL. A
andlise visual da turbidez das solucdes presentes nos tubos também facilitou o ajuste de cada

solugao.

4.6 Determinacoes da Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdiluicdo foi a utilizada para determina¢do da CIM, a partir de placas de
microdiluicdo contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” (SOUZA et al., 2007;
MOREIRA et al., 2010).

Tal técnica foi determinada seguindo as normas recomendadas da M27-A2, do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), publicada no ano de 2002, no intuito de avaliar o perfil
de suscetibilidade in vitro (BRASIL, 2002).

Primeiramente foram adicionados 100 uL do ASD em cada orificio da placa de
microdiluicdo. Sendo que na primeira cavidade, foram adicionados 100uL do extrato da
propolis verde, para em seguida, serem realizadas dilui¢Oes seriadas sucessivas, no intuito de
alcangar concentracdes entre 15.000 ug/mL a 29,30 pg/mL. Por fim, em cada orificio da placa
contendo o ASD com o extrato de propolis verde, foram adicionados 10 uL da suspensdo
fiingica cuja concentragio na placa ficou em torno de 0,4 x 105 a 5 x 10° UFC/mL.

Para o controle de viabilidade do microrganismo, foi necessario adicionar 100 uL do meio
em determinadas cavidades, sem os produtos teste com microrganismos. Simultaneamente,
foi realizado o mesmo experimento com o antifingico cetoconazol, utilizando como solvente
o dimetilsulf6xido (DMSO), para entdo ser diluido no meio ASD até atingir 0,03 a 16 pg/mL.

Para o controle da viabilidade do meio de cultura, foi dissolvido o DMSO no meio ASD, no
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intuito de confirmar que o DMSO ndo apresentaria qualquer efeito inibitério. Ao final, todas
as placas foram seladas e incubadas 37°C por um periodo de 24 e, posteriormente, 48 horas.
A determinacdo dos valores de CIM define-se a partir da menor concentracdo capaz de
inibir 100% do crescimento fiingico, sendo avaliada pela visualizacio da inibicdo do
crescimento em cada cavidade, comparando com o controle (ausente de drogas). Os ensaios

foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média geométrica.

4.7 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Nesta tltima etapa, foram adicionados 10 uL de cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) em cada
cavidade, sendo a placa entdo incubada em estufa sob temperatura de 37°C durante um
periodo de tempo de 2 horas, aproximadamente, possibilitando observar a presenca ou
auséncia da coloracdo rosa/avermelhada deste composto nas cavidades. Em seguida, todo o
sistema foi incubado novamente a 37°. Estes ensaios foram realizados em triplicata.

A determina¢do da CFM foi realizada a partir da observacdo da menor concentracao dos
produtos testados para impedir a capacidade de crescimento destas cepas, quando inoculada

em meio de cultura isento de antifiingicos (RASOOLI; ABY ANEH, 2004).

4.8 Cadastro no Sisgen
A atividade de acesso ao Patrimonio Genético foi cadastrada no Sisgen em atendimento a

Lein® 13.123/2015 sob ndmero de cadastro AODO9C9.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds as microdiluicdes do extrato etandlico da propolis verde para
avaliacdo da concentracdo inibitéria minima, assim como para o cetoconazol encontram-se na
tabela 1. Pode-se perceber que as cepas de Candida spp. foram inibidas por concentracdes que
variaram entre 117,2 e 468,8 pg/mL, quando confrontadas com o extrato € no ensaio com
cetoconazol verificou-se uma variacdo de CIM de 0,125 a 4 pg/mL.

Tabela 1. Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima do Extrato Etandlico da

Prépolis Verde e cetoconazol, frente a cepas de Candida spp. de origem clinica (n=3).

[ 1 Extrato Etanolico da [ ] do Cetoconazol
Amostras Proépolis Verde (15.000 (0,03 pg/mL a 16 pg/mL)
pg/mL a 29,30 ug/mL)
Candida albicans HU-01 117,2 0,25
Candida albicans ES-01 468, 8 0,125
Candida haemulonii SA-01 234.4 4
Candida parapsilosis UR-01 468, 8 2

Fonte: Arquivo pessoal.

As amostras de Candida albicans apresentaram sensibilidade tanto ao antifiingico
Cetoconazol, quanto ao extrato etandlico da prépolis verde, em destaque a amostra Candida
albicans HU-01, que apresentou a menor CIM do extrato etandlico da prépolis verde neste
estudo. Este fator é de extrema importancia, visto que de acordo com os estudos
epidemioldgicos, hd uma predominancia nos casos de candidiase ocasionada por Candida
albicans, por acometerem, principalmente, pacientes imunocomprometidos, sendo estes
suscetiveis a desenvolverem a candidiase oral (DE MOURA, 2019).

O estudo de Vargas Neto (2004) apresentou resultados semelhantes, sendo que 0 mesmo
comprovou que a propolis verde, em comparacdo a outros produtos naturais, foi a que
apresentou melhor resposta inibitdria, principalmente contra cepas Candida albicans e

Candida parapsilosis, assim como neste estudo.

Contudo, segundo estudo publicado por Morales et al. (2008), valores de CIM para
extratos vegetais entre 100 e 500 pg/mL, situacdo apresentada no presente estudo, configuram

atividade antimicrobiana moderada.
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Percebe-se ainda, em tempos de resisténcia antiflingica crescente, que os resultados obtidos
sobre a inibicdo das cepas selvagens de Candida pelo antifingico comercial cetoconazol
foram satisfatorios, tendo em vista os baixos valores de CIM observados.

Para obtencdo da CFM foi utilizado o composto cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) que
produz uma coloracdo rosa/avermelhada, nas cavidades da placa de microdilui¢ao (figura 1),
devido a atividade das enzimas desidrogenases envolvidas no processo de respiracdo celular
dos fungos, sendo possivel distinguir quais cavidades apresentaram crescimento flingico, das
cavidades em que houve inibicdo do crescimento, devido a presenca do extrato etandlico da
propolis verde (DIAS et al., 2018).

Figura 1. Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima do Extrato Etandlico da

Propolis Verde frente a cepas de Candida de origem clinica em presenca de cloreto de

trifeniltetrazolio (TTC).

\k s - L oo ; ; T e ;
Concentracio Fungicida Minima: I — 15.000 pg/mL; IT — 7.500 pg/mL; III — 3.750 pg/mlL;
IV —1.875 ng/mL; V —937,5 pg/mL; VI — 468,8 ug/mL; VII — 234,4 ug/mL; VIII - 117,2
pg/mL; IX — 58,6 ug/mL; X — 26,3 pg/mL.

Fonte: Arquivo pessoal.

Como resultado da andlise visual da CFM do extrato etandlico da prépolis verde, obteve-se

as seguintes concentracdes presentes na tabela 2.
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Tabela 2. Resultado da Concentragdo Fungicida Minima do extrato etandlico da propolis

verde (n=3).

[ ] Extrato Etandlico da Prépolis Verde
Amostras (ng/mL)
Candida albicans HU-01 117,2
Candida albicans ES-01 468, 8
Candida haemulonii SA-01 468, 8
Candida parapsilosis UR-01 937,5

Fonte: Arquivo pessoal.

Confrontando-se os resultados de CIM e CFM neste estudo, percebe-se que os valores de
ambos os parametros verificados para o extrato etandlico da prépolis verde foram os mesmos
para as amostras de Candida albicans (HU-01 e ES-01), enquanto que o valor de CFM foi o
dobro das amostras Candida haemulonii SA-01 e Candida parapsilosis UR-01.

Quanto a um possivel mecanismo de acdo da préopolis contra Candida spp., de acordo com
estudo realizado por Pippi et al. (2015), sugere-se que o composto atue sobre a parede celular
do fungo.

Apesar do mecanismo de a¢do do extrato etandlico da prépolis verde ainda ndo ter sido
bem elucidado, sendo alvo de diversas pesquisas, vérios estudos sugerem que os flavondides,
particularmente o flavonoide chrisina presente no extrato da prépolis verde, é o composto
responsdvel pela acdo antifingico deste produto (FERNANDES et al., 2007; BARBOSA et
al., 2009; TORETI et al., 2013. FREITAS, 2018).

No entanto, sabe-se que as propriedades da propolis dependem de alguns fatores,
principalmente, a sazonalidade e o método de extracdio (DE MELO, 2014), que acaba
dificultando a determinacdo de um mecanismo de acdo especifico, assim como a
determinacdo da concentragdo dos compostos que apresentam atividade antifiingica presente
na amostra de propolis extraida (LUSTOSA, 2008). Desta forma, varios estudos também tem
sido realizados, no intuito de otimizar o processo de extracdo da propolis, sob condi¢cdes
variadas, como o estudo de Longhini (2007).

A propolis tem-se mostrado uma alternativa terap€utica eficaz por apresentar intimeras
propriedades farmacéuticas, além de auxiliar na prevencdo de diversas doengas, como por
exemplo, prevencdo da candidiase oral, por auxiliar a manutencdo da saide bucal da

populagdo em geral. Outras vantagens da propolis seriam sua viabilidade econdmica,
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acessibilidade e seguranca (BORGUI et al., 2005; SOARES et al., 2006; TAVARES et al.,
2006, LUSTOSA et al., 2008).

Alguns estudos indicam que a prépolis verde apresenta baixa toxicidade inata, este fato, é
justificado pela presenca dos flavonoides, que também apresentam baixa toxicidade, sendo
estes seu principal grupo constituinte. Os estudos de toxicidade, até o momento, foram
realizados apenas em animas, porém pode-se inferir que 70 mg/dia™!, aproximadamente, é
seguro para o consumo humano. No entanto, € necessdrio cautela, visto que pessoas que
apresentam reacdo alérgica a abelhas, também podem apresentar hipersensibilidade a
propolis. O estudo de Cho et al. (2000), indica que a incidéncia de casos de dermatite de
contato estd relacionada paralelamente a incidéncia do consumo da prépolis (LACERDA;

TIVERON, DE ALENCAR, 2011; PINTO; DO PRADO, DE CARVALHO, 2011).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o extrato etandlico da prépolis verde
apresentou acao inibitoria frente as quatro cepas de Candida spp. nas seguintes concentracoes:
117,2 ug/mL (Candida albicans HU-01); 468,8 ug/mL (Candida albicans ES-01); 234,4
pg/mL (Candida haemulloni SA-01); 468,8 ug/mL (Candida parapsilosis UR-01), porém
uma atividade menor se comparada ao Cetoconazol a 2%. E que foi fungicida nas mesmas
concentragdes versus cepas de Candida albicans e fungicida em concentracdo duas vezes
maior para as cepas nao-albicans, sendo estas, Candida haemulloni SA-01 (468,8 ug/mL) e
Candida parapsilosis UR-0 (937,5 pg/mL).

Tal fato corrobora o uso medicinal deste opoterdpico como agente antimicrobiano, em
especial contra infec¢des orais por espécies de Candida. Vale salientar que a apresentacao
comercial deste propolis encontra-se na concentracdo de 30.000 pug/mL, bem superior a
necessdria para matar a levedura em questdo, possibilitando a discussdo da possibilidade de
diluicdo deste composto, apds estudos clinicos, quando para a finalidade de tratamento de

Candidiases Orais.
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