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RESUMO

OBJETIVOS: verificar a atividade antifingica e a citotoxicidade da propolis de copaiba e de
um prototipo de enxaguante bucal contra espécies do género Candida spp.
METODOLOGIA: o perfil cromatografico do extrato de propolis foi realizado por
Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia em Fase Reversa (RP-UPLC). A atividade
antifungica do extrato de propolis de copaiba (EPC) e do seu protdtipo de enxaguante bucal
contra C. albicans, C. tropicalis e C. krusei foi avaliada por microdiluicdo em caldo e disco-
difusdo em agar. A citotoxicidade foi verificada pelo ensaio de MTT em fibroblastos 3T3 —
L1. RESULTADOS: Fenois foram os principais compostos encontrados, sendo identificados
dentre eles o acido caféico (acido fendlico) e canferol (flavonoide). Os valores de CIM foram
156 pg/ml, 312 pg/ml e 625 ng/ml para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei respectivamente,
indicando atividade antifungica presente, mas moderada. Os valores das zonas de inibi¢ao
verificaram inibi¢do do crescimento das leveduras e sugeriram uma atividade fungistatica do
enxaguante bucal. Em relagdo aos testes de citotoxicidade, o EPC exerce, em baixas
concentragdes, um efeito dose dependente sobre a proliferagao de fibroblastos 3T3-L1 e pode
exercer um efeito regenerador de tecidos. CONCLUSOES: a propolis investigada apresenta
potencial antifingico moderado contra Candida spp., podendo ser o enxaguante bucal uma
opcdo terapéutica no combate da candidiase oral, ja que o seu tratamento ¢ baseado no
controle e ndo na erradicacao das leveduras. Estudos futuros sobre a caracterizacao dos seus

compostos quimicos, aperfeicoamento do produto e ensaios clinicos deverao ser realizados.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis; Copaiba; Candida spp.; Enxaguante bucal.



In-vitro evaluation of the antifungal activity and cytotoxicity of copaiba propolis against
Candida spp.

ABSTRACT

OBJECTIVES: verify the antifungal activity and cytotoxicity of copaiba propolis and its
mouthwash prototype against Candida spp. METHODOLOGY: the chromatographic profile
of the propolis extract was performed by Reverse Phase Ultra-efficiency Liquid
Chromatography (RP-UPLC). The antifungal activity of copaiba propolis extract (CPE) and
its mouthwash prototype against C. albicans, C. tropicalis and C. krusei was evaluated by
microdilution broth method and agar disk-diffusion. Cytotoxicity was verified by the MTT
assay on 3T3-L1 fibroblasts. RESULTS: Phenols were the main compounds found, among
them caffeic acid (phenolic acid) and canferol (flavonoid). The MIC values were 156 ug/ml,
312 ug/ml and 625 ug/ml for C. albicans, C. tropicalis and C. krusei respectively, indicating
present but moderate antifungal activity. The values of the inhibition zones suggested a
fungistatic activity of the oral rinse. In relation to cytotoxicity tests, CPE exerts a dose-
dependent effect on the 3T3-L1 fibroblasts proliferation at low concentrations and may exert
a tissue regenerative effect. CONCLUSIONS: the investigated propolis has a moderate
antifungal potential against Candida spp., and mouthwash may be a therapeutic option in the
fight against oral candidiasis, since its treatment is based on control and not on the
eradication of yeast. Future studies on the characterization of its chemical compounds,

product enhancement and clinical trials should be performed.

KEYWORDS: Propolis; Copaiba, Candida spp.; Mouthwash.
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1-INTRODUCAO

A descoberta da atividade farmacoldgica de novos agentes fitoterapicos ¢ de grande
importancia, principalmente no Brasil, um pais rico em biodiversidade. Encontrar substancias
mais eficazes e menos toxicas na corrida contra a resisténcia de microrganismos patogénicos
pode contribuir significativamente no campo da satde em nivel mundial (OSTROSKY et
al.,2008; FREIRES et al., 2016).

A candidiase ¢ uma infeccdo fingica comum da cavidade oral, provocada por
leveduras do género Candida spp. (LYNCH, 1994; AKPAN e MORGAN, 2002). Afeta
predominantemente idosos, usudrios de proteses removiveis, pacientes submetidos ao uso
prolongado de antibioticos e corticosterdides, quimioterapia ou radioterapia de cabeca e
pescoco, individuos com xerostomia e aqueles com deficiéncia imunoldgica, como no caso da

AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) (World Health Organization, 2014).

Os principais fatores de viruléncia das espécies de Candida spp. sdo sua capacidade de
se adaptar e crescer em diversos habitat e de formar biofilme. Microorganismos capazes de
formar biofilmes muitas vezes causam infecgdes cronicas com alta tolerancia a antifungicos e
resisténcia do sistema imunologico (SENEVIRATNE e SAMARANAYAKE, 2008;
SANCHEZ-VARGAS et al., 2013).

Os produtos naturais sdo alternativas terapéuticas promissoras, ja que possuem menos
efeitos adversos e de menor intensidade quando comparados aos farmacos convencionais e
podem ser alternativas viaveis e de baixo custo para o tratamento de doencas orais (VICENTE
et al.,2003; CORREIA et al., 2016).

A propolis ¢ uma substancia natural coletada por abelhas, sendo utilizada na medicina
popular ha séculos. Sua composicdo quimica ¢ complexa e a cor varia dependendo da
localizagdo onde ¢ coletada: savanas, florestas tropicais, desertos, regides costeiras e
montanhosas (BURDOCK, 1998; SANTOS, 2012). Trata-se de um material resinoso coletado
pelas abelhas de brotos e exsudados das plantas, misturado com enzimas de abelhas, polen e

cera (SFORCIN, 2016).

O Brasil ¢ considerado um dos maiores produtores de propolis no mundo (SANTOS,
2012) e atualmente j& sdo conhecidas diversas das suas fungdes biologicas como

antimicrobiana, anti-inflamatdria, imunomoduladora e bioestimuladora (BURDOCK, 1998;
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BANKOVA, 2005; WHAG, 2013; SFORCIN, 2016). As propriedades antifingicas contra
espécies do género Candida spp. ja foram demonstradas in vitro por diversos autores
(KUJUMGIEV et al.,1999; MARTINS et al., 2002; de PAULA et al., 2006; MELLO et al.,
2006; AKCA et al., 2016; FREIRES ef al., 2016). Além disso, Santos et al. (2005, 2008),
Capistrano et al. (2013) e Pina et al. (2017) demostraram, in vivo, que a propolis verde

brasileira € uma alternativa no tratamento de pacientes com estomatite protética por Candida

Spp.

Além da propolis, diversos produtos naturais tem sido descritos como fonte potencial
de novos farmacos e seletivos para o tratamento de doencas infecciosas, dentre eles o dleo-
resina de copaiba. O balsamo de copaiba, obtido através de pequenos cortes na casca do caule
da planta ¢ amplamente utilizado na medicina popular, tanto na forma topica, como oral. Das
vérias indicagdes terapéuticas, algumas ja foram confirmadas: anti-inflamatdria, cicatrizagao
de feridas, antimicrobiana, leishmanicida, antineoplasica e anestésica (PIERI; MUSSI e
MOREIRA, 2009; LEANDRO et al., 2012). Deus et al. (2009) e Deus, Alves e Arruda (2011)
avaliaram a ac¢do antifungica in vitro da espécie de copaiba C. multijuga Hayne e concluiram
que seu Oleo apresenta bom potencial de a¢do antimicrobiana contra microorganismos dos
géneros Candida spp. € Aspergillus spp., podendo ser um bom indicativo para estudos mais
especificos no combate a candidose e aspergilose.

A propolis brasileira ¢ classificada em 13 grupos com base nas suas caracteristicas
fisico-quimicas, sendo uma das principais propolis estudadas, pela sua rica composicao
quimica e seu elevado valor terapéutico (PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002; ALENCAR et
al., 2007). No entanto, a simples afirmacdo de que certa amostra corresponde a "propolis
brasileira" dificilmente significa qualquer indicacdo de caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas, pois existe uma grande diversidade de tipos de propolis no Brasil, sendo
necessario estudos mais aprofundados (PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002).

Pesquisar novos antimicrobianos de origem natural, especificamente antifingicos,
com maior eficicia, baixa toxicidade, menor custo e facil acessibilidade ¢ muito importante.
Nesta direcdo, extratos de propolis sdo uma op¢ao vantajosa frente a muitos antifingicos
convencionais existentes no mercado farmacéutico. Até o presente momento, ndo ha relatos
na literatura de amostras de propolis cuja origem botanica seja a Copaifera spp., cujo 6leo ¢

amplamente usado na medicina popular.
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O objetivo desse estudo foi investigar a citotoxicidade e a atividade antifungica, in
vitro, contra Candida spp. do extrato e de um prototipo de enxaguante bucal a base de uma

propolis originada de arvores do género Copaifera spp.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Candidiase oral
2.1.1 - Definicao, patogénese e fatores de risco

A candidiase ¢ uma infeccdo fingica comum da cavidade oral, provocada por
leveduras do género Candida que podem existir tanto na forma comensal, quanto como
patdgenos oportunistas (LYNCH, 1994; AKPAN e MORGAN, 2002). Caracterizam-se por
lesdes frequentemente tratadas como condigdes inofensivas, mas que em muitas
circunstancias deveriam ser consideradas como uma doenca grave, do ponto de vista

diagnéstico, taxondmico e terapéutico (AXELL et al., 1997).

Em um estudo que avaliou o microbioma da cavidade oral de pacientes saudéveis, as
espécies de Candida foram as mais prevalentes (GHANNOUM et al., 2010). Em condi¢des
de desequilibrio e supercrescimento, a C. albicans ¢ a espécie mais virulenta e mais
comumente envolvida, representando cerca de 80% dos isolados de candidiase oral. Outras
espécies de Candida nao-albicans também ja foram isoladas, dentre elas a C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. kefyr, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. krusei e C.
guilliermondii. A prevaléncia de cada espécie isolada varia de acordo com a localizagao
geografica e faixa etdria dos grupos avaliados (MUADCHEINGKA e TANTIVITAYAKUL,
2015).

Os principais fatores de viruléncia que explicam a patogénese da Candida spp. e sua
resisténcia antiflingica sdo seu dimorfismo, a sua capacidade se adaptar e crescer em diversos
habitats e de formar biofilme. A hidrofobicidade da superficie celular do fungo determina sua
capacidade de adesdo as células epiteliais bucais e as superficies inertes de protese dentérias,
sendo formado o biofilme. A Figura 1 mostra as etapas que compreendem a formagdo do

biofilme: 1) adesdo do microrganismo a uma superficie; 2) organizacao celular e formagao
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discreta de coldnias; 3) secrecdo de polimeros extracelulares e maturagdo; e 4) disseminagdo
de células do biofilme (SENEVIRATNE ¢ SAMARANAYAKE, 2008; SANCHEZ-VARGAS
et al. 2013).

Detachment of
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Secondary colonizers biofilm —_
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j EPS w
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o
O A0 -&1&3&.&.’0‘_‘@

Figura 1 - Sequéncia de formacao do biofilme da Candida spp. (Fonte: SENEVIRATNE e
SAMARANAYAKE, 2008).

Em um estudo prévio, foi avaliada a cinética de formagao de biofilme da Candida spp.
por XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -Hidroxido de 5 - [ (fenilamino) carbonil]
-2H-tetrazodlio). Isolados clinicos de adultos com fatores predisponentes locais (proteses
removiveis) e sistémicos (Diabets mellitus tipo 2) foram avaliados. Encontrou-se que isolados
orais de C. glabrata sdo produtores fortes de biofilme, enquanto que C. albicans ¢ C.
tropicalis sdo produtores moderados. Os autores concluem entdo que a formagdo de biofilme
depende da espécie da Candida e da sua origem clinica (SANCHEZ-VARGAS et al., 2013).
Al-Karaawi et al. (2002) avaliaram 257 pacientes imunocompetentes e as espécies de
leveduras orais de Candida spp. isoladas de 137 deles e concluiram que ha subgrupos com

predilecdo para certos pacientes e ambientes orais especificos.

Microorganismos capazes de formar biofilme muitas vezes causam infec¢des cronicas
com alta tolerancia a antifiingicos e resisténcia do sistema imunologico. Nesse ponto de vista,
farmacos que inibem sua formagdo seriam potencialmente tteis no tratamento de infecg¢des

por Candida spp. (ZIDA et al., 2017).
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A candidiase oral afeta predominantemente idosos, bebés, usudrios de proteses
removiveis, pacientes em uso prolongado de antibidticos e/ou corticosterdides, submetidos a
quimioterapia ou radioterapia de cabeca e pescoco, individuos com xerostomia e aqueles com
alguma deficiéncia imunologica, como no caso da AIDS (Acquired Immunodeficiency

Syndrome) (World Health Organization, 2014).

A introducdo da HAART (highly active antiretroviral therapy) no tratamento da AIDS
diminuiu a incidéncia e gravidade de doengas oportunistas. Segundo Gongalves ef al. (2013),
portadores de HIV (Human Immunodeficiency Virus) nao submetidos a esse tratamento sao
mais susceptiveis a manifestagdo de diferentes formas clinicas de candidiase oral. No entanto,
mesmo com essa evolucao, continua sendo uma doenga comum desses pacientes decorrente a
trés fatores: resisténcia as drogas antifungicas, formagao natural de biofilme por Candida spp.

e pela imunodeficiéncia acentuada dos pacientes (NITTAYANANTA, 2016).

2.1.2 - Aspectos clinicos

A candidiase apresenta-se de duas formas de acordo com seu aspecto clinico: branca e
eritematosa. A candidiase oral branca inclui dois subtipos: candidiase pseudomembranosa e
candidiase hiperplasica. J& a candidiase oral eritematosa inclui diversos aspectos clinicos:
candidiase atrofica aguda, estomatite protética, glossite romboide mediana, queilite angular e
eritema gengival linear. Além disso, existem trés formas de candidiase oral que ndo se
encaixam nestas categorias clinicas: candidiase mucocutidnea cronica, queilocandidiase e

candidiase multifocal cronica. (MILLSOP e FAZEL, 2016).

Candidiase pseudomembranosa

A candidiase pseudomembranosa ¢ a apresentagdo classica da doenca, caracterizada
pela presenga de placas brancas na lingua, mucosa bucal, palato duro, palato mole e
orofaringe. A pseudomembrana branca ¢ facilmente removida com o auxilio de uma gaze,
expondo uma superficie eritematosa. E formada pelo crescimento excessivo da levedura na
mucosa oral, descamacgao celular e acumulo de queratina, fibrina e restos necroticos de

tecidos e fungos (Figura 2). Sdo lesdes tipicamente assintomaticas. No entanto, pacientes
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sintomdticos queixam-se de ardéncia da boca, alteragdes do paladar, sabor amargo ou
tendéncia para o sangramento facil da regido afetada. E uma doenga mais comum em
individuos imunossuprimidos como pacientes em uso de medicamentos imunossupressores ¢

corticoides, transplantados de 6rgdos, portadores de neoplasias malignas e pacientes com HIV.

Idosos e lactentes também sdao mais suscetiveis (FARAH, LYNCH ¢ McCULLOUGHA,
2010; MILLSOP e FAZEL, 2016).

Figura 2 — Candidiase pseudomembranosa em paciente fazendo uso de corticoide inalatorio.

Placas brancas removiveis em dorso de lingua (A) e palato mole (B).

Candidiase atrofica aguda

A candidiase atrofica aguda apresenta-se como uma area eritematosa, mais comumente
localizada no palato, mas também presentes na mucosa jugal e dorso de lingua (Figura 3). Os
pacientes geralmente queixam-se de queimacdo na boca e dor nos labios e na lingua. O uso
prolongado de antibidticos de largo espectro ¢ associado ao seu surgimento, pelo fato de
favorecerem o supercrescimento de C. albicans, em decréscimo da flora bacteriana normal.
Outros fatores predisponentes incluem o uso de corticosteroides, portadores de HIV, diabetes
mellitus, anemia por deficiéncia de ferro e deficiéncia de vitamina B12 (FARAH, LYNCH e
McCULLOUGHA, 2010; MILLSOP e FAZEL, 2016).
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Figura 3 — Candidiase atrofica aguda: area eritematosa em palato. (Foto cedida pelo Prof. Dr.

Marcelo Drumond Naves)

Estomatite protética

A estomatite protética ou candidiase atrofica cronica € encontrada em pacientes com
proteses inapropriadas, mal higienizadas ou desadaptadas. Sdo lesdes eritematosas,
edematosas e restritas a area de contato com as proteses (Figura 4). Geralmente ¢
assintomatica, mas os pacientes podem se queixar de queimagao na boca. Seus sinais clinicos
podem desde hemorragias petequiais pontuais e inflamagao, até eritema e hiperplasia papilar
da mucosa oral em contato com as proteses (FARAH, LYNCH e McCULLOUGHA, 2010;
MILLSOP e FAZEL, 2016).

Figura 4 - Estomatite protética. Area eritematosa restrita & area de contato de uma protese

parcial removivel.
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Glossite romboide mediana

A glossite romboide mediana ¢ uma variante incomum da candidiase oral e apresenta-
se como uma area de atrofia papilar central, eritematosa, localizada no centro da lingua
(Figura 05). Tipicamente, os pacientes sdo assintomaticos e estd associada ao uso de
corticosterdides inalatérios e tabagismo (FARAH, LYNCH e McCULLOUGHA, 2010;
MILLSOP e FAZEL, 2016).

Figura 5 - Glossite rombdide mediana: area eritematosa de atrofia papilar no centro da

lingua. (Imagem cedida pelo Prof. Dr. Ricardo Alves Mesquita)

Queilite angular

Apresenta-se como fissuras eritematosas ao longo das comissuras da boca,
bilateralmente (Figura 6). Os pacientes queixam-se de dor local e os mais afetados sdo
portadores de proteses com alteragdo da dimensao vertical de oclusdo, bem como aqueles que
lambem os 1abios e os cantos de suas bocas frequentemente. Estas condi¢cdes permitem um
ambiente imido, que favorece o supercrescimento da C. albicans. A queilite angular também
pode ocorrer em pacientes com defici€éncias nutricionais de acido félico, ferro, riboflavina,
tiamina e vitamina B12 (FARAH, LYNCH ¢ McCULLOUGHA, 2010; MILLSOP ¢ FAZEL,
2016).
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Figura 6- Queilite angular em paciente portadora de protese total superior com alteragdo da

dimensao vertical de oclusdo.

2.1.3 - Diagnostico e tratamento

O  diagnoéstico da candidiase ¢ fundamentalmente clinico, por meio do exame
objetivo, historico e anamnese do paciente. No entanto, nenhum exame pode ser conclusivo
de modo isolado. Em muitos casos sdo necessarios testes microbiologicos para exclusdo de
outras condigdes como leucoplasia e liquén plano oral e em casos de resisténcia aos
antifingicos (CORONADO-CASTELLOTE e JIMENEZ-SORIANO, 2013; MARTY et al.,
2015).

Os principais métodos disponiveis sdo os exames de microscopia direta, cultura e
testes genéticos como o PCR (Polymerase Chain Reaction). Em alguns casos, a bidpsia pode
ser necessaria, com destaque para a candidiase hiperplasica. O exame de microscopia direta
do material obtido através da raspagem superficial das lesdes ndo diferencia as espécies de

Candida spp., mas ¢ uma alternativa simples e de baixo custo muito utilizada, com destaque

para a coloracao PAS (Periodic acid—schiff) MARTY et al., 2015).

O tratamento da candidiase oral deve incluir o diagnostico precoce, corre¢do dos
fatores predisponentes ¢ a manutengdo de uma boa higiene oral. A escolha do antifungico

adequado deve ser baseada na extensdo e gravidade da doenca, considerando ainda, os
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possiveis efeitos adversos dos medicamentos e interagdes medicamentosas. (GARCIA-

CUESTA, SARRION-PEREZ ¢ BAGAN, 2014; MILLSOP ¢ FAZEL, 2016).

Os principais agentes antifingicos topicos sdo: violeta genciana, nistatina, anfotericina

B e imidaz6is como cetoconazol, clotrimazol e miconazol (Tabela 1). Antifingicos sistémicos
incluem fluconazol oral, itraconazol e cetoconazol (Tabela 2) (GARCIA-CUESTA,
SARRION-PEREZ e BAGAN, 2014; MILLSOP e FAZEL, 2016).

Tabela 1 - Principais agentes antifingicos topicos contra a candidiase oral.

Agente Veiculo Dose e frequéncia Efeitos colaterais e outros
aspectos
Violeta genciana - Solucdo - 1,5ml da solu¢do a 0,5%, - Irritagdo cutanea;
duas vezes ao dia. - Ulceras orais;
- Manchamento de roupas
e pele.
Nistatina - Creme/pomada; - Creme/pomada: aplicar 3a - Irritagdo cutanea;
- Suspenséo; 4 vezes ao dia; - Néuseas e vomitos.
- Pastilha. - Suspensédo: 100.000 UI,

cinco vezes ao dia;

- Pastilha: 100.000 UI, no
maximo cinco vezes ao dia
por 7-14 dias.

Anfotericina B - Creme/pomada; - Creme/pomada: aplicar 3 a - Nao ¢ absorvida pelo
- Suspensao; 4 vezes ao dia, por no intestino.
- Locgao. maximo 14 dias;

- Suspensao: 100mg/ml.

Miconazol - Creme/pomada; - Creme/pomada/gel: 2%, 2 a - Irritagdo cutnea;
- Gel. 3 vezes ao dia por 2-3 - Sensacdo de queimacao.
semanas.
Cetoconazol - Creme. - Creme: 2%, 2 a 3 vezes a0 - Irritagdo cutanea;
dia por 2-4 semanas. - Dores de cabega.
Clotrimazol - Creme; - Creme: 1%, 2 a3 vezes ao - Irritagdo cuténea;
- Solugdo. dia por 3-4 semanas; - Nauseas e vomitos.

- Solugédo: 1%, 3 a 4 vezes ao
dia por 2-3 semanas.

(Adaptado de MILLSOP e FAZEL, 2016).
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Tabela 2 - Principais agentes antifingicos sist€émicos via oral contra a candidiase oral.

Agente Veiculo Dose e frequéncia Efeitos colaterais e outros
aspectos

Fluconazol - Cépsulas. - Dose de ataque de 250g e - Distarbios
50-200mg diariamente gastrointestinais;
depois disso por 7 a 14 dias. - Hepatotoxicidade;

- Risco para gravidas;
- Interagoes
medicamentosas.

Posaconazol - Suspensdo. - 100mg duas vezes ao diano - Distirbios
primeiro dia e depois um vez  gastrointestinais;
ao dia por 13 dias. - Neutropenia;
- Casos refratarios: 400mg - Risco para gravidas.

duas vezes ao dia por 03 dias
e depois uma a duas vezes ao
dia por 25-28 dias.

(Adaptado de MILLSOP e FAZEL, 2016).

Para pacientes com HIV/AIDS, a droga de primeira escolha ¢ o fluconazol, por sua
maior eficacia comparado a outros azois. Para adultos, a posologia ¢ de 100-150mg por dia,
durante 07 a 14 dias ou em dose unica, por ser mais conveniente. Em criangas a dose ¢ de 3
mg/kg por 14 dias. Quando o fluconazol ndo estiver disponivel ou contra-indicado, as

alternativas sdo uso topico de nistatina (suspensdo ou pastilhas) ou clotrimazol. Além disso, o
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uso profilatico ndo é recomendado, pelo risco de resisténcia da Candida spp. aos antifungicos

(World Health Organization, 2014).

As lesoes da candidiase oral sdo tipicamente assintomaticas, mas em pacientes
sintomaticos, os principais problemas sdo ardor, disfagia, hemorragia, dor, halitose e boca
seca (PATIL et al., 2015). Sao lesdes de bom prognostico, mas que em alguns casos, podem
ser a porta de entrada para casos mais severos como a candidiase esofigia e sistémica. A
candidemia ¢ a complicagdo mais séria da doenca e € caracterizada pela infeccao pelo fungo

na corrente sanguinea (DOI et al., 2016).

Com a crescente incidéncia de espécies de Candida nao-albicans e o desenvolvimento
de resisténcia antifiungica, hd uma exigé€ncia persistente na pesquisa de novos agentes
antifungicos (ANIBAL et al., 2010; SPAMPINATO e LEONARDI, 2013; PATIL et al., 2015;
ZIDA et al., 2017). Nittayananta (2016) sugere que, para diminuir a resisténcia a drogas
antifingicas, os estudos sejam focados em extratos naturais de plantas com potencial
antifingico, capazes de combater o biofilme da Candida spp. e de aumentar a imunidade dos
pacientes com candidiase oral.

Os produtos naturais sdo alternativas terap€uticas promissoras, ja que possuem menos
efeitos adversos e de menor intensidade quando comparados aos farmacos convencionais e
podem ser alternativas viaveis e de baixo custo para o tratamento de doengas orais (VICENTE

et al.,2003; CORREIA et al., 2016; FREIRES et al., 2016).

2.2 - Propolis

2.2.1 - Definicao e caracteristicas

O termo propolis ¢ derivado do grego pro,"em frente, entrada" e polis, "cidade ou
comunidade". E uma substincia natural coletada por abelhas em virias espécies de plantas e ¢
utilizada na medicina popular ha séculos. Trata-se de um material lipofilico, duro e
quebradi¢o quando frio, mas macio, flexivel e muito pegajoso quando quente. Possui odor
caracteristico, mostra propriedades adesivas de dleos e interagem fortemente com proteinas da
pele. Sua composi¢do ¢ complexa e a cor varia dependendo da espécie de planta e da
localizagdo onde ¢ produzida: savanas, florestas tropicais, desertos, regides costeiras e

montanhosas (BURDOCK, 1998; SANTOS, 2012).
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Trata-se de um material resinoso coletado pelas abelhas de brotos e exsudados das
plantas, misturado com enzimas de abelhas, pdélen e cera. Uma das suas principais funcdes €

proteger a colonia de doengas devido a suas propriedades antimicrobianas (SFORCIN, 2016).

Uma das suas propriedades ¢ que mesmo congelada ou envelhecida, a propolis nao
apresenta alteracdes qualitativas na sua composi¢do em relagdo as amostras frescas

(SCHMIDT et al., 2014; CONTI, BANKOVA e SFORCIN, 2015).

2.2.2 - Composiciao quimica e classificacdo

A composi¢do quimica da propolis ¢ complexa e diversas classes de compostos
quimicos ja foram identificadas em sua estrutura: alcoois, aldeidos, acidos alifaticos, ésteres
alifaticos, aminoacidos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos, flavonoides, hidrocarboidratos,
¢steres, éteres, acidos graxos, cetonas, terpendides, esterdides e acucares. Mais de 300
substancias quimicas ja foram descritos nos mais variados tipos de propolis e a sua propor¢ao
varia de acordo com a planta, o local e o periodo de coleta, além da espécie da abelha coletora
(SANTOS, 2012; HUANG et al., 2014).

De uma forma geral, a propolis in natura é composta por 30% de cera, 50% de resina e
balsamo vegetal, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras
substancias (BURDOCK, 1998).

A “propolis brasileira” ¢ uma das principais propolis estudada devido a sua rica
composi¢do quimica e seu elevado valor terapéutico. Atualmente ¢ classificada em 13 tipos.
Park, Alencar e Aguiar (2002) a classificaram em 12 grupos com base nas suas caracteristicas
fisico-quimicas. As origens das plantas desses grupos foram investigadas utilizando -se
RPHPLC (Reversed-phase high- performance liquid chromatography) ¢ GC- MS (gas
chromatography-mass spectrometry). Concluiu-se que as origens do grupo de propolis do sul,
nordeste e sudeste sdo resinas de Alamo (Poplar tree), Hyptis divaricata e Baccharis
dracunculifolia, respectivamente (Figura 7). Os autores concluiram que a simples afirmagao
de que certa amostra corresponde a "prdopolis brasileira" dificilmente significa qualquer
indicacdo de caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas, pois existe uma grande diversidade

de tipos de propolis no Brasil, sendo necessario estudar sua composi¢ao.
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Figura 7 - Cromatogramas por RPHPLC dos extratos etanodlicos de propolis tipos 3,6 e 12 ¢
resinas das plantas Alamo (Poplar tree), Hyptis divaricata e Baccharis dracunculifolia

mostrando a semelhanca dos seus perfis cromatograficos (Fonte: PARK, ALENCAR e

AGUIAR, 2002).

Alencar et al. (2007) descreveram a composi¢ao quimica e atividade biologica de um
novo tipo de préopolis brasileira: a propolis vermelha, sendo considerada o tipo 13. A Figura 8

mostra o aspecto fisico das amostras de propolis brutas verde e vermelha brasileiras

(SANTOS, 2012).
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Figura 8 - Aspecto fisico das amostras de propolis brutas verde (A) e vermelha (B)

brasileiras. (Fonte: SANTOS, 2012).

De uma maneira geral, o maior grupo de compostos isolados da propolis sdo os
compostos flavondides, universais ao reino vegetal. Flavondides isolados da propolis se
correlacionam com os presentes nas plantas das quais as abelhas coletaram a préopolis e €
provavel que, ocorra ainda alguma transformacdo da sua composi¢do pela presenca de
enzimas na saliva das abelhas durante a coleta (BURDOCK, 1998). Os flavonoides
contribuem para diversas atividades farmacologicas da propolis, (efeitos antibacterianos,
antivirais e anti-inflamatorios) e sua quantidade ¢ um critério da qualidade da propolis
provenientes de regides temperadas (HUANG et al, 2014).

Compostos fenolicos como acido cindmico, acido p-cumarico, acido caféico, acido
feralico e seus derivados sdo substancias com caracteristicas quimicas com um papel
antimicrobiano marcante, sobretudo na propolis verde brasileira, originada da Baccharis
dracunculifolia (alecrim do campo) (TORETI et al., 2013; HUANG et al., 2014). Outro
constituinte quimico dominante da propolis verde brasileira ¢ o Artepilim C, com
propriedades antiinflamatorias (HUANG et al., 2014; MACHADO et al, 2016). Alguns

compostos fendlicos e flavonodides tipicos da propolis verde sdo representados na Figura 9.
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Figura 9 - Alguns compostos fenolicos e flavonodides tipicos da propolis verde. (Fonte:

TORETI e al., 2013).

Existe uma grande controvérsia quanto a presenga e abundancia de flavonoides nas
propolis brasileiras, em que os acidos fenolicos geralmente sdo muito mais abundantes.
Machado et al. (2016) avaliaram a composi¢do quimica e atividades bioldgicas de oito
amostras de propolis brasileiras (02 vermelhas, 03 verdes e 03 marrons) e concluiram que a
concentracdo total de compostos fenolicos ou flavondides nao € o unico fator responsavel

pelas propriedades antioxidantes. A natureza quimica dos compostos fendlicos e, talvez, a
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presenga de outros compostos contribuem para a capacidade antioxidante total dos extratos.
Verificou-se que os extratos obtidos da propolis vermelha apresentaram o maior teor de
compostos fenolicos e flavonoides, mas que a propolis verde foi a que mais apresentou
atividades antioxidantes. Os extratos da propolis marrom apresentaram as menores
quantidades de fenois, flavonoides e consequentemente o menor potencial biologico.

Em outros paises, exsudatos de brotos de diferentes espécies de arvores Alamo sdo a
principal fonte de propolis em zona temperada, incluindo a Europa, Asia e América do Norte.
As amostras originarias destas regides sdo caracterizadas por composicdo quimica
semelhante: flavonodides, acidos aromaticos e seus ésteres. Na Russia, a principal fonte
vegetal de propolis € Betula verrucosa Ehrh., e suas principais substancias biologicamente
ativas sdo flavonoides (flavonas e flavonois). Em Cuba e Venezuela, a Clusia spp. ¢ a

principal fonte vegetal e as benzofenonas polifeniladas sdo os principais componentes ativos

(BANKOVA, 2005).

2.2.3 - Funcdes bioldgicas e aplicagdes terapéuticas

O Brasil ¢ considerado um dos maiores produtores de propolis no mundo (SANTOS,
2012) e atualmente j& sdo conhecidas diversas das suas funcdes biologicas como
antimicrobiana, anti-inflamatdria, imunomoduladora e bioestimuladora (BURDOCK, 1998;

BANKOVA, 2005; WHAG, 2013; SFORCIN, 2016).

Os beneficios desse produto natural despertaram o interesse global em desenvolver
pesquisas e produtos, sobretudo no tratamento de doengas orais. O primeiro produto
licenciado contendo propolis foi comercializado na Roménia em 1985 e na Odontologia, ¢
utilizada em experimentos nas areas de endodontia, cariologia, cirurgia oral, periodontia,

patologia oral e no manejo de pacientes oncoldgicos (SANTOS, 2012).

Segundo Pereira ef al. (2011), o uso de enxaguatorio bucal contendo 5% de propolis
verde brasileira para o controle da placa bacteriana e gengivite ¢ eficaz, sugerindo que pode
ser usada de forma terapéutica e preventiva no controle das doengas periodontais. Cairo do
Amaral et al.(2006) também observaram os efeitos positivos da propolis no tratamento da

gengivite e doenga periodontal e de Luca ef al. (2014), mostraram a efetividade de vernizes
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dentarios a base de propolis contra bactérias cariogénicas (Streptococcus mutans,

Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius e Lactobacillus casei).

O poder antimicrobiano in vitro da Propolis Verde Brasileira, originada de Baccharis
dracunculifolia (Alecrim), foi demonstrado no estudo de de Paula et al. (2006), num teste de
susceptibilidade a 16 microrganismos patdgenos orais, dentre eles fungos e bactérias:
Streptococcus mutans (ATCC 70069), Strepetococcus sanguis (ATCC 10557), Lactobacillus
casei (ATCC 393), Tanerella forsythensis (ATCC 700191), Bacteroides fragilis (ATCC
25285), Staphylococcus aureus (ATCC 12692), Fusobacterium necrophorum (ATCC 25286),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 33384), Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277), Fusobacterium nucleatum (ATCC 23726), C. albicans (ATCC 18804), C. tropicalis
(ATCC 750), C. glabrata (ATCC 2001), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC
2340) and C. guilliermondii (ATCC 201935). Todos foram susceptiveis. Esse trabalho ainda
testou a eficacia dos constituintes da propolis separadamente e concluiu que o efeito sinérgico

dos mesmos ¢ maior do que seu uso isolado.

Akca et al. (2016) compararam a eficiéncia antimicrobiana do extrato etandlico de
propolis (EEP) proveniente da Turquia com o gluconato de clorexidina (CHX) contra
amostras de Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sobrinus (ATCC33478,
Lactobacillus acidophilus (ATCC4356), Lactobacillus salivarius subsp. salivarius
(ATCC11741), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC25923),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC ), Actinomyces israelii  (ATCC12102),
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Prevotella intermedia (ATCC25611), e Candida
albicans (ATCC 10231). Os resultados deste estudo sugerem a que a propolis pode ser tao
eficaz quanto CHX contra microorganismos orais em seu estado de biofilme e que embora a
CHX seja um dos produtos de enxagilie oral mais comuns contra uma vasta gama de
microrganismos, o EEP pode servir como um enxaguante bucal antimicrobiano natural e
confiavel, de modo a evitar os efeitos colaterais da CHX. Estudos in vivo sdo requeridos para
descobrir o mecanismo efetivo da propolis e sua dose de administragao apropriada.

A atividade antifungica in vitro da Prépolis Verde Brasileira contra Candida albicans
ja foi demostrada por Martins ef al. (2002), onde doze amostras coletadas de pacientes com

candidiase oral e HIV-positivos foram susceptiveis ao extrato. Mello et al.(2006), avaliaram a
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formagdo do tubo germinativo de C.albicans apds sua exposi¢ao a propolis em diferentes
concentragdes. Os autores sugeriram que a atividade antifungica da propolis parece estar
relacionada a um aumento de volume e ruptura da parede e da membrana celulares. Os
resultados positivos apontam a propolis como uma terapia alternativa para doengas
infecciosas da cavidade oral, como a candidiase. Santos et al. (2005, 2008), Capistrano et al.
(2013) e Pina et al. (2017) demostraram, in vivo, que a a propolis verde brasileira ¢ uma
alternativa no tratamento de pacientes com estomatite protética por Candida spp., possuindo
um efeito similar ao miconazol.

Devido a enorme variedade de propolis existentes no mundo, Kujumgiev et al. (1999)
avaliaram e compararam a composi¢do quimica, atividade antibacteriana e antifiungica de
amostras de propolis (extratos etandlicos e 6leos volateis) de diferentes localidades nos
tropicos e nas zona temperadas. Foram coletadas amostras nas seguintes localidades: Bulgaria
(01); Albania (01); Mongolia (01); Egipto (01); IlThas Canérias (02); Brasil (06). No Brasil, as
amostras foram coletadas nas regides de Rio Claro-SP, Limera-SP, Prudentopolis-PR,
Pacajus-CE, Picos-PI e novamente Prudentopolis-PR, sendo as ultimas duas produzidas por
abelhas indigenas sem ferrdo do género Melipona. Os autores concluiram que, apesar das
grandes diferengas na composi¢ao quimica da propolis de diferentes locais geograficos, todas
as amostras exibiram atividade antibacteriana e antifiingica significativas. Nao € possivel
apontar uma substancia individual ou uma determinada classe de substancia que possa ser
responsavel por essa a¢do. Trata-se de uma mistura natural e uma fonte de novos e poderosos

compostos antimicrobianos individuais.

2.3 - Copaiba

As copaibeiras ou paus d’oleo sdo arvores comuns na América Latina e Africa
Ocidental. No Brasil, sdo encontradas mais de 16 espécies nas regides Sudeste, Centro-Oeste
e principalmente Amazonica. Crescem também no nordeste da Argentina, sul da Bolivia e
norte do Paraguai. Atingem altura entre 25 e 40 metros, didmetro entre 0,4 e 4 metros,
possuem casca aromatica, folhagem densa, flores pequenas e frutos secos, do tipo vagem. As
sementes (Figura 10) s3o pretas e ovoides com um arilo amarelo rico em lipideos (PIERI;

MUSSI e MOREIRA, 2009; GONELA et al., 2013).
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Figura 10 - Semente de Copaifera spp. (Fonte: http://ibflorestas.org.br/loja/sementes/

semente-copaiba.html).

O extrato de 6leo-resina ou do 6leo de copaiba (balsamo de copaiba) obtido através de
pequenos cortes na casca do caule da planta possui inimeras aplicagdes na industria € na
medicina/odontologia. Pode ser usado como forma de combustivel, sdo uteis na fabricagao de
perfumes, cosméticos, solventes e vernizes e podem ser adicionados na formulacdo de
alimentos aprovados pelo FDA (Food and Drugs Administration). Além disso, apresenta uma
gama enorme de utilizagdes na medicina popular, indigena e na industria farmacéutica
(PIERI; MUSSI e MOREIRA, 2009). Além do 6leo dos troncos, Stupp et al.(2008) também
destacaram que os componentes das sementes possuem potencial como ingrediente cosmético
ou farmacéutico.

A composicdo quimica do o6leo de copaiba ¢ uma mistura de sesquiterpenos e
diterpenos e seu efeito farmacologico nao pode ser atribuido a apenas um componente, porque
os componentes podem interagir sinergicamente na promocdo da atividade observada. Os

principais sesquiterpenos contituintes do oOleo-resina sdo: beta-cariofileno, 6xido de


http://ibflorestas.org.br/loja/sementes/semente-copaiba.html
http://ibflorestas.org.br/loja/sementes/semente-copaiba.html
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cariofileno, a-humuleno, d-cadineno, a-cadinol, a-cubebene, a- e B-selineno, B-elemeno, a-
copaeno,-Trans-a bergamoteno, e [-bisaboleno. J& os diterpenos mais comumente
encontrados sdo: copdlico, polyalthic, hardwickiic, caurendico e acidos ent-caurenoico,
juntamente com os seus derivados de 3-hidroxi-copalico, 3-acetoxi-copalico e ent-agathic
(LEANDRO et al., 2012). Para alguns autores, a originalidade do 6leo deve ser confirmada
pela presenca do acido copalico (PIERI; MUSSI e MOREIRA, 2009).

O ¢leo-resina de copaiba ¢ amplamente utilizado como medicamento pela populacao,
tanto na forma topica, como oral. Dentre as aplicagdes estdo: bronquite e asma, dores e
ferimentos em geral, psoriase e gonorréia. Além disso, ¢ usado como anti-séptico para feridas
e ulceras de pele, corrimento vaginal, inflamacdao de garganta, infeccdes uterinas, cancer e
leishmaniose. Das varias indicagdes terapéuticas, algumas ja foram confirmadas por diversos
autores: anti-inflamatoria, cicatrizagdo de feridas, antimicrobiana, leishmanicida, larvicida,
antineoplasica e anestésica (LEANDRO et al., 2012).

Abrado et al. (2015), avaliaram as atividades antibacterianas e citotoxicas do Oleo-
resina de C. langsdorffii e seus compostos isolados, concluindo que dentre os compostos
testados, os diterpenos demonstraram ter potencial para tratar infec¢des causadas por bactérias
multirresistentes.

Pieri et al. (2012), Bardaji et al. (2016) e Simdes et al.(2016) destacam o potencial
antimicrobiano in vitro do 6leo de copaiba contra os principais patogenos orais envolvidos
com a doenga periodontal e a carie, com a perspectiva de que formulacdes farmacéuticas
sejam aplicadas no controle do biofilme.

Deus et al., (2009) e Deus, Alves e Arruda (2011) avaliaram a acdo antifungica in vitro
da espécie de copaiba C. multijuga Hayne e concluiram que seu 6leo apresenta bom potencial
de acdo antimicrobiana contra microorganismos dos géneros Candida spp. € Aspergillus spp.,
podendo ser um bom indicativo para estudos mais especificos no combate a candidose e

aspergilose.
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Verificar a citotoxicidade e as atividades antifungicas da propolis de copaiba
(Copaifera spp.) e de um protétipo de enxaguante bucal desta propolis contra espécies de

leveduras do género Candida spp.

3.2 — Objetivos especificos

a) Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) do extrato hidroetanolico da propolis de copaiba para
microorganismos do género Candida spp;

b) Verificar a atividade antifngica do extrato hidroetanolico da prépolis de copaiba
contra espécies do género Candida spp.;

c) Verificar a atividade antifungica de um enxaguante bucal contendo propolis de
copaiba, desenvolvido para esta pesquisa, sobre as espécies do género Candida spp.;

d) Verificar a citotoxicidade in vitro do extrato hidroetanolico da propolis de copaiba.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Propolis

A propolis de copaiba (PC), foi assim nomeada com base na origem botanica
predominante na regido de sua coleta, de arvores do género Copaifera spp. As abelhas
coletoras foram atestadas da espécie Apis mellifera. As amostras da propolis foram oriundas
de cidades do oeste de Minas Gerais, Brasil e fornecidas pela empresa PharmaNéctar Ltda.
(Belo Horizonte, Brasil). O extrato de propolis hidroetandlico a 25% utilizado neste estudo foi
extraido pela mesma empresa. As amostras de propolis bruta (Figura 11) foram desidratadas
com uma bomba de baixo vacuo e os extratos da propolis seca foram preparados como
descrito por Park ef al. (1998), com modificacdes. As amostras de propolis bruta foram
trituradas em pod fino e misturados com etanol aquoso a 80% num tubo de ensaio e agitados a
70 © C durante 30 min. Ap6s extrac¢do, a mistura foi centrifugada a 8.000 rpm para se obter os

sobrenadantes.

Figura 11 - Amostra da préopolis de copaiba bruta.
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4.2 — Perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC-UV/
DAD)

O perfil cromatografico do extrato de propolis foi realizada por Cromatografia Liquida
de Ultraeficiéncia em Fase Reversa (termo em inglés Reverse-phase ultra performance liquid
chromatography - RP-UPLC), no Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de Farmdcia da
UFMG, com a colaboragao da Professora Rachel Oliveira Castilho. Utilizou-se o sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia UPLC® (Acquity System® Waters), acoplado a
detector UV/DAD, Coluna Acquity UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i., 1,7 um) e Pré-
coluna VanGuard™ C18 (2,1 x 5 mm, 1,7 um). A temperatura do forno foi de 30 °C. Utilizou-
se gradiente linear com fase mével composta de agua ultrapura acidificada com 0,1% de acido
férmico e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido formico grau CLAE, conforme descrito
na Tabela 3. O fluxo utilizado foi de 0,3 mL/ min e comprimentos de onda de detec¢do foram

de 210 e 335 nm. O volume de inje¢do foi de 2,0 pL.

Tabela 3 - Gradiente de eluigdo empregado na obtencdo do perfil exploratorios por UPLC-

UV/DAD para o extrato de propolis.

Tempo(minutos) H>20 (%) ACN (%)
0 95 5
24 5 95
26 5 95
28 95 5
30 95 5

4.2.1 - Preparo das amostras

Dissolveram-se exatamente 50 puL do extrato de propolis em 950 pL. de metanol grau
CLAE. O extrato foi solubilizado com auxilio de ultrassom por 20 minutos e, em seguida,
centrifugado a 9184g por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa com

membrana de PVDF (Fluoreto de polivinilideno) de 0,22 pm para vials de 2 mL.
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4.2.2 - Comparaciao com padrées de referéncia

Analisou-se por UPLC-UV/DAD, em uma mesma corrida cromatografica, solugdao do
extrato de propolis, solucdes de padrdes de acido caf€ico, acido ferulico, apigenina, canferol e
quercetina isoladamente preparadas. O extrato foi preparado conforme descrito no item 4.2.1
e os padrdes foram solubilizados em metanol resultando em concentragao aproximada de 1

mg/mL.

4.3 - Enxaguante bucal

O prototipo de enxaguante bucal (Figura 12) foi produzido de acordo com o trabalho
de Zanin et al. (2007), com modifica¢des. Foram misturados em benzoato de s6dio, EDTA
dissédico, poloxamero 407, propilenoglicol e adicionado agua deionizada suficiente para
solubilizacdo destes componentes da mistura. Em seguida foi adicionado o extrato
hidroetanolico da propolis, de modo qua sua concentragao final fosse 10%. Finalmente, o pH
foi ajustado com hidroxido de sodio a 20% até 6,3. Uma formulacdo sem extrato de propolis

de copaiba (EPC) também foi realizada para controle negativo nos testes.

Figura 12 - Aspecto do prototipo de enxaguante bucal a base de propolis de copaiba a 10%.
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4.4 - Microorganismos

Os microorganismos testados foram Candida albicans - ATCC 18804 (gentilmente
cedida pela Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil), Candida tropicalis -HIC 3M.8
e Candida krusei -EIA 3M.6 (gentilmente cedida pelo prof. Carlos Augusto Rosa, Laboratério
de Microbiologia do ICB - Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ UFMG). As amostras foram
conservadas em freezer a -20°C at¢ o momento do uso. Os microorganismos foram
suspendidos em caldo Sabouraud dextrosado (Himedia, India) e cultivados durante 24 horas,

em ambiente de aerobiose € em estufa bacterioldgica a 35°C.

Para diferenciagao dos fungos foi utilizado o CHROMagar Candida® Medium (Difco,
USA), um meio seletivo para o isolamento das espécies de Candida, através da inclusdo de
substratos cromogénicos na sua composicao. Nesse método, as colonias de C. albicans
aparecem numa coloracao verde-claro, as coldnias de C. tropicalis de azul esverdeado a azul
metalizado e as colonias de C. krusei aparecem com um tom cor-de-rosa claro com um
rebordo esbranquicado (ODDS ¢ BERNAERTS, 1994; PFALLER, HUSTON e COFFMAN,
1996).

O preparo dos indculos foi feito de acordo com a Norma M27-A2 da NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards)/CLS1 (Clinical & Laboratory Standards
Institute), seguida pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (NCCLS, 2002).
Foi realizada uma subcultura dos organismos, em tubos estéreis com 4gar Sabouraud
dextrose, meio utilizado para isolamento, identificagdo e conservagao de fungos patogénicos.

A temperatura de incubagao foi 35° C.

Os in6culos foram preparados escolhendo-se cinco colonias com didmetro de ~Imm
de cultura de 24 horas para espécies de Candida, sendo suspensas em SmL de solucdo salina
estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%). As suspensdes resultantes foram colocadas
em agitador de vortex durante 15 segundos e a densidade celular foi ajustada, acrescentando-
se solugdo salina suficiente para obter a transmitincia equivalente de uma solug¢do-padrao da
escala de McFarland 0,5 (Padrao de turbidez de Sulfato de Bario McFarland 0,5). Esse

procedimento fornece uma suspensdo-padrdo de levedura contendo 1 a 5 x 10° UFC/mL. As
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suspensoes de trabalho foram produzidas fazendo-se uma dilui¢do 1:10 em caldo Sabouraud

dextrosado, resultando em concentra¢do de 1 a 5 x 10° UFC/mL.

4.5 — Testes de susceptibilidade antifungica

4.5.1 - Microdiluicao em caldo

O método utilizado foi o ensaio de microdilui¢ao em caldo conforme a Norma M27-A2
da NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards)/CLS1 (Clinical &
Laboratory Standards Institute), seguida pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) (NCCLS, 2002), por sua reprodutibilidade e sensibilidade, além de requerer
pequenas quantidades de amostra e poder ser usado para grande nimero de amostras
(OSTROSKY et al.,2008). Foram testados, em triplicata, o extrato de propolis de copaiba
(EPC) e o seu protdtipo de enxaguante bucal. A Nistatina a 100.000UI (Neo Quimica Ltda,
Brasil) serviu de controle positivo € meio de cultura puro e uma formulagdo do enxaguante

bucal sem EPC (branco) serviram como controles negativos da inibicao.

Em placas de microtitulagdo de 96 pocos, foram adicionados 100uL do meio de
cultura Agar Sabouraud dextrosado em cada poco, exceto na coluna 01 (adi¢ao do extrato de
propolis de copaiba - EPC), da coluna 10 (adi¢do de100 puL do controle positivo de Nistatina),
da coluna 11 (adi¢do de 100 pL do enxaguante de propolis de copaiba a 10%) e da coluna 12
(adigdo de 100 pL do enxaguante branco, sem a presenca de prépolis). Nos pogos da coluna
01 foram adicionados 200uL do EPC e a partir deles foram realizadas diluigdes seriadas com
a utilizacdo de uma pipeta automatica multicanal, coletando 100 puL da coluna 1 até os pogos
da coluna 8, dos quais foram removidos 100 pL apds a diluicdo. Dessa forma, os pocos da
coluna de 1 a 8 ficaram com 100 pL. da solucdo de extrato de préopolis de copaiba com

concentragdo variando de 2500ug/ml a 19,5 pg/ml (Figura 13).

Apbs cada pogo estar preenchido com 100ul das solugdes, foram adicionados 100ul
da solu¢do de trabalho com inodculos das trés espécies de Candida spp. Dessa forma,
totalizou-se um volume final em cada pogo de 200ul e concentragdo final da propolis de
copaiba nos pocos de 1 a 8 de 1250ug/ml a 9,76 pg/ml e do prototipo de enxaguante bucal a
5%. As placas foram incubadas por 18 horas a 35°C.
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Figura 13 - Esquema de microdiluicdo em caldo. Pogos de 1 a 8: microdilui¢do do EPC;
pogos 9: controle negativo (CN)- meio de cultura puro; pogos 10: controle positivo (CP) -
Nistatina); pocos 11: prototipo de enxaguante bucal com PC (E); pocos 12: protétipo de

enxaguante bucal sem PC (branco- B).

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo na
qual ocorresse 100% de inibicdo de crescimento das espécies de Candida spp. testada. A
Concentra¢ao Fungicida Minima (CFM) foi considerada a menor concentragdo do composto
em que nao houvesse crescimento celular sobre a superficie de 4gar inoculado, ou seja, 99,9%
de morte da levedura. Para isso, cada solu¢do contida nos pogos foi diluida de forma seriada e
plaqueada, para contagem celular. Em trés pogos consecutivos foram adicionados 80 ul de
caldo Sabouraud dextrose. A partir da linha 1 foram realizadas dilui¢des seriadas, com a
utilizagdo de uma pipeta automatica multicanal, adicionando-se 20 ul nos pogos e transferindo
em seguida outros 20 ul para os pogos da linha 2 e depois para a linha 3, dos quais apds a
dilui¢do foram removidos 20ul. Dessa forma, obteve-se solugdes diluidas 10x, 100x e 1000x

de cada pogo e em seguida plaqueadas para contagem celular.
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4.5.2 - Difusdo em agar

O teste de difusdo em disco ¢ aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padrio pelo NCCLS ((National Committee for Clinical Laboratory
Standards) (OSTROSKY et al,2008). O método utilizado foi o teste de sensibilidade a
antimicrobianos por disco-difusdo conforme as normas CLSI, M2-AS8, Vol. 23 Nol (NCCLS,

2003) com pequenas modificagdes.

As trés espécies de Candida spp. foram testadas em triplicata. Os inoculos foram
devidamente preparados como descrito anteriormente ¢ 500ul foram semeados em placas de
100mm, esfregando com um swab em toda a superficie estéril do agar Sabouraud dextrosado,
a fim de assegurar a distribui¢do uniforme do indculo. A tampa foi deixada entreaberta de trés
a cinco minutos, de maneira a permitir que qualquer excesso de umidade fosse absorvido
antes de se aplicar os discos impregnados de droga. Discos brancos (Laborclin Ltda, Brasil)
estéreis de 6mm foram distribuidos por igual na superficie da placa de dgar semeada, sendo
pressionados de maneira a assegurar contato completo com a superficie de 4gar. Em seguida
foram embebidos em 20 pl com extrato de propolis de copaiba (EPC) e o seu protdtipo de
enxaguante bucal. A Nistatina a 100.000UI (Neo Quimica Ltda, Brasil) serviu de controle
positivo e agua destilada estéril e uma formulacdo do enxaguante bucal sem EPC serviram

como controles negativos da inibigao.

A leitura dos resultados foi realizada apds 24horas de incubagdo a 35° C, quando os
diametros das zonas de inibicdo foram medidos e comparados. Os diametros das zonas de

inibicao foram relatados como Médias + Desvio Padrao (M = DP).

4.6 - Teste de citotoxicidade

Foram realizados testes in vitro, utilizando fibroblastos 3T3- L1. A linha de 3T3- L1
foi adquirida diretamente do Banco de Células de Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram
semeadas numa densidade inicial de 2500 células/cm? em garrafas de cultura T25, contendo 7
mL de meio DMEM completo (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) com alto teor de
glicose (4,5 g/L) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 1% de antibiotico/

antimicdtico (100U de penicilina, 100pg de estreptomicina) e bicarbonato de sodio (13,7g/L).
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As células foram mantidas nas seguintes condigdes: temperatura de 37°C e 5% de
CO2, com troca de meio a cada dois dias. Apos atingir confluéncia, elas foram transferidas
para placas de 96 pogos com concentragdo em torno de 1x10° células/pogo para fazer os

testes.

4.6.1 - Ensaio de MTT em fibroblastos 3T3 — L1

O ensaio de MTT ¢ um teste colorimétrico utilizado para avaliar a viabilidade celular
indiretamente através da atividade enzimatica das enzimas mitocondriais redutases. Esse teste
se baseia na formacdo de cristais azuis de formazam produzidos através do processo de
oxidagdo do reagente de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
thiazolyl blue, ion tetrazolio) por essas enzimas. Assim, a viabilidade celular pode ser
identificada e quantificada pela formagdo e concentragdo dos cristais azuis, que indicam

atividade mitocondrial ou presenca de células vivas.

Os testes foram realizados apds 70% de confluéncia das células, na qual foram
adicionados em cada pogo diferentes concentragdes do extrato de propolis em seis replicatas
(as concentracdes testadas foram entre 15pg/ml e 4000upg/ml). O tempo de contato

(incubagao) foi de 24 e 48 horas a temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de COs».

Ap6s incubagdo e lavagem com solucao de PBS (Phosphate buffered saline) estéril, o
reagente de MTT (Sigma, USA) foi adicionado nas placas, sendo essas protegidas da luz
devido a fotossensibilidade desse reagente. Depois de 4 horas de incubagdo a 37°C para
formacdo dos cristais azuis de formazam, foi adicionado uma solucdo detergente de
dodecilsulfato de sddio (SDS). Entdo ao completar 18 horas, foram realizado as leituras em
Espectrofotometro de UV-Visivel no comprimento de onda de 570 nm. Os respectivos
controles negativos (contendo somente células sem tratamento) e brancos (sem células e sem
tratamento, contendo todas as solucdes envolvidas no teste) foram analisados em todas as

placas.

A andlise estatistica foi realizada pelo software Graphpad Prism®, utilizando o teste
ANOVA para comparagao entre os tratamentos e o teste de Bonferroni para suas comparagdes

multiplas.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Perfil cromatografico por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC-UV/
DAD)

A anélise do perfil cromatografico do Extrato de propolis de copaiba (EPC) mostrou a
maior parte dos picos, incluindo os picos majoritarios, em tempo de retengdo entre 0 e 18
minutos, indicando que o mesmo possui média a alta polaridade, sendo constituido

principalmente por substancias polares (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-UV/DAD para o extrato etandlico de PC

em comprimento de onda de detec¢ao de 210 nm.
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Figura 15 - Perfil cromatografico obtido por UPLC-UV/DAD para o extrato etandlico de PC
em comprimento de onda de detec¢do de 335 nm.
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Foram identificados compostos fendlicos, dentre esses compostos flavonodides. Foi
possivel identifica-los pelos espectro de ultravioleta (UV) que apresentou dois grandes
cromoforos, um em comprimento de onda de aproximadamente 250 nm e outro em 350 nm. A
Figura 16, representa o espectro de UV do pico 7, eluido em tempo de reteng¢ao de 5,830 min.,

caracteristico de um flavonoide.
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Figura 16- Espectro de ultravioleta para o pico eluido em tempo de reten¢dao de 5,830 min,
obtidos on line no UPLC UV/DAD para o extrato etanolico de prépolis de copaiba.

Os picos com tempo de retengdo 6,209 min (pico 9), 9,568 min (pico 24) 12,709 min
(pico 35) e 12,968 min(pico 36) também apresentaram espectros de UV com mesmo perfil de
absorc¢do, sendo um indicio da presenca de flavondides no extrato de prépolis de copaiba.
Quando comparado com a solucdo padrio, foi possivel identificar o flavonoide canferol. A
Figura 17 mostra a comparagdo do espectro de ultravioleta para o pico eluido em tempo de

retengdo de 9,568 min. com o espectro ultravioleta da solu¢ao de canferol padronizada.
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Figura 17- A: Espectro de ultravioleta para da solucdo de canferol padronizada. B: pico

eluido em tempo de retencao de 9,568 min para o extrato etandlico de propolis de copaiba.



45

Dentre os acidos fendlicos encontrados (picos 1, 2, 3, 4, 6, 10, 11,13, 15, 17, 18,20 ¢
44), foi possivel a identificagdo do 4cido caféico. A Figura 18 mostra a comparagdo do
espectro de ultravioleta para o pico eluido em tempo de retengcdo de 4,055 min. com o

espectro ultravioleta da solucdo de 4cido caféico padronizada.
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Figura 18- A: Espectro de ultravioleta para da solu¢do de acido caféico padronizada. B: pico

eluido em tempo de retencao de 4,055 min para o extrato etandlico de propolis de copaiba.

5.2 - Susceptibilidade antifiingica

Inicialmente, as amostras de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei foram diferenciadas
pela utilizagdo do CHROMagar Candida Medium (Figura 19). As colonias de C. albicans
apresentaram uma coloracdo verde-claro, as colonias de C. ftropicalis coloragdo azul
metalizado e as colonias de C. krusei aparecem com um tom cor-de-rosa claro com um

rebordo esbranquigado.



46

Figura 19 - Coloragdo das colonias pelo método do CHROMagar Candida Medium. A- C.
albicans: coloragdo verde-claro; B- C. krusei: coloragdo cor-de-rosa claro. C- C. tropicalis:

coloracao azul metalizado.

Os resultados da microdiluicdo em caldo para determinar o potencial antifiingico do
EPC estdo demonstrados na Tabela 4. Devido a turbidez do extrato da propolis estudada, ndo
foi possivel diferenciar em quais dos pogos ndo houve crescimento das leveduras visivel,
sendo necessario seu plaqueamento em agar. Sendo assim, os valores de CIM e CFM foram as
menores concentragdes do extrato capazes de inibir o crescimento microbiano, variando de
acordo com a espécie de Candida spp. Além de analisar o EPC, foi possivel verificar que o
prototipo de enxaguante bucal também inibiu o crescimento das trés espécies de Candida

spp., sendo comprovado seu efeito antifingico, também na concentragdo de 5%.

Tabela 4 -Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
do EPC contra Candida spp.

CIM CFM
Candida albicans 156 pg/ml 156 pg/ml
Candida tropicalis 312 pg/ml 312 pg/ml
Candida krusei 625 pg/ml 625 ng/ml

As médias e desvio padrdo (M + DP) das zonas de inibicdo do didmetro obtidas no
teste de difusdo em agar utilizando o EPC, o protétipo de enxaguante bucal e Nistatina contra

Candida spp. estdo na Tabela 5. Um detalhe importante foi a presenca de colonias resistentes
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no interior de alguns halos de inibi¢do. Os discos com agua destilada e enxaguante bucal sem

PC ndo apresentaram atividade antifingica.

Tabela 5 - Médias e desvio padrao (M £+ DP) das zonas de inibicdo do diametro obtidas no
teste de difusdo em agar utilizando o EPC a 25% e prototipo de enxaguante bucal a 10%

contra Candida spp.

Zonas de inibicdo em  Zonas de inibicdo em mm  Zonas de inibi¢do em mm

mm (médias + DP) (médias + DP) - (médias + DP) -
Extrato da propolis de  Enxaguante da propolis Nistatina 100.000 ui
copaiba a 25% de copaiba a 10%
C. albicans  10,31* £ 1,52 11,67* + 1,52 13,00 + 1,00
C. tropicalis  16,67* + 2,08 11,50* +£ 0,70 14,50 + 0,70
C. krusei 15,67* + 1,15 9,00* £ 1,73 14,00 £ 1,73

* presenca de coldnias resistentes nos halos de inibigao.

5.3 - Citotoxicidade

Os resultados obtidos do teste viabilidade celular in vifro do extrato de propolis em

baixas concentragdes pelo método de MTT com 24 h e 48 h estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - Efeito do extrato de propolis na viabilidade celular de fibrobastos 3T3-L1 em
24h e 48h. Controle ST (sem tratamento).
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O extrato da propolis de copaiba nas concentracdes entre 15 e 120 pg/mL mostrou um
aumento no numero de células vidveis as 48h quando comparadas com as outras
concentragdes testadas e o controle sem tratamento (100%). No periodo de 24h nas mesmas
concentragdes, observou-se um ligeiro aumento do nimero de células viaveis, apesar de ter
sido mais baixo do que apresentado pelo controle. J& para o tratamento com 250 pg/mL,
embora o a quantidade de células fosse menor que o controle (67% para 24h e 89% para 48h)

observou-se que quanto maior o tempo, o efeito sobre a proliferagdo ¢ maior.

No caso do tratamento nas concentragdes entre 500 e 4000 pg/mL, o nimero de
células viaveis diminuiu com o aumento da concentracdo, com um numero de células menor

que 50% quando comparado com o controle.

Assim, todas as concentracdes maiores do que a concentragdo de 100 pg/mL
mostraram uma menor atividade de proliferagdo/viabilidade celular em comparagdao com o
controle. As diferencas entre os diferentes tratamentos e o controle ndo foram estatisticamente
significativa (p> 0,05). No entanto, apresenta-se uma tendéncia crescente do crescimento

celular para baixas concentragdes (até 120 pg/mL).

6 - DISCUSSAO

A descoberta de produtos naturais eficazes no combate as espécies da Candida spp. €
fundamental no tratamento da candidiase oral, em decorréncia do aumento da resisténcia aos
antimicrobianos convencionais (ANIBAL et al., 2010). Apesar do grande niimero de estudos
sobre a aplicabilidade de produtos naturais no tratamento da candidiase oral, existe uma
variedade muito grande de produtos naturais testados e suas formas de apresentacdo, sendo
dificil padronizar os critérios metodologicos, seja no desenho do estudo ou na escolha do

produto de teste, concentragdes e formulagdes farmacéuticas (FERREIRA et al., 2015).

Zida et al. (2017), realizaram uma extensa revisdo de literatura sobre o uso de
produtos naturais como novas drogas antifingicas e, dentre 111 trabalhos publicados, foram
destacados 142 produtos naturais anti-C. albicans. A Asia (44,37%) é o continente com mais

relatos, seguido da América (28,17%). De acordo com critérios in vitro, a atividade
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antifingica foi considerada de moderada a importante em 45% dos produtos. Dezesseis
produtos tiveram sua atividade antifingica confirmada em experimentos in vivo e efeitos
sinérgicos foram encontrados entre diferentes classes de produtos naturais, bem como entre
produtos naturais e azois. Este trabalho sugere que o uso de produtos naturais € mais comum
em paises pobres e em desenvolvimento, provavelmente pelo maior nimero de habitantes nas
zonas rurais e pela dificuldade de acesso aos servicos de satde e medicamentos

convencionais, sendo uma alternativa de baixo custo.

No Brasil, um estudo recente revelou que a Candida spp. foram o sétimo grupo de
microorganismos associados ao quadro de infec¢des sistémicas. Além disso, as taxas de
mortalidade por candidemia no Brasil continuam a ser cada vez mais altas do que as
observadas nos paises do Hemisfério Norte, enfatizando a necessidade de melhorar as praticas
locais de manejo clinico, incluindo o diagndstico precoce, controle de fontes e terapia

antifungica precisa (DOI et al. 2016).

A formacao de biofilme ¢ apontada como o principal fator de viruléncia da Candida
spp., € a capacidade de forma-lo depende da espécie envolvida e da sua origem clinica
(SANCHEZ-VARGAS et al. 2013). Apesar da Candida albicans ser a espécie mais comum, a
propor¢ao entre Candida albicans e nao-albicans tem sido modificada pelo aumento das
espécies nao-albicans (MUADCHEINGKA e TANTIVITAYAKUL, 2015). Sendo assim, ¢é
importante identificar e estudar espécies ndo-albicans além da Candida albicans, na
patogénese da candidiase oral. O presente trabalho avaliou a susceptibilidade antifingica a
um novo tipo de propolis, da Candida albicans e duas espécies ndo-albicans, citadas na
literatura como causadoras de candidiase oral: Candida tropicalis e Candida krusei

(MUADCHEINGKA e TANTIVITAYAKUL, 2015; AINAPUR et al., 2017).

A propolis estudada no presente trabalho foi coletada na regido oeste do estado de
Minas Gerais, Brasil, onde ¢ relativamente comum. O estado de Minas Gerais esta localizado
na regido sudeste do Brasil e ¢ um dos principais responsaveis pela produ¢do da prépolis
verde brasileira (PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002). No entanto, o aspecto fisico e
coloragdo da nova propolis diferem da tradicional propolis verde brasileira, sendo inclusive

coletada separadamente pelos apicultores locais. A presenca abundante de arvores de
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Copaifera spp. na regido, sugere que o principal constituinte botanico da nova prépolis seja a

copaiba.

As propriedades bioldgicas de um tipo de propolis estdo relacionadas a sua
composi¢do quimica e mais especificamente aos compostos fendlicos, que variam em sua
estrutura quimica e concentragdo, dependendo da regido e das fontes de coleta, além da
técnica utilizada para produgdo e a estacdo do ano em que a préopolis ¢ produzida (TORETI et
al., 2013; MACHADO et al., 2016). Seleem, Pardi e Murata (2017) ressaltam que os
flavonoides identificados na préopolis sdo encontrados de forma variada, quantitativa ou
qualitativamente e que a sua atividade antifingica contra C. albicans in vitro esta relacionada
a presenca dos seguintes compostos: quercetina, catequinas e miricetina (flavonois),
baicaleina (flavonas) e carvacrol (chalconas). Apesar de terem sido isolados somente dois
compostos fendlicos, a presenga de fendis, dentre eles flavonodides apontam que a propolis
aqui estudada possui compostos quimicos potencialmente ativos. Trabalhos futuros deverao
analisar e identificar os compostos quimicos da propolis estudada a partir do seu isolamento
por técnicas cromatograficas e a caracterizagdo por métodos espectroscopicos como
ultravioleta, infravermelho, ressondncia magnética nuclear e espectro de massas, além de

técnicas hifenadas como Cromatografia liquida com espectrometro de massa (LC-MS).

A perspectivas para trabalhos futuros ¢ avaliar se a propolis tem realmente origem na
copaiba, pela sua comparacdo com amostras da planta (brotos, folhas e 6leo-resina) utilizando
técnicas cromatograficas, como realizado por Park, Alencar e Aguiar (2002). O o6leo-resina de
copaiba ¢ uma fonte potencial de novos farmacos e seletivos para o tratamento de doengas
infecciosas importantes. E amplamente usado na medicina popular e silvicola ha séculos e
possui varias aplicagdes terapéuticas, incluindo agdo anti-inflamatoria, cicatrizacao de feridas,
antimicrobiana, leishmanicida, antineoplasica e anestésica (VEIGA JR. et al., 2007; SANTOS
et al.,2008; LEANDRO et al., 2012; ALBUQUERQUE et al.,, 2017).

Existe uma discrepancia na literatura em relagdo a atividade antifingica dos diversos
tipos de propolis pelo mundo. A Tabela 6 mostra alguns dos principais trabalhos que
avaliaram in vitro, o efeito de extratos de propolis contra espécies de Candida spp. A maioria
deles confirmou o potencial antifingico dos extratos de propolis, a principal espécie estudada

¢ a Candida albicans e as metodologias sdo variaveis, com destaque para a difusdo em 4gar e



51

dilui¢do em caldo. A variagdo de resultados ¢ explicada pelas diferentes composi¢des
quimicas e origem botanica dos extratos de propolis pelo mundo e no Brasil, suas

concentragdes e método de produgao do extrato.

Tabela 6 - Atividade antifingica in vitro de extratos de propolis contra espécies de Candida

spp.
Origem Origem Método de Espécies de  Atividade
geogrifica boténica da ensaio Candida spp. antifingica
da propolis propolis antimicrobiano testadas

Martins et al. Brasil Difusdo em agar Presente
(2002) com disco C. albicans
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Silici et al. Turquia Microdiluigdo em
(2005) caldo
- € C. albicans Presente

Difusdo em agar C. glabrata

Kalogeropoul Grécia

(10 Método de C. albicans
os et al. amostras) perfuracdo em Presente
(2009) agar C. tropicalis

Chipre

(02

amostras)




Monzote et al.

(2012)

Boisard et al.

(2015)

Freires et al.

(2016)

AKkca et al.
(2016)

Dantas et al

(2017)

Cuba
(20
amostras)

Franca

Brasil
(regido sul)

Brasil
(regido
nordeste)

Turquia

Brasil
(regido sul -
04
amostras)

Brasil
(regido
nordeste 2
amostras)

Brasil
(regido
sudeste 2
amostras)

Método
colorimétrico
- com Resaruzina

Microdilui¢ao em
caldo

Populus spp.

Microdilui¢ao em
caldo

Dalbergia
ecasto- phyllum

(S

Microscopia
eletronica de
varredura

Populus spp.

Macro e
- Microdilui¢ao em
caldo

Microdiluigdao em
- caldo

C. albicans

C. albicans

C. glabrata

C. albicans

C. dubliniensis

C. glabrata
C. kruzei

C. tropicalis

C. parapsilosis

C. albicans

C. albicans

Ausente

Presente

Presente

Presente

Ausente
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Os testes antimicrobianos realizados neste estudo sdo amplamente utilizados nos

laboratorios de microbiologia pelo mundo. Segundo Silici ef al. (2005) os testes de diluicdo

em caldo e difusdo em agar fornecem resultados comparaveis, mas nao idénticos.

De uma forma geral, atividade antifingica do extrato de propolis de copaiba foi

considerada moderada, ja que a atividade in vitro dos fitoquimicos ¢ considerada significativa
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se os valores de CIM estiverem abaixo de 100 pg / mL para extrato bruto e moderados
quando os valores de CIM variarem de 100 a 625 pg / mL (ZIDA et al., 2017; FREIRES et
al., 2015). Outros autores encontraram melhores resultados dos encontrados neste trabalho.
Silici et al. (2005) testaram os efeitos antifungicos das amostras de propolis de diferentes
regides da Turquia e encontraram valores de CIM variando de 0,03 a 7,5 pg/mL contra C.
albicans e C. glabrata. Freires et al. (2016) avaliaram amostras dos tipos 3 e 13 da préopolis
brasileira e também encontraram que ambos os extratos podem ser considerados como tendo
atividade antifungica muito forte contra as cepas de seis espécies de Candida spp., com
valores de CIM variando de 1,0 a 31,25 pg/ml. Além disso, notou-se as espécies nao-albicans
apresentaram maiores valores de CIM e CFM, o que pode explicar a resisténcia antifungica

no tratamento da candidiase oral.

As médias das zonas de inibi¢ao contra C. albicans, C. tropicais e C. Krusei variaram
entre 10.31 mm (£ 1.52) e 16,67mm (£0,70) para o EPC e 9.00mm (= 1.73) e 11,67 mm (+
1,52) para o enxaguante bucal. Outros autores encontraram valores superiores de extratos de
propolis mediterraneos e encontraram as médias das zonas de inibicdo e variando entre
14.0mm(% 2.00) e 28.4mm (£ 0.88) contra C. albicans e C. glabrata (SILICI et al., 2005).
Além disso, a presenga de coldnias resistentes nos halos de inibi¢ao sugere que o produto seja
fungistatico, caracteristica interessante para um enxaguante bucal. Quando existe um
equilibrio adequado, as leveduras sdo benéficas para o corpo e o tratamento da candidiase ndo
busca a sua erradicagdo, mas sim uma restauracdo da relagdo ecoldgica adequada e

equilibrada entre o homem e a levedura (SINGH et al., 2014).

Em relagdo aos testes de citotoxicidade, pdde-se estabelecer que o extrato de propolis
de copaiba exerce, em baixas concentracdes, um efeito dose dependente sobre a proliferacao
de fibroblastos 3T3-L1 e pode exercer um efeito regenerador de tecidos. Porém, em altas
concentragdes o extrato tem poder citotoxico e ndo permite a proliferagdo celular. Uma das
razoes pelas quais o extrato avaliado teve um efeito téxico em concentrados maiores esta
relacionada com as caracteristicas de solubilidade do extrato no meio de cultura, que levou a

formacao de floculos no precipitado, podendo afetar o crescimento das células.

O comportamento apresentado pelo tratamento dos fibroblastos 3T3-L1 com o extrato

de propolis de copaiba em baixas concentragdes concorda com o reportado na literatura para
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outros tipos de propolis os quais tem uma tendéncia a promover a proliferacao do crescimento
de fibroblastos nesta linhagem celular (GRENHO et al., 2015). Adicionalmente, estudos
sugerem que diversos extratos de propolis brasileiros, da Maldsia e Cuba podem apresentar
um efeito tanto estimulador como um efeito inibidor sobre a migragcdo e proliferagao de
células envolvidas em processos de regeneracao e, que esse tipo de efeito depende do tipo de
célula, tipo de propolis, das concentragdes avaliadas e o tipo de solvente utilizado nos ensaios
(NAJAFI et al., 2007; GJERTSEN et al., 2011; JACOB et al., 2015). Ja no caso de propolis
para uso em cavidade oral, ¢ conhecido que a propolis exerce minima toxicidade tanto em
fibroblastos do ligamento periodontal quanto da polpa dentaria em concentragdes menores de
4 mg/mL (4000ug/mL) (AL-SHAHER et al., 2004) o que concorda com os resultados obtidos

no presente trabalho.

A grande diversidade de propolis dificulta sua padronizagdo quimica e limita a
aplicag¢do de propolis nas industrias alimenticia e farmacéutica. Um produto, para ser utilizado
em grande escala pelos sistemas de satide deve obedecer parametros que garanta a sua
qualidade, seguranga e eficacia. Trabalhar com material padronizado permitiria que os
pesquisadores relacionassem um tipo especifico de constituinte quimico com uma atividade
biologica especifica (BANKOVA, 2005). As investigacdes devem ser realizadas ndo so para
encontrar novos produtos naturais anti-Candida, mas também para identificar a composi¢ao
micromolecular responséaveis pelas atividades farmacoldgicas (ZIDA et al., 2017). Ainda ha
necessidade do desenvolvimento de estudos com mais rigor metodologico, incluindo cuidados
como o célculo do tamanho da amostra, randomizacao, cegamento, estudo piloto, calibragao
dos pesquisadores, controle de uso do produto e de perda de amostras (FERREIRA et al.,
2015).

7 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados sobre a propolis investigada, pode-se

concluir que:
» Apresenta potencial antifingico moderado contra espécies do género Candida spp.;

» Espécies de Candida nao-albicans foram menos sensiveis ao produto testado;
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* Sua composicdo quimica, com a presenca de acidos fendlicos e flavonodides, indica a

presenca de substincias biologicamente ativas;

» O Extrato de Propolis de Copaiba (EPC) exerce, em baixas concentragdes, um efeito dose
dependente sobre a proliferagdo de fibroblastos 3T3-L1 e pode exercer um efeito

regenerador de tecidos;

* O enxaguante da propolis de copaiba pode ser uma alternativa no controle da candidiase

oral;

» Estudos futuros sobre a caracterizagdo dos seus compostos quimicos, aperfeicoamento do

produto e ensaios clinicos deverdo ser realizados.
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