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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o potencial
antifingico do extrato da propolis, como possivel fonte de
tratamento para mulheres com candidiase vulvovaginal
(CVYV), impregnado em tecido de algoddo sobre o cresci-
mento de duas cepas Candida albicans: uma isolada de
CVV e uma outra de referéncia (ATCC 90028). Pedacos de
tecido de algodao estéreis (2 x 2 cm) foram impregnados
com extrato da propolis em diferentes diluicdes, ou utiliza-
dos sem a impregnacio com propolis (controle). Os tecidos,
apos a impregnacio, foram colocados em contato com se-
meaduras de C. albicans, por 24 horas, em dois meios de
cultura: um meio solido (agar Sabouraud) e um meio li-
quido (caldo de Peptona 10%). Apés este periodo, ndo foi
possivel observar inibi¢do do crescimento do C. albicans no
meio solido. Porém, apés a contagem em placa no meio
liquido, observou-se uma reducio de 96% do crescimento
de C. albicans (cepa de referéncia) em tecidos impregnados,
em relaciio ao respectivo controle positivo. Com base nos
ensaios, que simulam uma situa¢io préoxima da microbiota
vaginal com pH Aacido e poucos nutrientes, é possivel suge-
rir que o extrato da propolis impregnado em tecido de al-
godao, possui propriedades antiflingicas perante a espécie
de Candida albicans.

PALAVRAS-CHAVE: Candida albicans, Candidiase vulvova-
ginal, Propolis

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of
the propolis extract as a possible source of treatment for wom-
en with vulvovaginal candidiasis (VVC), impregnated cotton
fabric on the growth of two strains of Candida albicans: one
isolated from VVC and a another reference (ATCC 90028).
Pieces of sterile cotton fabric (2 x 2 cm) were impregnated
with propolis extract in different dilutions, or used without
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impregnation (control). Tissues, after impregnation, were
placed in contact with C. albicans for 24 hours in two different
culture media: solid medium (Sabouraud agar) and a liquid
medium (peptone broth 10%). After this period, in solid me-
dium, the inhibition was not observed for C. albicans. Howev-
er, in the liquid medium, there was a 96% reduction in growth
of C. albicans (reference strain) in tissues impregnated in rela-
tion to the respective positive control. Based on the tests,
which simulate a situation close to the vaginal microbiota with
acidic and low in nutrients, it is possible to suggest that the
propolis extract impregnated cotton fabric, has antifungal
properties against to Candida albicans.

KEYWORDS: Candida albicans, vulvovaginal candidiasis,
Propolis.

1. INTRODUCAO

O género Candida ¢ classificado como fungo imper-
feito, subdivisdo Deuteromycota, classe Blastomycetes €
familia Cryptococcaceae'. Possuem distribui¢do univer-
sal e mais de 200 espécies tém sido descritas Aproxima-
damente 10% dessas espécies sdo consideradas patogé-
nicas, sendo a maioria isolada como microbiota normal
da pele, trato gastrintestinal, trato geniturinario, trato
respiratorio, bem como ambiente, particularmente em
superficies inanimadas?.

Candida ¢ um micro-organismo saprofito, que, na
dependéncia de fatores predisponentes, os quais alteram
sua integridade organica e sua sobrevivéncia naquele
ambiente, modificam sua conformacido leveduriforme
para uma forma filamentosa, com presenga de grande
clamidosporos com paredes espessas. Desta forma aca-
bam tornando-se patogénicas oportunistas ao seu hospe-
deiro®. Os quadros clinicos mais rotineiramente reporta-
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dos relacionados a candidiase (doenca causada por
espécies de Candida) sdo a do tipo cutdneo-mucosa,
sistémica/visceral e alérgica*®. Os géneros mais comuns
sao C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. stel-
latoidea, C. tropicallis e C. albicans sendo este ultimo, o
agente etioldgico mais frequente.

Candida albicans encontra-se em todo o Mundo, ¢
uma espécie responsavel pela maioria das candidiase,
além de estar presente como microbiota normal vaginal,
cavidade oral, tubo digestivo e intestino*®. Esta
capacidade de causar algum dano ao hospedeiro ¢ devido
sua viruléncia estando relacionada com a aderéncia a
células epiteliais e com a producio de enzimas®’. Porém,
nao s6 dependendo das caracteristicas da Candida, mais
também das condigdes do hospedeiro e do meio em que
se encontra, como idade, gravidez, calor, umidade, pH,
diabéticos, obesidade, desnutri¢do, leucemias, linfomas,
anemias, entre outros o que traduz a interacdo entre o
microrganismo e o hospedeiro®. A candidiase
vulvovaginal ocorre principalmente em mulheres que
estdo na menopausa ¢ na puberdade. Caracterizada pela
presenca de lesdes na vulva e na vagina, com presenga
de prurido, ardéncia e secre¢do de cor branca. Estima-se
que 75% das mulheres apresentaram pelo menos um
episodio de vulvovaginite fungica em suas vidas,
excluindo as assintomaticas®.

Outro fator importante, além da alta incidéncia, na
atualidade, de candidiase vulvovaginal em as mulheres
jovens, com frequéncia, as infecgdes fungicas sdo de
dificil tratamento, fato intrinsecamente relacionado a
aquisigdo por parte de seus agentes etiologicos de resis-
téncia frente a acdo de antifiingicos®.

Nos ultimos anos, efeitos farmacologicos tem sidos
estudados e avaliados como fonte alternativa de
tratamento para varias doencas que acometem o homem,
como neste caso, infec¢des causadas por C. albicans.
Desta forma este trabalho pretende avaliar o efeito que a
propolis tem sobre esta espécie.

A propolis € elaborada pelas abelhas a partir de resi-
nas retiradas de broto, exsudatos e outras partes do teci-
do vegetal. Possui grande complexidade quimica, ¢ con-
siderada uma das misturas mais heterogéneas j& encon-
tradas em fontes naturais. A composi¢do da propolis varia
dependendo do ambiente em que a colmeia fica, do clima,
temperatura, vegetagdo, entre outros. Porém, em geral, a
propolis ¢ composta de: 50 -55% de resina de arvores e
outras substancias resinosas; 25-35% cera produzida
pelas abelhas, em seguida, incorporada; 10% de Oleos
essenciais; 5% de polen de flores e 5% de diversos
materiais orginicos (madeira, plantas € minerais). Dentre
as substincias presentes na propolis destacam-se os
flavonoides, os quais sdo indicados como responsaveis
pelas agdes anti-inflamatoria, anti-microbiana e, em
especial pela anti-fungica'®.

A propolis ¢ um produto que tem sido amplamente
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utilizado ao longo da historia.. Entretanto, s6 nos anos
1950 e 1960 na ex-Unido Soviética ¢ em paises do leste
da Europa, como Bulgéria, Republica Tcheca e Polonia,
a propolis comegou a ser apreciada e relatada como uma
fonte alternativa para tratamentos de problemas de saude.
Nos paises do oeste europeu, na América do Norte € no
Japao, a propolis ndo adquiriu popularidade até 1980. No
Brasil, o interesse pela propolis aconteceu devido ao
trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer, demostrado
em seu livro, “Abelhas e saude”, as propriedades tera-
péuticas da propolis e seu uso como antibidtico natural'!.
O Japao ¢ o principal importador de propolis, com pre-
feréncia pela propolis brasileira!?.

Contudo, o efeito antimicrobiano do extrato da pro-
polis, foi observada por Fernandes (2006)'3, sobre espé-
cies que acometem o homem por condi¢cdes oportunistas
onde estudaram a sensibilidade, destes isolados, em agar
com concentragdes de EAPs (extrato alcodlico da prépo-
lis) em %v/v (% vol. EAP/vol. meio), afim de determinar
a concentragdo inibitoria minima (CIM). Sforcin
(2001)!* e Abrahdo (2008)" também confirmaram que
ha acdo antifungica do extrato sobre a espécie de C. al-
bincas através de experimentos in vitro e utilizando
baixas concentragdes da propolis.

Desta forma, este trabalho pretende avaliar, in vitro,
o efeito da propolis impregnado em tecido de algodao
sobre Candida albicans e correlacionar os resultados
obtidos com os de trabalhos anteriores, promovendo
assim um reforgo para uma possivel fonte alternativa de
tratamento da candidiase vulvovaginal.

2. MATERIAL E METODOS
Condicoes de crescimento para Candida
albicans

No presente estudo foram utilizados dois isolados
de Candida albicans. Um isolado clinico proveniente de
candidiase vulvovaginal, cordialmente fornecido pela
Micoteca do Laboratdrio de Micologia Médica da Uni-
versidade Estadual de Maringé. Outro isolado obtido da
American Type Culture Collection (ATCC), referéncia
90028. Antes dos ensaios, os isolados foram cultivados
em 4gar Sabouraud (HIMEDIA®, Sio Paulo, Brasil) a 25
°C por 24 horas. Apoés este periodo, usou-se uma colonia
isolada e dilui-se em solugdo salina a 0,8% para conta-
gem do inoculo em camera de Neubauer.

Preparo do tecido de algodao

O tecido, composto por fibras de algoddo 100%,
comprado no comércio varegista de Maringa-PR foi la-
vado por 3 vezes com agua destilada para retirada de
possiveis impurezas aderidas ao tecido. Apos as lavagens,
permaneceu durante 30 minutos em contato com a agua
destilada. Em seguida foi retirado da agua e seco em
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temperatura ambiente. Para os ensaios, o tecido foi re-
cortado em pequenos quadrados (2 x 2 cm). Em um lado
s0 do tecido foi colocado uma fita dupla face. Ao térmi-
no da colagem, os quadrados foram individualmente
embalados e autoclavados (121 °C) e secos em estufa
estéril.

Extrato da prépolis e diluicao

O extrato seco da propolis minimo:11% da marca
Apiarios 2G da regido de Londrina-PR foi diluido em
agua destilada estéril até 1:1000.

Tratamento do tecido de algodao com as dilui-
¢oes do extrato puro

Apos a secagem em estufa, com auxilio de uma pinca
estéril, o tecido foi colado ao fundo de uma placa de
Petri. Em seguida, adicionou-se a solugdo da propolis na
placa, sendo uma placa para cada dilui¢do. O tecido fi-
cou em contato por 24 horas a temperatura ambiente.
Para o controle do efeito da propolis sobre o microrga-
nismo, o mesmo foi feito com tecidos sem propolis, adi-
cionando-se apenas agua destilada estéril. Apds este pe-
riodo do contato, cada placa contendo o tecido foi lavada
com agua destilada estéril, para retirar o excesso da so-
lugdo e colocada para secagem em estufa estéril.

Ensaio em meio sélido (Agar Sabouraud)

Foi utilizado uma concentragdo de C. albicans de 1,8
x 10° leveduras/mL, quantificada em cimera de Neu-
bauer. Realizou-se a semeadura de estrias continuas de C.
albicans em agar Sabouraud. Logo apds a semeadura,
foram aderidos 4 tecidos tratados a superficie do meio.
Um dos tecidos, sem tratamento com propolis, foi utili-
zado como controle positivo. Os outros 3 tecidos conti-
nham as respectivas diluigdes do extrato 1:10, 1:100 e
1:1000. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.
Para cada diluicdo o procedimento foi realizado em du-
plicata.

Ensaio em meio liquido (Caldo de Peptona 10%)

Foi preparado um meio contendo 10% de Peptona
(HIMEDIA®, Sdo Paulo, Brasil) com pH 5,7. Neste meio,
foi preparado um pré-inoculo, semeado com um alga néo
calibrada, de C. albicans do cultivado em agar Sabou-
raud e incubado a 27 °C por 24 horas.

No dia seguinte, o caldo foi centrifugado a 1500 rpm
por 4 minutos. Apds a centrifugagdo, foi desprezado o
sobrenadante e completado com salina a 0,8% e centri-
fugado novamente por duas vezes.

Por fim, acertou-se o inoculo utilizando-se camera de
Neubauer a 1 x 10° leveduras/mL em 10 mL de caldo
Peptona 10%. Para cada frasco contendo caldo Peptona
10% com C. albicans, foi colocado um quadrado de te-
cido impregnado com extrato da propolis, um com di-
lui¢do de 1:10 e outro com o extrato puro, sendo sempre

BJSCR

V.4,n.2,pp.11-16 (Set - Nov 2013)

realizado o controle (tecido sem tratamento com a pro-
polis). Este ensaio foi realizado em duplicata e todos os
frascos foram incubados a 27 °C por 24 horas.

Ap0s as 24 horas de crescimento cada solugdo conti-
da nos frascos foi semeada com alca calibrada 0,1 mi-
crolitros em agar Sabouraud com a finalidade da reali-
zacdo de contagem das unidades formadoras de colonias
(UFC). O frasco sem propolis (controle) também foi
semeados da mesma maneira para a contagem de UFC.
Deixou-se por mais 24 horas em 27 °C. Ao término da
incubagdo cada placa foi contada manualmente no con-
tador de colonia (Phoenix modelo CP 608, Brasil).

3. RESULTADOS

Foi possivel observar, para os ensaio em meio so6lido,
um crescimento de 100% das coldnias de C. albicans
sob o tecido de algodao impregnado com a propolis.

Ja nas seguintes situagdes (extrato puro e 1:10, in6-
culo na concentragdo 1 x 10°leveduras/mL e em caldo
peptona 10%) a agdo antifingica da prépolis impregnado
em tecido de algoddo sobre C. albicans, diminui consi-
deravelmente, apds o contato por 24 horas (Fig. 1A-D).

Constatou-se que o isolado clinico na dilui¢ao 1:10
apresentou uma inibi¢do de 61% e no extrato puro 85%.
Ja a cepa de referéncia ATCC apresentou maiores per-
centagens de inibigdo 65% (extrato diluido 1:10) e 96%
(extrato puro).

4. DISCUSSAO

Como ja é de conhecimento, o efeito antimicrobiano
do extrato da propolis sobre Candida albicans'®'>'%7 ¢
a eficacia no tratamento de infec¢des com a utilizagdo de
materiais impregnados com antimicrobianos'®!%% a
proposta deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito da
propolis, impregnado em tecido de algoddo, sobre
Candida albicans como uma possivel alternativa de
tratamento para candidiase vulvovaginal (CVV). Uma
vez que, esta patologia, ¢ atualmente um relevante pro-
blema na saude da mulher, principalmente em casos de
ocorréncia de quatro ou mais episédios de CVV no pe-
riodo de 12 meses podendo, este fato, estar relacionado a
uma elevagdo na resisténcia de espécies de Candida aos
farmacos comuns?'-22,

Infelizmente, hé pouca literatura sobre a utilizagao de
tecido de 100% algoddo como fonte de antifiingico para
tratamento de CV'V.

Porém, sabe-se que a maioria das fibras do tecido
aderem 100% com a substincia trabalhada, ndo impe-
dindo a manipulagdo deste durante os procedimentos
clinicos.

Sabe-se ainda que pode haver perca de pequenas
quantidades da substancia, mas ndo relatado que esta

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/bjscr




Lupion et al. / Braz. J. Surg. Clin. Res.

(A)

3. 50E-+D4

3.00E+04

2. 30E+04

£.00E+04

UFCfml

1.50E-+04
1.O0E+0d 1 I

5.00E+03

ATCC

0.O0E+00
B sem Propoll

Figura 1: Candida albicans ap6s contato com tecido de algoddo im-
pregnado com extrato da propolis A) Avaliagdo antifingica de extrato
puro e diluido da propolis; B) Unidade formadora de colonias de C.
albicans ap6s contato com tecido de algoddo sem propolis; C) Unidade
formadora de colonias de C. albicans apds contato com tecido de al-
goddo impregnado com extrato da propolis na diluicdo 1:10. D) Uni-
dade formadora de colonias de C. albicans apos contato com tecido de
algoddo impregnado com extrato da propolis puro.

perda influencie drasticamente os procedimentos e a
inibigdo perante os microrganismo'.

No presente estudo, primeiramente foi realizado um
ensaio em meio solido contendo C. albicans em contato
com tecidos de algoddo previamente tratados com dife-
rentes diluigdes (1:10, 1:100 e 1:1000) do extrato da
propolis proveniente da regido de Londrina-PR, afim de,
selecionar a diluicdo ideal que fosse capaz de inibir o
crescimento de C. albicans na concentragio de 1,8 x 10°
leveduras/mL. Porém, nestas condi¢Ges, constatou-se o
crescimento de 100% das colonias de C. albicans sob o
tecido de algoddo impregnado com a propolis, resultan-
do assim na ndo eficacia do mesmo perante este fungo.
Nao se sabe ao certo o porqué da nio inibigdo do extrato
sobre C. albicans em meio solido, uma possivel expli-
cacdo seria relacionada ao ambiente, por possuir alto
teor de nutrientes (agar Sabouraud), favorecendo assim
ainda mais a proliferacdo do fungo. Deve-se ressaltar,
também, que a acdo inibitéria da prdpolis contra mi-
cro-organismos encontra-se relacionada a sua composi-
¢do quimica, sendo os flavondides apontados como  os
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Entretanto, segundo os estudos, in vitro, realizados
por Sforcin et al. (2001)!* ¢ Abrahdo et al. (2008)'5, di-
ferentes concentracdes da propolis podem influenciar na
acdo antifungica sobre C. albincas, corroborando com os
achados de Fernandes (2001)'3, em que observou o efei-
to antimicrobiano do extrato da propolis, sobre espécies
que acometem o homem por condi¢des oportunistas, em
agar com concentragdes de extrato alcodlico da propolis
(EAPs) em %v/v. Logo, ensaios posteriores realizados
no presente estudo, apresentaram-se uma abordagem
mais positiva para a inibi¢do, diferenciando: diluicdo da
propolis (extrato puro e 1:10); concentra¢do do indculo
(1 x 10° leveduras/mL); e meio de cultura (caldo peptona
10%).

De acordo com os resultados obtidos no ensaio em
meio solido, resolveu-se realizar apenas uma diluigdo,
pois, conforme descrito em outros trabalho, a concen-
tracdo da propolis difere de acordo com a regido, a época
¢ o modo como a propolis foi coletada e preparada, po-
dendo atingir valores de até 10% como o caso da propo-
lis europeia'®.

A reducdo do inoculo de 1,8 x 10° leveduras/mL
para 1 x 103 leveduras/mL (Figura 2) foi seguindo os
critérios do Clinical Laboratory and Standards Institute
(CLSI)® documento M 27-A3, o qual, recomenda a
concentracdo do inoculo para teste de sensibilidade in
vitro de 0,5 a 2,5 x 103> UFC/mL. A escolha de outro
meio de cultura fora usado com intuito de criar um am-

responsaveis ~ por  essa
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biente com semelhanga & microbiota vaginal como o
baixo pH?*, como ja observado em outros trabalhos, nos
quais utilizaram meios mimetizando o real?>%6.

Na Figura 1, observa-se acdo antifungica da propolis
impregnado em tecido de algoddo sobre C. albicans, em
relacdo ao controle (inoculo em contato com tecido de
algodao sem propolis), onde o namero de unidade for-
madora de colonia diminui consideravelmente, apds o
contato por 24 horas (Fig. 2, 3 ¢ 4). Em um estudo reali-
zado Dalben-Dota et al. (2009)?? também constataram a
acdo antifingica da propolis em 91 isolados de exsuda-
tos vaginal, incluindo um isolado resistente a nistatina
(tipico antimicotico administrado em mulheres com
CVV).

Constatou-se que o isolado clinico na diluigdo 1:10
apresentou uma inibi¢do de 61% e no extrato puro 85%.
Ja a cepa de referéncia ATCC apresentou maiores per-
centagens de inibigdo 65%, Figura 3 (1:10) e 96%, Fi-
gura 4 (extrato puro). Esta diferenca se deve a relag@o a
diferentes cepas existentes e trabalhadas, como obser-
vado também no trabalho de Dalben-Dota ef al. (2009)%,
que conferiu o potencial antifingico da prépolis em pa-
cientes assintomaticas e sintomaticas, em comparagao ao
medicamento nistatina. Obtendo resultados positivos ao
uso da propolis perante a CVV. Além disso, pode estar
relacionado ainda com sitio de isolamento e também a
patologia do agente em questdo, relatado no estudo de
Tamura et al. (2007)*7, que ressalta a capacidade da le-
vedura em aderir, infectar ¢ causar doenca, através de
seu potencial de viruléncia ou patogenicidade, determi-
nados pelos fatores de viruléncia geneticamente expres-
sos quando submetidos a certas condigdes.

5. CONCLUSAO

Assim, o conjuntos dos resultados do presente estudo
permite sugerir que o extrato da propolis utilizado possui
acdo antifingica quando impregnado em tecido 100%
algoddo sobre a espécie Candida albicans presente na
microbiota vaginal. Ressaltando a importancia para no-
vas fontes alternativas de tratamentos ndo sé para candi-
diase vulvovaginal, mas para patologias nas quais sdo
ocasionadas por fungos. Entretanto, ¢ importante ressal-
tar a necessidade mais estudos na area, com maior nu-
mero de isolados clinicos afim de consolidar estes acha-
dos.
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