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RESUMO

A candidiase é uma infeccéo fangica causada por espécies do género Candida,
potencialmente patogénicas, que vem acometendo muitos individuos devido ao
crescente numero de imunossuprimidos e a resisténcia aos antifingicos comumente
utilizados. Este estudo foi desenvolvido no intuito de gerar conhecimento que possa
auxiliar na busca de alternativas para o tratamento de infecgfes fungicas. O principal
objetivo foi avaliar in vitro e in vivo a atividade de extratos de propolis verde e
propolis vermelha contra espécies do género Candida spp. No teste in vitro, utilizou-
se cepas padronizadas American Type Culture Collection (ATCC): C. albicans ATCC
SC5314 e ATCC 18804, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 20298, C. glabrata
ATCC 2001 e C. parapsilosis ATCC 22019, e 10 isolados clinicos pertencentes a
Colecao de microorganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, MG, Brasil. Foi determinada a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
de extrato de propolis verde e vermelha e capsulas comerciais de prépolis verde.
Verificou-se a acéo sinérgica de quatro extratos de préopolis com fluconazol e com
anfotericina B. do crescimento C. albicans pelas prépolis na adesdo de células
bucais. Ja a acdo das propolis in vivo foi avaliada no ensaio de sobrevivéncia com
as larvas de Tenebrio molitor. Nos resultados in vitro, observou-se que todos o0s
extratos foram capazes de inibir ao menos uma das cepas testadas, se destacando
0s extratos de propolis vermelho a 25% e de prépolis verde a 100% na inibicdo do
crescimento de todas as Candidas padrbes testadas, suas concentracdes variaram
de 125ug/mL a 1000ug/mL e 500ug/mL a 2000ug/mL, respectivamente. Foi também
comprovado in vitro que as propolis possuem atividade sinérgica tanto com
anfotericina B como com fluconazol. Nos resultados dos Testes de Adesao de
Células Epiteliais Bucais, verificou-se inibicdo dos extratos GrProp50, GrProp28,
GrProp100, RedProp25 (42,60,62 e 80%respectivamente, sendo esses resultados
estatisticamente similar a inibicdo da anfotericina B (p>0,05). J& em relacdo a
sobrevivéncia com as propolis testadas demonstraram ser eficazes no tratamento de
larvas de Tenebrio molitor, aumentando sua sobrevida. Esses resultados mostraram
que tanto a propolis verde quanto a vermelha possuem grandes chances de ser
empregado em tratamento de candidiase, devido a ac&do antifungica isolada ou
sinérgica com outras drogas antifungicas.

Palavras chave: Propolis verde, Propolis vermelha, Candidiase, Sinergismo.



ABSTRACT

Candidiasis is a disease caused by pathogenic species of the genus Candida. This
disease is of high incidence due to the increasing number of immunosuppressed
people and the resistance of these fungi to the commonly used antifungals. The
objective of this study was to generate knowledge that may help the treatment of
fungal infections. For this, in vitro and in vivo evaluations of the properties of extracts
of green propolis and of red propolis were carried out against species of the genus
Candida. The following strains: C. albicans ATCC SC5314, C. albicans ATCC 18804,
C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 20298, C. glabrata ATCC 2001, C.
parapsilosis ATCC 22019, and also 10 clinical isolates were used in the in vitro
experiments. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the green propolis
extract and the red propolis and the commercial green propolis capsules were
determined. A promising in vitro synergistic action of four extracts of propolis with the
antifungal agents fluconazole and amphotericin B was observed. The action of green
propolis (Red or both?) was also verified in relation to the adhesion of oral cells. The
action of the two types of propoliswas evaluated in vivo using the Tenebrio molitor
larval survival assay. The extracts of 25% red propolis and 100% green propolis
stood out in relation to the inhibition of the growth of all tested Candida standards,
with concentrations varying from 125.0 to 1000.0 uyg/mL and 500ug/mL to 2000ug /
mL, respectively. In relation to inhibition of growth of all tested Candida standards
(ATCC), the best results were found for extracts of 25% red propolis (125 to 1000
pg/mL) and 100% green propolis (500 to 2000 ug/mL). It has been proven that in
vitro the propolis acts synergistically with both amphotericin B and fluconazole.
Similar inhibition of amphotericin B (p> 0.05) was also seen of C. albicans growth by
propolis in the adhesion of buccal cells. Regarding the survival with the propolis
tested, they were shown to be effective in the treatment of Tenebrio molitor larva e,
increasing their survival. Due to the antifungal action alone or synergistically with
antifungal drugs the results showed that both red propolis and green propolis have
great potential to be used in the treatment of candidiasis.

Keywords: Green propolis, Red propolis, Candidiasis, Synergism.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve um aumento consideravel no nimero de infec¢des
causadas por Candida spp. resistentes a agentes antifingicos (TORTORANO et al.,
2006; PFALLER, 2012). O numero limitado de opcdes terapéuticas e 0 UuSO
inapropriado de drogas antimicéticas causam a selecdo de microrganismos
resistentes (HUANG & KAO, 2012). Além de prolongar e aumentar os custos das
hospitalizagdes (TORTORANO et al.,, 2006), a resisténcia € uma ameaca para
pacientes imunossuprimidos ou aqueles internados em centros de tratamento
intensivos, pois pode aumentar as taxas de morbidade e mortalidade associadas a
essas infeccdes (PEMAN et al., 2009).

A literatura relata diversos beneficios farmacoldgicos de produtos naturais,
dentre esses produtos destaca-se a propolis. A propolis tem atraido interesse devido
as suas propriedades farmacoldgicas, tais como, antimicrobianas,
imunomoduladoras, antiinflamatérias, antitumorais, entre outros (SFORCIN;
BANKOVA, 2011). Dentre essas caracteristicas esta a atividade antifingica que ja
foi relatada contra uma grande variedade de espécies (SIQUEIRA et al., 2009;
DALBEN-DOTA et al., 2010).

O termo "propolis" tem sua origem na lingua grega: ["pro” = em favor de] +
["polis” = cidade], significando “defesa de uma cidade”, ou seja, € a defesa da
colmeia (MIORIN et al., 2003; SALATINO et al., 2005; SILVA, 2015). A propolis é um
composto resinoso oriundo de plantas, elaborada por abelhas Apis mellifera, cuja
principal funcdo é proteger a colmeia da invasdo por parasitas, bactérias e virus
(BANKOVA, 2005; De FIGUEIREDO et al., 2014; De MENDONCA et al.,2015;
COSTA et al., 2016).

A prépolis é constituida por diversos compostos, basicamente por resinas,
ceras, 0Oleos, pélen, minerais, vitaminas, aminoacidos, flavonoides e acidos fendlicos
(PARK et al., 2002; SANTOS, 2012). Com base na constituicdo quimica dos extratos
de propolis, alguns autores observaram que existe uma grande variacdo na
composicdo quimica da propolis. Essa variacdo esta relacionada aos tipos e origens
das plantas e a regido geografica onde a propolis é produzida (SOARES, 2014,
POPOVA et al., 2012).

Atualmente, a prépolis brasileira é classificada em 13 tipos diferentes, de
acordo com suas propriedades fisicas, origem boténica e area geografica onde é


http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0044
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0031
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0019
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0044
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0030
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0038
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0040
http://onlinelibrary-wiley.ez28.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jam.12746/full#jam12746-bib-0010
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coletada (De MELO et al., 2014). Inicialmente, Park et al. (2000) coletaram amostras
de prépolis de diferentes regides brasileiras e classificaram em 12 grupos.
Posteriormente, outros pesquisadores (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011)
descobriram o 13° tipo de propolis, ela possui composicdo quimica peculiar,
localizada em manguezais no nordeste brasileiro e foi chamada de Propolis
Vermelha Brasileira.

Tanto a propolis verde quanto a propolis vermelha conquistaram maior
valorizacdo no mercado mundial. No Japao, por exemplo, devido a tradicdo milenar
de se utilizar alimentos e remédios naturais, a prépolis é usada no desenvolvimento
de alimentos e farmacos. A populacdo é incentivada a consumir sucos e outras
bebidas contendo proépolis, como aliado a saude. O produto também €é aplicado em
outras areas distintas, como na area de cosmético e na conservacao alimentar (De
FIGUEIREDO et al., 2014, De FREITAS et al., 2018).

Propolis de diversas origens séo encontradas no mercado mundial na forma de
goma de mascar, tabletes, locbes, sprays, antissépticos, produtos de beleza,
extratos, capsulas, produtos de higiene bucal (BURDOCK, 1998). Grande tem sido o
interesse de investigadores em explorar as mais diversas utilidades da propolis.
Assim, pesquisas em distintas areas vém sendo realizadas e resultados satisfatorios
tém sido descobertos no tratamento de pacientes com diversas enfermidades
(LEVYA, MESA, 2007, BRETZ et al., 2014).

Como ja relatado anteriormente, a propolis tem importantes propriedades
biolégicas e farmacoldgicas, suas propriedades biolégicas vém sendo largamente
estudadas nas ultimas décadas, tanto em modelos experimentais in vitro como in
vivo. Pesquisadores tém investigado ainda o isolamento dos compostos
responsaveis pela sua acdo (SFORCIN, BANKOVA, 2005; SOUZA et al., 2013;
PETER et al., 2017).

Muitos autores analisaram a relacdo entre as propriedades bioldgicas da
propolis com seus componentes quimicos e constataram que as agles
antimicrobianas dos extratos etandlicos, possivelmente, estdo relacionadas a
concentracdo de alguns flavondides, e do artepillin C, pois esses compostos estao
em elevadas concentracbes nos extratos etanolicos da propolis verde brasileira.

Assim como a formononetina que é encontrada em concentra¢cdes mais elevadas
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nos extratos etandlicos da prépolis vermelha brasileira (PARK; IKEGAKI; ALENCAR,
2000; SANTOS et al., 2005; De FIGUEIREDO et al., 2015).

Por meio de varios estudos realizados com propolis, ficaram evidenciadas as
vantagens do produto, tais como, preco acessivel, facilidade de aquisicdo e
manuseio descomplicado, quando comparado aos medicamentos comumente
utilizados (BERNARDO et al., 1990; AURICCHIO et al., 2006; SANTOS, VIANNA,
GAMBA, 2007; BARBOSA et al.,, 2009). De Castro (2001) ressalta o papel da
prépolis como um antibiético natural, pois ndo possui eventos colaterais graves,
quando comparada aos tratamentos sintéticos, e apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas.

Dentre os tratamentos sintéticos, observa-se que, atualmente, tém aumentado
o numero de isolados clinicos resistentes a alguns antifungicos, até entao,
disponiveis para prescricdo (SANTOS et al.,, 2016; GONCALVES et al.,, 2016;
VIEIRA, SANTOS, 2017). E necessario criar estratégias que impecam a
disseminacdo das linhagens resistentes (MENEZES, MENDES e CUNHA, 2009;
LOPES, et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

Autores, como Souza et al. (1989), Sforcin et al. (2000), Stepanovic et al.
(2003), Vargas et al. (2004), Fernandes Junior et al. (2006) e Siqueira et al. (2009),
reforcam a indicagcdo da prépolis como antifingico ou como coadjuvante, este fato
pode ser uma boa opcdo em relacdo aos demais tratamentos, pois 0 uso
indiscriminado de antifUngicos pode gerar cepas resistentes aos farmacos entre
populacées que previamente sdo suscetiveis. A utilizacdo da propolis pode se tornar
uma alternativa para o tratamento de infec¢des persistentes causadas por Candida

spp., caso sua eficacia seja comprovada.
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2. EMBASAMENTO TEORICO

2.1 Propolis

Dados histéricos apontam que a prépolis é utilizada secularmente por
diferentes povos. Os egipcios a utilizavam no embalsamento de mortos, evitando a
putrefacdo dos cadaveres. Os gregos e romanos faziam uso da substancia como
produto antisséptico e cicatrizante. J4 os incas a utilizavam como antipirético. No
Brasil, indigenas direcionavam seu uso na producdo de ferramentas e em
sepultamentos (SFORCIN, BANKOVA, 2011, De MELO et al., 2014).

A composicao da propolis é variavel, normalmente € composta por cerca de 50
a 60% de resina e balsamo, sua porcédo de ceras compreende em torno de 30 a
40%, os Oleos essenciais e aromaticos situam-se entre 5 a 10%, o pdlen,
corresponde 5%, podendo ainda conter minerais (ferro, aluminio, célcio, cobre,
manganés) e vitaminas (B1, B2, B6, C e E). A literatura ja relata mais de 400 tipos
de compostos diferentes encontrados na propolis (KASKONIENE et al., 2014).

Os principais compostos quimicos farmacologicamente ativos encontrados na
propolis sao flavonoides, isoflavonas, compostos fendlicos, xantonas (De
MENDONCA et al.,, 2015 e SIQUEIRA et al., 2009). Estes sdo responsaveis por
atividades antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antioxidante, anti-viral, antifingica,
acbes anti-cancerigenas, hipotensora, cicatrizante, anestésico, anti-HIV,
imunomoduladores, anti-cariogénico BURDOK, 1998; BARBOSA et al., 2009;
SFORCIN, 2000, De FIGUEIREDO et al., 2014).

As propriedades biolégicas da propolis estdo diretamente relacionadas aos
seus compostos quimicos, sendo estes muito variados, muitas vezes esse fato,
dificulta sua aplicabilidade terapéutica. Sabe-se que a composi¢cdo quimica, as
propriedades fisicas e biologicas dependem da flora de cada regido visitada pelas
abelhas, do periodo de coleta e da variabilidade genética das abelhas produtoras
(PINTO et al., 2001; FERNANDES JUNIOR et al., 2006; SILVA et al., 2015).

Em regides de clima temperado como no territério europeu, a fonte da prépolis
€ 0 botdo de alamo (Populus nigra), possuindo grande variedade de compostos
fendlicos, esse tipo de alamo ndo se desenvolve bem em terras tropicais como as

brasileiras (BANKOVA, 2005). Segundo o mesmo autor, a propolis da Europa
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apresenta concentracdo maior de flavonoides do que as propolis de territorio
tropical, como as do Brasil.

As prépolis brasileiras, atualmente, estdo classificadas em 13 grupos. Sendo
cinco grupos do Sul, um do Sudeste e sete do Nordeste. Park et al. (2000)
classificaram os doze grupos (Tabela 1). Em 2005, foi descoberto o 13° grupo na
regidao Nordeste (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011).

Além da funcdo biologica e cor, a propolis apresenta, odor e consisténcia
variavel. Em relacdo a cor, podem ser amareladas, esverdeada clara, marrom
escuro, vermelha, verde escuro (Tabela 1). O sabor varia de suave a forte, amargo e
picante. A consisténcia varia de acordo com a temperatura, se 0 ambiente estiver
abaixo de 20°C, sera rigida, se em temperaturas mais altas, a consisténcia da
prépolis poderd ser maleavel a levemente rigida (BURDOCK, 1998; PINTO et al.,
2001).

Ao analisar atividades fisiolégicas de 12 tipos de prépolis brasileira, foram
constatadas varias atividades bioldgicas. Na propolis oriunda da regido nordeste
(grupo 6), foram obtidos os melhores resultados antimicrobianos, demonstrando alta
atividade contra as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, sendo
seguida pela prépolis da regido sul (grupo 3), e a da regido sudeste (grupo 12).
Todos os grupos proporcionaram elevada atividade antioxidante, sendo superior a
80%, com excecdo da prépolis do grupo 9, a qual ndo demonstrou acao
antioxidante. Foram verificadas também atividades citotoxicas e anti-HIV, ou seja as
amostras classificadas nos grupos 6 e 7 apresentaram excelente funcao citotoxica
contra tumores malignos, ja os grupos 1 e 5 demonstraram atividade anti-HIV (PARK
et al., 2000).

O tipo mais comum e mais estudado é a prépolis verde (Figura 1), oriunda da
Baccharis dracunculifolia, comumente chamada de “Alecrim do Campo” (PINTO,
PRADO, CARVALHO, 2011). No entanto a propolis vermelha tem agucado grande
interesse, por ser uma variedade mais rara e com potencial farmacolégico e
composicao rica em bioativos (BITTENCOURT et al., 2014, FREITAS et al, 2018).
Em 2005, a propolis vermelha foi descoberta (classificada como grupo 13) na
Paraiba. Essa propolis é originada da Dalbergia ecastophyllum, que vem sendo
investigada por varios autores (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011). Pesquisadores
relatam que as abelhas recolhem a substéncia vermelha da superficie de frestas
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elaboradas por insetos no tronco da vegetacdo da Dalbergia ecastophyllum (Figura
2), conhecida popularmente como “rabo-de-bugio” (BATISTA et al., 2012, FREITAS
et al., 2018).

Tabela 1. Classificacdo atual das propolis brasileiras

Extrato Etandlico de Prépolis

Grupos Cor Origem da prépolis
Grupo 1 Amarelo Regiéo Sul
Grupo 2 Castanho claro Regiao Sul
Grupo 3 Castanho escuro Regiao Sul
Grupo 4 Castanho claro Regido Sul
Grupo 5 Marrom esverdeado Regido Sul
Grupo 6 Marrom avermelhado Regido Nordeste
Grupo 7 Marrom esverdeado Regido Nordeste
Grupo 8 Castanho escuro Regido Nordeste
Grupo 9 Amarelo Regido Nordeste
Grupo 10 Amarelo escuro Regido Nordeste
Grupo 11 Amarelo Regido Nordeste
Grupo 12 Vegjsigrtag/la%rcr)om Regido Sudeste

Grupo 13 Vermelho Regido Norte

A Prépolis Vermelha Brasileira desempenha atividades antimicrobiana (DAS
NEVES et al.,, 2016; PIPPI et al.,, 2015), anti-inflamatéria (BABAEI et al., 2016;
FRANCHIN et al., 2016), antiparasitaria (Do NASCIMENTO et al., 2016; OMAR et
al., 2016), antioxidante (CABRAL et al., 2009; De MENDONCA et al.,, 2015),
antitumoral (Da SILVA FROZZA et al.,2016; FRANCHIN et al., 2016), nutracéutica
(MORSY et al., 2016) e metabdlica (TELES et al., 2015). Sendo essas atividades
muito relacionadas com a composi¢do quimica da propolis e o tipo de solvente
utilizado na extragdo dos componentes bioativos (MELLO, PETRUS, HUBINGER,
2010).

A propolis verde contém varios compostos bioativos (BANKOVA, 2005). Tais
como, derivados de p-cumarico e terpenoides que tém atividade antimicrobiana, o
acido cafeico atua como antiviral e anti-inflamatorio, o flavonoide chrisina é um
excelente antifungico (TORETI et al., 2013). O composto fendlico Artepilin C (3,5-

diprenil-4-acido hidroxicinamico), que é tipico da propolis verde, foi evidenciado
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como responsavel pela fungéo antitumoral e antioxidante (TORETI et al., 2013). J4 a
propolis vermelha, que é tipica dos estados de Alagoas, Sergipe, Bahia, Paraiba e
Pernambuco (Nordeste brasileiro), quimicamente € composta por isoflavonoides,
chalcona, flavanona, neoflavonoide e isoflavonol (ALENCAR et al., 2007; OLDONI et
al., 2011; FREITAS et al., 2018).

Figura 1: (A) Apis mellifera coletando prépolis de Baccharis dracunculifolia
para producéo de prépolis no Brasil. (B) e propolis verde in natura.
Fonte: Adaptado de Figueiredo et al., 2014.

Pippi et al. (2015) relataram que a propolis vermelha brasileira é uma estratégia
terapéutica promissora para o tratamento de infec¢cfes relacionadas com Candida
spp. resistente ao fluconazol. Muitos estudos demonstram a eficacia da propolis
como adjuvante no tratamento de diversas enfermidades, entretanto ha muitos
compostos sendo descobertos que ainda precisam ter a sua eficacia comprovada.
(De FIGUEIREDO et al., 2014).

Os mecanismos de como a prépolis pode combater as leveduras do tipo
Candida ndo estdo bem elucidados (FERNANDES et al., 2007; BARBOSA et al.,
2009). Alguns autores, como Pippi et al. (2015), sugerem a hipbétese de que o
mecanismo antifingico da proépolis brasileira sobre leveduras esteja relacionado a
acao na parede celular do fungo. Esses autores destacam a necessidade de mais
pesquisas para melhor compreensdo do efeito da propolis sobre os biofilmes de
Candida em dispositivos médicos, proteses, sobre células hospedeiras e ainda sobre

os fatores de viruléncia (PIPPI et al., 2015).
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Figura 2: (A) origem botanica da prépolis vermelha brasileira é Dalbergia
ecastophyllum; (B) pigmentos de coloracéo intensamente coloridos proveniente da
Dalbergia ecastophyllum, devido a presenca de isoflavanas em sua composicao
quimica; (C) Abelhas Apis mellifera coletando exsudado vermelho da superficie de
D. ecastophyllum para fabricar a propolis.

Fonte: Adaptado de Freires, Alencar e Rosalen, 2016.

2.2 Candida e infeccdes fungicas

As leveduras e os fungos filamentosos pertencem a flora normal da mucosa e
do eséfago, o que significa que crescem sem sinais aparentes e em equilibrio com
outros microrganismos, sem causarem qualquer problema. No entanto, fatores
Ccomo, processos invasivos, praticas ineficientes de terapia antifingica, resisténcia a
antifingicos e outros contribuem para a incidéncia de candidiase (LI, REDDING,
DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007; GOMES et al, 2010; GARCIA-CUESTA,
SARRION-PEREZ, BAGAN, 2014;SILVA et al., 2017). No Brasil, estes fatores séo
responsaveis por, aproximadamente, 80% das infec¢fes flngicas de pacientes em
ambiente hospitalar (NAKAMURA, CALDEIRA, AVILA, 2013). A incidéncia de
candidiase atinge 2,49 casos para cada mil internacbes hospitalares e 0,39
episodios por mil pacientes, diariamente. Este indice é superior aos valores
observados nos Estados Unidos, Canada, Franca, Italia, Espanha e outros paises do
primeiro mundo (RUIZ; RICHNI PEREIRA, 2016).

A candidiase € uma infec¢do ocasionada por leveduras oportunistas do género
Candida spp. (TORTORA et al., 2005; SANTOLAYA et al., 2013). As principais
manifestagdes clinicas séo: candidiase cutanea e de mucosas, candidiase sistémica
e candidiase mucocutanea cronica. No primeiro caso, 0 que propiciaria o0
desenvolvimento da Candida nas regides de mucosa e pele séo fatores de risco
relacionados ao HIV/Aids, estado gestacional, diabetes, criancas e idosos e

traumatismos. Pode ocorrer também vulvovaginite, que tem como caracteristica
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corrimento e irritagdo na regido vaginal (BROOKS, BUTEL, MORSE, 2000; JOHANN
et al., 2008; HARTMANN et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Na candidiase sistémica pode ter como causa, uso de catéter, uso exacerbado
de medicacao intravenosa, lesbes da pele ou do sistema gastrintestinal. Pacientes
imunocomprometidos poderdo desenvolver lesdes em varios 6rgdos, como rins,
pele, coracdo, meninges, olhos. No caso de candidiase mucocutanea cronica,
geralmente, esta surge na infancia, relacionada com a imunodeficiéncia celular e
endocrinopatia, originando infec¢cdes na pele ou na mucosa (BROOKS; BUTEL;
MORSE, 2000).

Nas infeccbes causadas por Candida, identificar a espécie é essencial,
partindo-se do pressuposto que, a patogenicidade e a sensibilidade a cada tipo de

antifangico variam conforme a espécies (MOREIRA et al., 2017).

2.2.1. Tipos de Candida spp.

O g¢género Candida €& formado de, aproximadamente, 200 espécies de
leveduras, que vivem como comensal no organismo humano (ALVARES, et al,
2007). As espécies de Candida mais importantes sdo: C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. qguillierimondii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis (AKPAN,
MORGAN, 2002).

C. albicans é naturalmente encontrada no trato gastrointestinal, na regido oral e
vaginal. No entanto, quando h& alteracdo nos mecanismos de defesa do hospedeiro
poderd ocorrer um comportamento patogénico dessa levedura. Esse processo
envolve o deslocamento do fungo para o sistema sanguineo, podendo atingir 6rgaos
vitais, levando a patologias graves (PRIETO et al., 2014). Essa levedura tem a
capacidade de ser polimorfica e isso facilita sua penetracdo nos tecidos e a fuga de
fagécitos (JACOBSEN et al., 2012).

C. albicans é o patdgeno fungico mais comum dos seres humanos e é
responsavel por infec¢des superficiais e invasivas, e a grande parte de seus isolados
s&o sensiveis a antifingicos de uso sistémico (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). O
estudo dessa espécie, bem como seu comportamento é de interesse bioldgico,
assim como importante para estudo de caso clinico. Em pacientes

imunocomprometidos, o fungo pode levar o individuo a infeccdo disseminada e



24

sistémica, levando a morte (De CASTRO et al., 2013). A caracteristica marcante da
morfologia de C. albicans é a sua habilidade para proliferar e formar pseudo-hifas ou
hifas (SUDBERY, 2011; CALDERONE, CLANCY, 2012).

A C. tropicalis € a segunda levedura mais isolada em amostras biologicas
(MENEZES, CUNHA, CUNHA, 2011). Apresenta maior toxicidade que a C. albicans
em pacientes hematoldgicos, com complica¢cdes malignas e infec¢des disseminadas,
levando a altos indices de mortalidade (VANDEPUTTE et al., 2005; BARBEDO,
SGARB, 2010). Sua viruléncia esta relacionada com sua aderéncia a mucosa, com
formacao de biofilme, poder de secretar lipases e proteinases e pela disseminagao
facilitada (RINALDI, 1993).

As leveduras C. parapsilosis podem ter formatos redondos, ovais ou cilindricos.
N&o sdo formadoras de hifas verdadeiras e podem existir na forma de levedura ou
em forma de pseudo-hifas (TROFA, GACSER, NOSANCHUK, 2008). Faz-se
presente em candidemias de neonatos, transplantados ou portadores de cateteres
intravenosos e préteses e, também é encontrada em maos de profissionais da saude
(ALANGADEN, 2011).

A espécie C. krusei é encontrada em forma de leveduras e pseudo-hifas
(SAMARANAYAKE, SAMARANAYAKE, 1994). Estao relacionadas com infecgbes
em casos de neoplasias hematoldgicas, transplante medular e neutropenia
(BRILLOWSKA-DABROWSKA; SINIECKA, 2012).

J4 a C. glabrata é o segundo agente que mais causa infec¢cdes na corrente
sanguinea, isso se deve ao elevado numero de individuos imunossuprimidos e ao
uso difuso de antimicéticos (BIALKOVA, SUBIK, 2006). E também o segundo agente
causador de candidiase vulvovaginal (BARBEDO; SGARBI, 2010). Representa
elevada patogenicidade entre idosos com cancer e pacientes em uso de fluconazol
(ALANGADEN, 2011). Os fatores de viruléncia expressos por esse género de fungos
facilitam sua patogenicidade, pois interferem na capacidade de aderir as células
epiteliais e a biomateriais (ANDREOLA et al., 2016).

As leveduras do género Candida reproduzem por brotamento, de forma
assexuada, e apresentam capacidade tanto fermentativa quanto assimilativa, sendo
assim, desenvolvem-se em um grande numero de substratos organicos e meios de
cultura. Essas leveduras crescem geralmente entre 18° e 45°C, sendo classificadas
como mesodfilas (KURTZMAN et al., 2010).
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2.3. Tratamento

Os principais farmacos utilizados no tratamento de infec¢des por Candida spp.
sao divididos em quatro classes: azois, polienos, pirimidinas e equinocandinas
(COLOMBO, 2000; VIEIRA, SANTOS, 2017).

O grupo azolico tem como representantes os farmacos voriconazol, miconazol,
clotrimazol, cetoconazol, fluconazol, itraconazol, setoconazol, bifonazol, econazol,
terconazol e posaconazol. Seu mecanismo de acdo se da através inibicdo das
enzimas P-450, responsaveis pela sintese do ergosterol das membranas dos
fungos. Possuem acdo fungistatica de amplo espectro e apresentam alto indice de
resisténcia (URBAN et al., 2016).

Os polienos englobam os farmacos nistatina e anfotericina B. Eles possuem
pouca solubilidade em agua (URBAN et al., 2016). A anfotericina B foi isolada pela
primeira vez em 1955 (FILIPPIN, SOUZA, 2006). Sua agéo esta relacionada com a
ligacdo aos esterbis da membrana, principalmente o ergosterol. Isso resultara na
formacdo de poros na membrana que modificardo a permeabilidade, levando a
perda de componentes citoplasmaticos, como, so6dio, potassio e outros,
consequentemente causam a destruicdo do fungo (GABLER et al., 2008).

Como o ergosterol fangico e o colesterol das células dos mamiferos séo
estruturas molecularmente parecidos, os antifungicos tem dificuldades em
diferencia-los (FILIPPIN, SOUZA, 2006). Varios efeitos toxicos podem surgir com a
terapia com anfotericina B, destacando-se problemas renais que apresentam
evidente gravidade e sdo muito frequentes (BROOKS et al., 2005).

As pirimidinas, por sua vez, sdo constituidas por flucitosina, cuja acéo é inibir a
sintese de DNA e RNA (URBAN et al., 2016). As equinocandinas, representadas por
caspofungina, micafungina e anidulafungina, sado peptideos ciclicos ligados a um
acido graxo de cadeia longa. Esses farmacos atuam na sintese de glicanos (URBAN
et al., 2016). Sdo farmacos antifingicos semissintéticos que levam ao rompimento
da parede fungica, por meio do estresse osmatico, lise e morte do fungo
(ANTACHOPOULOS, WALSH, 2005). Essa classe de medicamento exerce efeito
fungicida contra as espécies de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, tanto in vitro
qguanto in vivo (SILVA et al., 2011), porém contra C. parapsilosis sdo menos eficazes
(REBOLI et al., 2007).
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Os antifungicos sintéticos encontrados na industria farmacéutica podem ser
limitados, produzindo efeitos adversos nos pacientes, assim como O
desenvolvimento de resisténcia patogénica, ocasionados pelo uso sem controle dos
mesmos. Assim, €é evidente a necessidade da inclusdo de compostos
antipatogénicos alternativos no mercado (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2017).

Atualmente, tem sido descrito um crescente numero de isolados clinicos
resistentes aos farmacos antifungicos comercias (GONCALVES et al., 2016). A
ampliacdo da resisténcia a antifingicos sinaliza a necessidade de criar estratégias
gue impecam a sua disseminacgéo entre os fungos (MENEZES, MENDES, CUNHA,
2009).

Diante do grande numero de estudos in vitro sobre a acdo antimicrobiana da
propolis e de seus componentes, torna-se relevante avaliar as possiveis
propriedades dos extratos da propolis no controle do desenvolvimento da
candidiase. Pois, a propolis tem sido cada vez mais recomendada e prescrita por
meédicos e dentistas para o controle de candidiases, como por exemplo, em casos
de vulvovaginite por Candida e candidiase oral (SANTOS et al., 2005; SANTOS,
2012).

Diversas atividades antimicrobiana de prépolis estdo sendo comprovadas
através da ciéncia, destacando sua fungéo antifingica contra Candida spp. (FREIRE
et al., 2016; BOISARD et al, 2015; QUINTERO-MORA et al., 2008; STEPANOVIC et
al.,2003). Tal atividade pode ser explicada pela concentracdo de flavonoides,
associada com compostos fendlicos, dando a prépolis destague como composto
antifingico. No entanto, a qualidade e a quantidade de cada um dependem de sua
fonte, variando de regido para regido. Os varios estudos com as propriedades
antimicrobianas e antifingicas inerentes a propolis estdo propiciando sua utilizacao

nos setores industriais farmacéuticas e alimentares (NEDJI, LOUCIF, 2014).

2.4. Teste in vivo com larvas de Tenebrio molitor

Os testes usando insetos hospedeiros possuem vantagens ética, logistica e
econdbmicas sobre os modelos mamiferos (LI et al., 2013). Enquanto os EUA tém

varios fornecedores comerciais de larvas de G. mellonella, o Brasil ndo tem nenhum,
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forcando pesquisadores a manter suas proprias larvas experimentais. Isso aumenta
custos de experimentos e requer uma pessoa responsavel por sua manutencao.

Um inseto hospedeiro em ascensao € larva Tenebrio molitor (Coleoptera),
praga de grdos armazenados (SCHROECKENSTEIN et al., 1990), cujas larvas séao
usadas para alimentacdo de animais de estimagdo, bem como aves (BARKER,
FITZPATRICK, DIERENFELD, 1998).

A morbidade, mortalidade e carga econdmica associada a infeccfes fungicas,
juntamente com o0 surgimento de cepas de fungos resistentes a agentes
antimicrobianos atuais, sdo necessarias ampliar nosso entendimento de patogénese
fungica e descobrindo novos agentes para tratar essas infec¢cdes. Usando
hospedeiros de invertebrados, pois eles podem ajudar a atingir esses objetivos. A
resposta entre invertebrados e mamiferos faz com que o uso desses hospedeiros
seja simples e eficaz e 0 método de triagem mais rapido para identificacdo de
fatores de viruléncia fungica e teste de compostos antifungicos potenciais
(ARVANITIS, GLAVIS-BLOOM e MYLONAKIS, 2013).

A fim de verificar a acdo antifiungica dos experimentos in vivo, utilizam-se larvas
de Tenebrio molitor, devido ao baixo custo e facil manutencdo em laboratorio
(VIVAN et al.,, 2002). Outra vantagem também apresentada por esse modelo
alternativo € que a larva de T. molitor mantem-se a temperaturas que variam de
25°C a 37 °C, assemelhando-se com a temperatura corporal, isso torna as larvas
interessantes aos estudos de patdégenos (Li et al., 2013). As larvas, geralmente sao
alimentadas com dieta a base de farelo de trigo, por essa ser a mais utilizada para a
sua criacado (ZAMPERLINI et al., 1992).

Larvas de T. molitor tém sido usadas para estudar infeccdes por
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes e até 2015, ndo havia dados na
literatura sobre a utilizacéo das larvas como modelo de hospedeiro para fungos que
causam patologias humanas (SOUZA et al., 2015).
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

Geral

Avaliar a atividade in vitro e in vivo de extratos de prépolis verde e vermelha contra

espécies do género Candida spp

Especificos

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima de extratos e das capsulas comerciais
de prépolis verde e vermelha contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.

parapsilosis, C. tropicalis e frente a 10 isolados clinicos de C. albicans;

Testar a capacidade dos extratos de propolis em inibir a adesédo de C. albicans em

células epiteliais bucais;

Avaliar a combinacdo entre os extratos com os melhores resultados de atividade

antifangica in vitro com os antifungicos fluconazol e anfotericina B;

Verificar a toxicidade dos extratos de prépolis em Tenebrio molitor;

Verificar a atividade antifungica dos extratos de propolis na sobrevida de T. molitor

infectados com C. albicans.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de prépolis

As amostras de Propolis Verde Brasileira (GrProp) e de Propolis Vermelha
Brasileira (RdProp) e de capsulas de GrProp utilizadas nos experimentos foram
gentiimente fornecidas pela Pharmanectar® e pelo laboratério de Taxonomia,
Biodiversidade e Biotecnologia de fungos da UFMG.

Foram utilizadas para verificacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da
prépolis verde na concentracdo (m/v) de: 28% (GrProp28), 20% (GrProp20), 50%
(GrProp50), 100% (GrPropl00) e da propolis vermelha a 25% (RdProp25).
Utilizaram-se também duas capsulas comerciais da mesma empresa nas
concentracdes de 28% (CAP28) e 50% (CAP50). Os controles de antifungicos foram
anfotericina B e fluconazol, sendo adquiridos da empresa Sigma® (Sigma, St. Louis,
MO, USA).

Para os testes de Concentracdo Inibitéria Minima contra C. albicans de
isolados de paciente, no teste in vivo; teste de sinergismo com anfotericina B e
fluconazol; no teste de Inibicdo da adesdo de células bucais foram utilizados os
extratos: GrProp28, GrProp50, GrProp100 e RdProp25.

4.2 Microrganismos

Foram utilizadas nesse trabalho 10 cepas de Candida spp., obtidas de isolados
clinicos e codificadas como: UFMG-CM-Y6071, UFMG-CM-Y6072, UFMG-CM-
Y6073, UFMG-CM-Y6074, UFMG-CM-Y6075, UFMG-CM-Y6076, UFMG-CM-Y6077,
UFMG-CM-Y13, UFMG-CM-Y6081, UFMG-CM-Y6082 pertencentes a Colecdo de
Microorganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil (UFMG-MG/Br). Também foram utilizadas nos
experimentos leveduras padrdo da American Type Culture Collection (ATCC): C.
albicans ATCC 18804 e SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 20298, C.
glabrata ATCC 2001 e C. parapsilosis ATCC 22019.
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4.3 Preparo do inéculo

Os in6culos foram preparados a partir de coldnias jovens de Candida, com
crescimento em Agar Sabouraud Dextrose (ASD), durante 24 horas, a 35°C e ent&o,
ressuspendidas em tubos contendo solugdo salina (0,9%) estéril. Utilizando
comprimento de onda de 530 nm, a transmitancia dos indculos foi ajustada para 73-
75%, o que corresponde a 1 x 10° a 5 x 10° células/mL. Logo, este inéculo inicial foi
diluido em RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640) (Sigma®) acrescido de
acido 3- (N-morfolino) propanossulfénico (MOPS) 0.165 mol/L, numa propor¢cdo de
1:50. Esta solucdo foi diluida, na proporcdo de 1:20, gerando uma suspensao
contendo 1 x 10° a 1 x 10° células/mL. Este procedimento esta de acordo com o
protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008).

4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima de extratos e das

capsulas comerciais de propolis verde e vermelha contra Candida spp.

A determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada contra as
espécies de Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C.
parapsilosis) de acordo com protocolo M27-A3 estabelecido pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute - CLSI (CLSI, 2008). Os extratos de propolis GrProp28,
GrProp20, GrProp50, GrProp100, RdProp25 e duas cépsulas comerciais CAP28 e
CAP50, foram diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%, em seguida, realizou-se
diluicdes seriadas em meio RPMI 1640 (Sigma®). Utilizando microplacas de 96
pocos; distribuiu-se 200 pL de cada diluicdo. Para o controle de crescimento utilizou-
se 100 pL do in6culo da levedura mais 100 pL de RPMI, para o controle de
esterilidade usou-se 0 meio de cultura (Figura 3). Conforme demonstrado na Tabela
2, as faixas intervalares de concentracdes nos extratos e substancias sintéticas
foram: GrProp20 (800 — 1,56 pg/mL); GrProp28 e CAP28 (1120 — 2,19 ug/mL);
GrProp50 e CAP50 (2000 — 3,9 pg/mL); RdProp25 (1000 — 1,95 pg/mL); GrPropl100
(4000 — 7,81 pg/mL). O fluconazol e a anfotericina B, foram o0s controles positivos
dos antifungicos, tendo suas faixas intervalares entre 64 — 0,125 yg/mL e 8 —

0,0015ug/mL, respectivamente. Realizada a etapa de preparo das placas, todos os
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pocos das diluicbes e controles, com excecdo do controle negativo, receberam
100pL de inoculo de Candida spp. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e tiveram 3 repeticbes (Figura 3). As placas foram incubadas por 48 horas
e sua leitura realizada, sendo que a CIM foi considerada como a inibicdo de pelo
menos 50% do crescimento quando comparado ao grupo controle. Para a leitura do
fluconazol considerou-se inibicdo de 80% do crescimento em relagdo ao controle e

para anfotericina B, considerou-se uma inibicdo de 100%.

A [OOO000000000
Nlclelolololololololele]e
Hiclelelololelololelelo]e _
o [OOOOOOOOO0O00 o 100
E OOOOOOOOOOOO inoculo
Fl1OOOOOOO0O0O000
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slelelslelelsloleololole
v I

Figura 3: Esquema de microdiluicdo dos extratos e substancias testadas

Para melhor visualizacdo amostras de propolis e respectivas concentracfes

utilizadas nos testes de atividade contra Candida spp, criou-se a tabela abaixo:

Tabela 2: Amostras de propolis e respectivas concentragdes utilizadas nos
testes de atividade contra Candida spp.

Amostra

Faixa de concentragdo (png/mL)

GrProp20 800 - 1,56
GrProp28 e CAP28 1120 -2,19
GrProp 50 e CAP50 2000 - 3,90
RdProp25 1000 - 1,95
GrProp100 4000,00 - 7,81
Fluconazol’ 64,00 — 0,125
Anfotericina B 8,00 — 0,0015

" Antifungicos utilizados como padr&o positivo.
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As leituras de determinagcao de ponto final foram realizadas visualmente com
base na comparacéo do crescimento nos pog¢os contendo os extratos diluidos com o
do controle do crescimento. Para a combinacdo, o CIM foi definido como a
concentracdo mais baixa mostrando inibicdo de crescimento proeminente (uma
gueda no crescimento correspondente a, aproximadamente, 50% do controle do

crescimento.

4.5 Capacidade dos extratos de prépolis em inibir a adeséo de C. albicans em

células epiteliais bucais

Os extratos utilizados nesse teste contra C. albicans SC 5314, foram, propolis
verde 28% (GrProp28), 50% (GrProp50) e 100% (GrProp100) e propolis vermelha a
25% (RdProp25). As substancias sintéticas foram anfotericina B e fluconazol.
Repicou-se as leveduras em Agar Sabouraud 24 hs antes do experimento, em
seguida dissolveu-se os extratos em DMSO (conforme CLSI). O fluconazol foi
dissolvido em solugéo salina.

As Células Endoteliais Bucais (CEB) de pessoas saudaveis foram coletadas
com auxilio de um swab e preservadas em 10mL de tampéao fosfato, as células
foram lavadas 4 vezes em PBS esterilizado para a remoc¢do de microrganismos
aderidos. As CEB foram suspendidas em uma concentracao de 105 células/mL.

Realizou-se uma suspensdo das C. albicans SC 5314 com 70% de
transmitancia em comprimento de onda de 530 nm. Dessa suspensao de leveduras,
adicionou-se 1 mL a tubos contendo 4 mL de caldo Sabouraud (controle) e em tubos
com 4 mL de caldo mais a solucdo dos extratos 106 a 107 células/mL). Os tubos
foram incubados a 37°C por uma hora. Em seguida foi realizada a lavagem para
remocao dos tratamentos. Para isso, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos, repetiu-se essa etapa com PBS Esterilizado e foram adicionados 3 mL de
caldo Sabouraud.

Preparou-se uma mistura de 0,5mL da suspensdo de CEB e 0,5 mL da
suspensao de leveduras delicadamente. Logo apos foi incubado sob agitacdo a 37°C
por uma hora. Essa mistura foi filtrada adicionando 100 mL de PBS para remocao

das leveduras ndo aderidas.
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O material aderido no filtro foi pressionado em lamina de vidro, em seguida,
seco, fixado e corado com cristal violeta. Esse processo foi realizado para
possibilitar a contagem, em microscopio 6ptico, do nimero de leveduras aderidas a
50 CEB.

4.6 Avaliacdo da combinacédo entre extratos de propolis com os antifungicos

fluconazol e anfotericina B

Foram preparadas 7 diluicdes seriadas dos produtos experimentais GrProp28,
GrProp50, GrPropl100 e RdProp25 e a faixa intervalar foi escolhida de acordo com
os resultados encontrados no ensaio da CIM. Também foram preparadas 7 diluicbes
do fluconazol e da anfotericina B (Sigma®). Posteriormente, 50 pL de cada diluicdo
dos extratos foram adicionadas nas placas de 96 pocos em orientacao vertical e, 50
puL das diluicbes do fluconazol foram adicionadas em posicdo horizontal. Assim
sendo, cada placa apresentou varias combinac¢des de concentracdes da substancia
a ser testada com fluconazol. O mesmo procedimento foi realizado em combinacéo
com anfotericina B. O indculo foi preparado de acordo com o item 2.2 e 100 pL
foram adicionados as placas, as quais foram incubadas a 35°C por um periodo de 48
horas. A concentracdo inibitéria fracional (CIF) foi calculada pela combinacdo da
CIM da substéncia com anfotericina B (ou fluconazol) dividida pela CIM da
substancia sozinha e da CIM da anfotericina B (ou fluconazol) sozinha. O indice de
CIF (ICFI) foi calculado pela soma das CIFs da anfotericina B e da substancia
experimental. Valores de ICIF <0,5 indicam interacéo sinérgica; valores >0,5 até 4,0
auséncia de interacdo e >4,0 indica antagonismo (CUENCA-ESTRELLA, 2004).
Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata, com o isolado
SC5314 de C. albicans.

4.7 Ensaio de toxicidade de prépolis em Tenebrio molitor

A fim de verificar a concentracfes de extratos de propolis a serem trabalhados

no teste in vivo com invertebrados, dez larvas por grupo de Tenebrio molitor com
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peso e tamanho similares (aproximadamente 200 mg) e sem manchas foram
utilizadas num ensaio de toxicidade. Foram formados quatro grupos que receberam
as dosagens de extratos de propolis estabelecidas: 1mg/Kg, 3mg/Kg, 5mg/Kg e
10mg/Kg. Além desses, foram incluidos grupos controles: um controle de trauma
fisico que recebeu a inje¢cdo com apenas PBS e 0 outro que ndo recebeu injecédo
como um controle para a viabilidade geral. Ap6s as injecbes, as larvas foram
transferidas para uma placa de Petri e incubadas no escuro a 37°C. A sobrevivéncia
foi monitorada diariamente e as larvas mortas eram removidas da placa. Foram

realizados dois experimentos independentes.

4.8 Avaliacao da atividade antifungica dos extratos de prépolis em larvas de

Tenebrio molitor

Foi utilizado o isolado de referéncia C. albicans SC5314, repicado com 24hs de
antecedéncia, na infec¢do das larvas de T. molitor. As larvas foram inoculadas com
0 patégeno de interesse, usando uma seringa de Hamilton (701 N, calibre 26). A
inoculacéo foi obtida por injecdo do inéculo na segunda ou terceira esternite visivel
acima das pernas no ventre. As larvas receberam injecées com 10 uL de inéculo
preparado em PBS resultando em 1x10° leveduras/larva.

Para cada extrato foram utilizados 7 grupos de 12 larvas de Tenebrio molitor,
sendo 1 grupo controle de viabilidade, 1 grupo controle de traumas que recebeu
PBS estéril, 1 grupo nao infectado que recebeu o extrato de prépolis verde na dose
de 5mg/kg, 1 grupo nao infectado que recebeu o extrato de préopolis verde a
10mg/Kg, 1 grupo infectado que recebeu apenas PBS, 1 grupo infectado que
recebeu tratamento com o extrato de prépolis verde a 5mg/Kg e 1 grupo infectado
gue recebeu tratamento com o extrato de propolis verde a 10mg/Kg. Foi realizado o
mesmo procedimento para a propolis vermelha. As larvas foram entédo incubadas a
37°C em placas de Petri e o numero de larvas mortas foi registrado diariamente
durante 10 dias. Para estabelecer a morte das larvas, observou-se resposta a
estimulos fisicos por suaves toques. Foram realizados 2 experimentos

independentes utilizando 12 larvas por grupo.
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4.9 Andlises estatisticas

Para avaliar a diferenga estatistica entre os grupos do teste de Adesdo de
células epiteliais bucais, utilizou-se o teste Newman-Keuls e ANOVA one-way.

Para os testes de Sobrevivéncia em Tenebrios, os resultados foram analisados
com Graph Pad Prism 5, dispostos em uma curva de sobrevivéncia usando o
método de Kaplan-Meier e a analise estatistica foi realizada usando o teste log-rank.
O valor de p <0,05 foi considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

No teste de CIM, observa-se que o extrato GrProp28 foi capaz de inibir o
crescimento fangico de C. albicans, C. glabrata, C. kruseie C. parapsilosis. Porém
este extrato ndo foi ativo contra C. tropicalis nas condicfes testadas (Tabela 3). O
extrato GrProp20 se destacou como um dos menores CIM encontrados de
500ug/mL contra C. albicans SC5314. As capsulas comerciais de GrProp (CAP28 e
CAP50) apresentaram melhores resultados contra C. krusei com CIM de,
aproximadamente, 500ug/mL. A CAP50 se destacou por apresentar atividade
também contra C. glabrata (250 pg/mL) (Tabela 3).

A GrPropl100 apresentou atividade contra todas as espécies testadas, mas, no
entanto, os valores de CIM n&o foram os menores encontrados, estes variaram entre
500-2000 pg/mL. J& a RdProp25 inibiu o crescimento de, no minimo, 50% de todas
os fungos testados, apresentando o melhor resultado. (Tabela 3).

Quanto aos antifungicos anfotericina B e fluconazol, observou-se que a
anfotericina B inibiu 100% do crescimento fangico nas concentra¢des 0,5 pg/mL (C.
albicans) e 2 yg/mL (C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis), porém
todas as leveduras testadas apresentaram resisténcia ao fluconazol com CIM igual
ou maior que 64 pg/mL (Tabela 3).
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Tabela 3. Determinacéo de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL de extratos, capsulas de
propolis verde e vermelha e substancias capazes de inibir capazes de inibir no minimo 50% do
crescimento de Candida spp.

Extrato C. albicans | C. glabrata C. krusel | C. parapsilosis | C. tropicalis

(Mg/mL)
GrProp 560 1120 1120 1120 >1120
GrProp20 500 >800 800 >800 >800
CAP28 >1120 >1120 560 >1120 >1120
CAP50 >2000 250 500 >2000 >2000
GrProp50 >2000 125 1000 2000 >2000
RdProp25 500 125 250 1000 1000
GrProp100 1000 1000 500 2000 1000
AnfoB 0,5 2 2 2 2
Fluconazol 64 64 64 >64 >64

Legenda: GrProp28= Extrato de prépolis verde a 28%, GrProp20 = Extrato de prépolis verde a 20%,
CAP28 = Cépsula de prépolis verde a 28%, CAP50 = Capsula de préopolis verde a 50%, GrProp50 =
extrato de propolis verde a 50%, RdProp25 = Extrato de propolis vermelha a 25%, GrPropl00 =
Extrato de prépolis verde & 100%, Anfo B= anfotericina B, >=mé&xima concentra¢do dos extratos
testada e ndo ocasionou inibigdo do inéculo.

5.1.2 Teste de Concentracao Inibitéria Minima contra isolados clinicos de C.

albicans.

A eficicia dos extratos de prépolis verde e vermelha em isolados de pacientes
foi realizado por meio da CIM contra doze (12) microorganismos, sendo dez isolados
de pacientes e mais duas leveduras padrdo, pertencentes a Colecdo de
microorganismos e células da UFMG-MG/BR.

No ensaio da CIM, o extrato GrProp28 foi capaz de inibir em, no minimo, 50%
do crescimento fungico de 11 dos 12 (92%) isolados em teste, porém para o isolado
UFMG-CM-Y6075, seria necessaria uma concentragdo maior que 1120 pg/mL. O
extrato GrProp50 comprovou acao antifungica contra 11 (92%) dos isolados clinicos
com concentracdes variando entre 500-1000 pg/mL. No experimento com o extrato
GrProp100, percebeu-se que esse desempenhou inibicdo de no minimo 50% em de
11 (92%) dos isolados, apresentando valores de CIM entre 1000-4000 pg/mL. Dos

isolados verificados, trés (UFMG-CM-Y6074, UFMG-CM-Y6075, UFMG-CM-Y6076)
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ndo tiveram inibicdo do crescimento quando tratados com extrato de propolis

vermelha a 25% (GrProp 25). No entanto esse extrato foi capaz de inibir o
crescimento dos isolados de Candidas (UFMG-CM-Y6071, UFMG-CM-Y6082,
UFMG-CM-Y6081, UFMG-CM-Y6072, UFMG-CM-Y6073, UFMG-CM-Y6077, UFMG-
CM-I13) e contra as cepas padroes SC5314 E ATCC 18804, o que nao ocorreu

utilizando o fluconazol (Tabela 4).

Tabela 4: Concentracao Inibitéria Minima de extratos de prépolis e substancias capazes de inibir no

minimo 50% do crescimento dos isolados clinicos

Extratos e substancias

GrProp28 GrProp50 RdProp25 GrProp100 AnfoB Fluco
ISOLADOS (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
UFMG-CM -Y6071 560 1000 1000 1000 0,5 >64
UFMG-CM -Y6082 560 1000 500 2000 0,25 >64
UFMG-CM -Y6081 1120 >2000 500 4000 0,25 >64
UFMG-CM -Y6072 560 2000 1000 2000 2 >64
UFMG-CM -Y6073 560 2000 500 2000 2 >64
UFMG-CM -Y6074 560 2000 > 1000 2000 0,25 16
UFMG-CM -Y6075 560 1000 > 1000 2000 0,25 >64
UFMG-CM -Y6076 >1120 2000 > 1000 > 4000 2 16
UFMG-CM -Y6077 1120 1000 1000 2000 0,25 >64
UFMG - 113 560 1000 1000 2000 0,25 >64
SC 5314 560 1000 1000 1000 0,5 >64
ATCC 18804 560 500 500 1000 0,5 64

Legenda: ATCC- American Type Culture Collection. GrProp28= Extrato de propolis verde a 28%,
GrProp50 = Extrato de prépolis verde a 50%, RdProp25 = Extrato de prépolis vermelha a 25%,

GrProp100 = Extrato de prépolis verde a 100% em micrograma/mililitro (ug/mL).

5.2 Teste para verificacdo da capacidade dos extratos de propolis em inibir a

adesao da C. albicans em células epiteliais bucais
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Nesse teste a levedura SC5314 foi previamente expostas aos extratos de
propolis por 1 hora, posteriormente, lavada e, entdo foram colocadas em contato
com as células bucais. No tratamento com a propolis vermelha (RdProp25)
observou-se houve maior inibicdo fuingica aderidas em células epiteliais bucais
(78%), quando comparada ao fluconazol (70%) e se aproxima da inibicao
ocasionada por anfotericina B (82%), contra C. albicans SC5314 em células
epiteliais bucais humanas (Figura 4.). Em seguida, a GrProp100 apresentou taxa de
inibicdo fungica semelhante ao fluconazol (70%). A faixa de concentracdo dos
extratos de propolis verde (GrProp28 e GrProp50) apresentaram inibicao fingica em
células epiteliais bucais com menor intensidade, ou seja, de 60% e 45%,
respectivamente. Todos o0s extratos testados tiveram poder inibitério igual ao
fluconazol e a anfotericina B, ndo houvendo diferenca significativa entre o tratamento

com os extratos em relagdo a anfotericina B e ao fluconazol.

p = 0,4857

p = 0,4000 |

=0,1333 |

% Inibicao

Figura 4. Porcentagem de inibicdo de Candida albicans SC5314 em células epiteliais bucais
humanas. Legenda: Nao houve diferenca significativa quando foram comparados os efeitos inibitérios
utilizando a prépolis e a anfotericina (p > 0.05) e utilizando a propolis e o fluconazol (p > 0,05).
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5.3 Teste de combinacdo entre os extratos com os antifungicos fluconazol e

anfotericina B

Quando os extratos de propolis GrPropl100, GrProp50, GrProp28 e RdProp25
foram testados em combinacdo com os antifingicos anfotericina B e fluconazol,
observamos que todos o0s extratos testados apresentaram sinergismo com 0S
antifingicos testados, com valores de ICIF menores que 0,5. Com destaque para o
extrato GrProp 50 com os menores valores de ICIF de 0,0625 para fluconazol e de

0,09125 para a anfotericina B.

TABELA 5. Indice da Concentracdo Inibitoria Fracional (ICIF) de extratos de propolis verde e

vermelha em combinacg&o com fluconazol e anfotericina B contra Candida albicans SC5314.

Combinac&o (indice CIF)

Fluconazol Interacdo  Anfotericina Interacdo
B
GrProp100 0,15625 Sin. 0,185 Sin.
GrProp28 0,0625 Sin. 0,1225 Sin.
GrProp50 0,0625 Sin. 0,09125 Sin.
RdProp25 0,09375 sin. 0,1225 sin.

Legenda: Sin = Sinergismo (ICIF < 0,5).

5.4 Verificagcao da toxicidade das substancias e sobrevida com larvas Tenebrio

molitor.

Neste experimento foi, primeiramente, realizada a verificacdo de qual dosagem
da prépolis poderia oferecer toxicidade as larvas de T. molitor (Figura 5). Observou-
se, na figura abaixo, que as concentracfes 1, 3 e 5 mg/Kg de GrProp100 as larvas
tiveram uma sobrevida de mais de 70% até o décimo dia observado. No entanto, a
dose de 10 mg/Kg do extrato GrProp100 apresentou uma queda de sobrevida para
53%.
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Figura 5: Teste de toxicidade de prépolis em larvas de Tenebrio molitor com prépolis verde a 100%
(GrProp100) nas dosagens de 1,3, 5 e 10mg/Kg, porcentagem de sobrevida em relacao ao tempo em
dias.

GrProp 100

1004
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E 804 * PBS
g -m- 1 mgkg
2 60
'_g [y — e 3mg/kg
5 40- = 5mgkg
é 20l ~@- 10 mg/kg
£

0 — 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (dias)

A patrtir dos resultados de toxicidade acima apresentados utilizamos os extratos
de prépolis GrProp28, GrProp50, GrPropl00 e RdProp25 nas dosagens de 5 e
10mg/Kg, para se observar se ocorria um aumento da sobrevida das larvas tratadas
com este extrato e infectadas com C. albicans SC5314. Observa-se na Figura 6 que
as larvas infectadas e tratadas com prépolis verde na dose de 5 mg/Kg
apresentaram aumento da sobrevida de 10% do 3° ao 10° dia em relacdo ao
controle de infeccdo (larvas infectadas e tratadas somente com PBS). Em
contrapartida, as larvas infectadas que receberam 10mg/Kg de GrProp100 obtiveram
um aumento na sobrevida de, aproximadamente, 37% do 4° ao 10° dia.
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Figura 6: Teste com larvas de Tenebrio molitor infectadas com 1 x 10° leveduras C. albicans SC5314
e tratadas com propolis verde a 100% com 5 e 10mg/Kg, porcentagem de sobrevida em relagao
tempo em dias.

Extrato de propolis verde (100%)

- Controle
* PBS

-¥-- Prépolis verde 10 mg/kg
= Candida + PBS

~@  Candida + P. verde 5 mg/kg
-8~ Candida + P. verde 10 mg/kg

Porcentagem de sobrevida

Tempo (dias)

No tratamento com extrato GrProp50, observou-se que quando se administrou
1, 3 e 5mg/Kg do extrato ndo houve morte das larvas até 10° dia analisado,
eguiparando-se aos grupos controle com 100% de sobrevida, porém na aplicacao da
dosagem de 10 mg/Kg, a sobrevida foi em torno de 57% do 5 — 10° dia (Figura?7).

Figura 7: Teste de toxicidade de propolis em larvas de Tenebrio molitor com prépolis verde a 50%
(GrProp500) com 1,3, 5 e 10mg/Kg, porcentagem de sobrevida em relagdo tempo em dias.
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No tratamento com Candida mais 5mg/Kg de GrProp50, a sobrevida ficou

estabilizada em torno de 50% do 1° ao 10° dia, logo para tratamento com Candida
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mais 10mg/Kg de prépolis, as larvas mantiveram uma sobrevida de cerca de 62%
entre 7-10° dia, quando comparado com o controle, que ja ndo sobreviviam no 6° dia
todas (Figura 8).

Figura 8: Teste com larvas de Tenebrio molitor infectadas com 1 x 10° leveduras C. albicans
SC5314 e tratadas com prépolis verde a 50% (GrProp50) com 5 e 10mg/Kg, porcentagem de
sobrevida em relacéo tempo em dias.
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As larvas que receberam o GrProp28 na dosagem de 10mg/Kg, obtiveram uma
sobrevida constante em torno de 65% do 2-10° dia, no grupo que recebeu 5mg/Kg a
sobrevida foi cerca de 90% do 5-10° dia. Porém o0s grupos que receberam 1 e 3

mg/Kg de GrProp28, tiveram uma sobrevida em cerca de 75% (Figura 9).
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Figura 9: Teste de toxicidade de prépolis em larvas de Tenebrio molitor com prépolis verde a 28%

(GrProp28) com 1,3, 5 e 10mg/Kg, porcentagem de sobrevida em relacéo tempo em dias.
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Quando foi adicionado ao experimento o inéculo e PBS todas as larvas
morreram no 6° dia (sobrevida zero). As larvas que receberam Candida mais
5mg/Kg de extrato de propolis sobreviveram até o 9° dia com uma porcentagem de
25%, equiparando seu efeito com a aplicacdo de 10mg/Kg do extrato de prépolis
GrProp28 do 4° ao 10° dia (Figura 10).

Figura 10: Teste com larvas de Tenebrio molitor infectadas com 1 x 10° leveduras C. albicans
SC5314 e tratadas com prépolis verde & 28% (GrProp28) com 5 e 10mg/Kg, porcentagem de
sobrevida em relagdo tempo em dias.
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Por meio do Figura 11, infere-se que os T. molitor que receberam a aplicacao
de RdPro25 na dosagem de 10mg/Kg apresentaram sobrevida do grupo cerca de
62%. No entanto a sobrevida para os que receberam dosagem 5mg/Kg foi maior,
ficando em torno de 80% do 5-10° dia, j& os que receberam 1 e 3mg/Kg mantiveram
sobrevida acima de 80%.

Figura 11: Teste de toxicidade de prépolis em larvas de Tenebrio molitor com prépolis vermelha a
25% (RdProp25) com 1,3, 5 e 10mg/Kg, porcentagem de sobrevida em relacéo tempo em dias.
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Observa-se que o0 grupo que recebeu a levedura mais o extrato RdProp25 a
10mg/Kg manteve uma diferenca de sobrevida em torno de 10% em relagédo as
larvas que foram tratadas com a levedura mais o extrato RdProp25 com 5mg/Kg, ja
os T. molitor que receberam RdProp25 a 1 e 3mg/Kg, tiveram sobrevida superior a
82% (Figura 12).
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Figura 12: Teste com larvas de Tenebrio molitor infectadas com 1 x 10° leveduras C. albicans
SC5314 e tratadas com prépolis vermelha & 25% (RdProp25) com 5 e 10mg/Kg, porcentagem de
sobrevida em relacao tempo em dias.
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6. DISCUSSAO

ApoOs avaliar a atividade in vitro e in vivo de extratos de prépolis verde e
vermelha contra espécies do género Candida spp., pode-se observar que a
determinacdo a Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos e das capsulas de
prépolis verde e vermelha contra C. albicans, C. glabrata, C. krusey, C. parapsilosis,
C. tropicalis frente a maioria dos isolados clinicos apresentou poder inibitorio neste
estudo, assim como em estudos descritos por Stepanovic et al., 2003; Quintero-
Mora et al., 2008; Boisard et al., 2015; Freire et al., 2016. Além disso, nossos
resultados também expressam inibicdo similar a anfotericina B (p>0,05) no
crescimento C. albicans pelas propolis testadas na adeséo de células bucais.

Neste estudo, houve cepa que apresentou resisténcia ao fluconazol (Tabela 3),
pois a resisténcia é caracterizada por uma CIM 264ug/mL Dado interessante a ser
destacado em comparacao as propolis testadas.

Diversas atividades antimicrobianas da propolis estdo sendo evidenciadas por
meio da ciéncia, destacando sua fun¢éo antifungica contra Candida spp. (FREIRE et
al., 2016; BOISARD et al, 2015; QUINTERO-MORA et al., 2008; STEPANOVIC et
al., 2003). Conforme salienta Dantas Silva e colaboradores (2017), tal atividade pode
ser explicada pela concentracdo de flavonoides, associada com compostos
fendlicos, dando a prépolis destaque como composto antifingico. No entanto, a
qualidade e a quantidade de cada um, depende de sua fonte, variando de regido
para regido. Os varios estudos com as propriedades antimicrobianas e antifiUngicas
inerentes a prépolis estdo propiciando sua utilizagdo nos setores industriais
farmacéuticas e alimentares (NEDJI, LOUCIF, 2014; DANTAS SILVA et al., 2017).

As capsulas CAP28, CAP50 e o extrato de propolis GrProp50 néo
apresentaram inibicdo do indculo testado (Tabela 3). Dantas de Almeida et al. (2012)
justificam que quando ha resultados controversos diante de leveduras de mesma
espécie, esse se deve a presenca de diferentes fatores de viruléncia, outra
justificativa seria a diferenca fenotipica das espécies, em que, a resposta frente a
utilizacéo de propolis pode ser diferente, conforme observado no presente ensaio.

Em relacdo a Concentracéo Inibitéria Minima, foi constatado que a partir da
concentracdo 125 pg/mL e 500 pg/mL de prépolis RdProp25 e GrPropl00,
respectivamente, houve inibicdo de crescimento fangico apdés o periodo de
incubacéo de 48 horas. Ao estudar extratos etandlicos de propolis verde de distintas
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regides brasileiras, Ota et al. (2001) obtiveram as concentra¢cdes minimas fungicidas
de 3800 pg/mL em C. albicans e 9000 pg/mL em Candida spp., respectivamente.
Comparado a esses dados, percebe-se que os resultados obtidos nesse trabalho
sao significativos. Isso pode ser devido ao tipo de prépolis estudado, pois em cada
regido as concentracdes dos principios ativos presentes nas propolis sao diferentes,
Uma vez que, a propolis verde e vermelhas possuem principios ativos que se
destacam em diversas pesquisas ja realizadas (ALENCAR et al., 2007,
FIGUEIREDO et al, 2015, FREITAS et al., 2018)

Herrera et al. (2010), demonstraram que 6 tipos de prépolis comerciais
analisados demonstraram atividade antifungica contra Candida spp, variando
apenas no valor da CIM entre 278 ug/mL para C. albicans e 117 ug/mL para C.
glabrata. Esses autores salientam que muitas vezes é dificil comparar estudos,
devido a variedade de metodologia empregada em cada experimento.

Mani et al. (2006) estudaram amostras de propolis encontradas no Sudeste do
Brasil por Cromatografia Gasosa, revelando que seus principais componentes foram
compostos fendlicos, di e triterpenos e 6leos essenciais. Os autores afirmam que 0s
flavonoides das prépolis brasileira estdo presentes em pequenas quantidades,
sugerindo que suas varias atividades estdo relacionadas a seus diferentes
constituintes, variando com a estacdo, origem botanica e geografica,
proncipalmente, no caso da prépolis verde e vermelha, com € o caso deste estudo.

Nesse trabalho ao efetuar as CIMs contra os 10 isolados clinicos e 2 cepas
padrdo (ATCC 18804 e SC 5314), observou-se grande numero de isolados inibidos
pelas propolis, corroborando com os estudos de Longhini et al. (2007), que também
mostraram em seus experimentos resultados promissores da propolis como
antifangico contra 67 leveduras de interesse clinicos e uma cepa padrdo ATCC
90028.

Nos testes in vitro com propolis vermelha observou-se inibicdo de todas as
cepas padrdo testadas (C. albicans, C. glabrata, C. Krusey, C. parapsilosis e C.
tropicalis), esses resultados corroboram com os trabalhos de Junior et al. (2012), e
Das Neves et al. (2016), os quais comprovaram a acao antifungica da propolis
vermelha em 100% das cepas de leveduras testadas.

A propolis também pode demonstrar efeitos sinérgicos com antimicrobianos e

sua associacdo a drogas comerciais € uma &rea interessante para o
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desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (SFORCIN e BANKOVA, 2011).
Essa informacdo vem de encontro com os achados desse estudo, onde pode ser
verificada a acao sinérgica, tanto da anfotericina B com as amostras de propolis
GrProp100, GrProp28, GrProp50 e RdProp25, como com o fluconazol. Pippi et al.
(2015) estudaram a propolis vermelha e observaram que ela pode ter alguns efeitos
sinérgicos importantes quando usado em combinacdo com drogas antimicrobianas.

Amparados pelas pesquisas de Pereira (2016), e Santos et al. (2016) que
sugerem a combinacdo dos extratos de prépolis com antimicrobianos sintéticos
possa levar a reducéo da dosagem clinica de determinados farmacos. Dessa forma,
pode-se reduzir a incidéncia de eventos colaterais, a0 mesmo tempo em que
potencializa a terapia medicamentosa no tratamento de infec¢cbes nas quais a
resisténcia € determinante. Além disso, ha um amplo campo de acao, pois a propolis
pode ter efeitos sinérgicos importantes quando usado em combinacdo com drogas
antimicrobianas (ORSI et al, 2012).

Nossos resultados expressaram significativa acdo das propolis testadas em
inibir C. albicans, pois ndo houve diferenca estatistica com anfotericina B em todos
os testes realizados (p>0,05), ou seja, verificou-se inibicdo similar a anfotericina B
guando comparado o crescimento C. albicans pelas prépolis na adeséo de células
bucais (Figura 4). O mecanismo deste fato ndo foi estudado, mas sugere-se que no
processo de adesdo as células epiteliais, a producdo de proteinase pode elevar a
capacidade de colonizar e penetrar no tecido do hospedeiro, destruindo seu sistema
imune (KANTARCIOGLU e YUCEL, 2002). Entdo, enzimas como fosfolipases,
penetram na célula do hospedeiro, aumentando a adesdo as células epiteliais,
consequentemente, ocorre a invasao epitelial oral, facilitando as infec¢cbes por
leveduras do género Candida (TREVINO-RANGEL et al., 2015). Este processo pode
ser inibido pela propolis testadas neste estudo.

No presente trabalho, observou-se que dos quatro extratos testados em larvas
de T. molitor (GrProp100, GrProp50, GrProp28 e RdProp25), todos com a dosagem
de 10mg/Kg foram superiores aos grupos controles e ao grupo que recebeu 5mg/Kg,
mantendo porcentagens de sobrevida em cerca de 40%, 60%, 10% e 25%,
respectivamente. Demonstrando mais uma vez, o potencial antifingico de extratos
de prépolis em modelos in vivo. Essa informacao vai de encontro com os dizeres de

Souza et al. (2015) que relatam que T. molitor pode ser uma ferramenta alternativa
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atil para selecionar linhagens clinicas de levedura patogénica com caracteristicas
distintas de viruléncia. N&o foram encontrados na literatura dados de experimentos
realizados com as larvas de Tenebrio molitor e propolis que verificasse a agéo
antifangica da propolis, ndo sendo possivel fazer comparacdes relacionadas a
sobrevida de Tenebrio molitor infectados com Candida albicans e tratadas com
propolis. Podendo ser esse trabalho significativo para a sociedade académica.
Portanto, observa-se que a propolis verde ou vermelha apresenta resultados
satisfatorios e pode ser mais analisada em estudos clinicos, pois ela demonstrou ser

uma terapéutica viavel para o tratamento das infecgfes fungicas.
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7. CONCLUSOES

ApoOs avaliar a atividade in vitro e in vivo de extratos de prépolis verde e
vermelha contra espécies do género Candida spp p6de-se concluir que estas
propolis apresentam atividade antifingica contra Candida albicans e algumas cepas
de Candida néo albicans, demonstrando ser uma terapéutica viavel para o
tratamento das infec¢des fungicas.

Os resultados aqui encontrados mostraram que 0s extratos de propolis
testados atuaram na inibicdo do crescimento de leveduras, tanto de cepas padréao,
quanto de isolados clinicos.

Devido a acgdo antifungica isolada ou de forma sinérgica com farmacos
antifingicos, os resultados mostraram que tanto a prépolis vermelha quanto a
prépolis verde, possuem grande potencial para serem empregadas no tratamento de
candidiase.

Resultados positivos também se verificaram na inibicdo da adesao de células
bucais, sendo similar aos resultados com anfotericia B e o0 teste de sobrevivéncia
demonstrou ser eficaz no tratamento de larvas de Tenebrio molitor, aumentando sua
sobrevida.

A propolis vermelha e a prépolis verde possuem grande potencial para serem
empregadas no tratamento de candidiase.
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