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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ considera uma doenga sexualmente transmissivel segundo
a OMS, causada por levedura do género Candida. No Brasil, ¢ a segunda causa de infecgdes
entre mulheres em idade fértil e sexualmente ativas. O tratamento terapéutico disponivel para
o tratamento com CVV ¢ restrito a farmacos poli€nicos e azdlicos, e a resisténcia a agentes
antifingicos recomendados (cetoconazol/CET, fluconazol/FLU, itraconazol/ITR e
nistatina/NIS) tem sido relatada com mais frequéncia em Candida albicans, a principal espécie
associada, mas também em espécies de Candida nao-albicans (p. ex, C.glabrata, C. krusei e do
complexo de C. parapsilosis). A propolis ¢ um composto resinoso produzido por abelhas Apis
mellifera L. e ¢ conhecido por possuir uma variedade de atividades biologicas, e a propolis
vermelha de Alagoas (PVA) tem componentes como flavonédides que causam danos estruturais
e funcionais contra microorganismos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifiingica
in vitro de PVA (extrato de etanol e fragdes) contra diferentes espécies de Candida, focalizando
i1solados clinicos de CVV. Foram cultivadas cinco cepas de referéncia ATCC (C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei) e 15 isolados clinicos (3 de cada espécie
citada) de pacientes com CVV de Maceio/Alagoas em dagar Sabouraud Dextrose e
CHROMagar®Candida separadamente, até 48h a 37°C. As suspensdes de cada cultura de
Candida foram ajustadas para 0,5 na escala McFarland em solugao NaCl 0,9% para os testes
de susceptibilidade a antimicrobianos (TSA) pelos métodos de difusdo de disco e microdiluicao,
conforme CLSI para CET, ITR, FLU, NIS, bem como EE e suas fragdes. Os programas JASP
(versdo 0.8.3.1) e IBM®SPSS (versio 23.0) foram adotados nas analises estatisticas. Observou-
se que no TSA por disco-difusao e microdilui¢ao tanto com antifingicos comerciais como com
EE e fragdes mostraram perfis de susceptibilidade variados para as espécies analisadas,
principalmente entre os isolados clinicos quando comparados as cepas de referéncia. Pelo
método disco-difusdo todas as cepas ATCC foram susceptiveis a CET e NIS, mas houve
resisténcia ao ITR e FLU principalmente em C. glabrata e C. krusei, inclusive padrao de co-
resisténcia ITR/FLU confirmado em 9 isolados. Entre todos os isolados clinicos houve
resisténcia a pelo menos 2 antifungicos testados, sendo 8 resistentes a CET/ITR/FLU, drogas
indicadas pelo RENAME (SUS) para tratamento de CVV. Os testes de microdiluicao
confirmaram que CET e NIS se mostraram mais efetivos, enquanto FLU e ITR tiveram menor
atividade nas cepas de referéncia e alguns isolados clinicos. O método de microdiluigdo com a
PV A mostraram CIM para as fra¢des variando de 125 a 250 pg/mL, sendo constatado CIM de
500 pg/m apenas para C. parapsilosis e C. krusei em relagdo as fragdes hexandlica e etandlico,
respectivamente. A fracao etandlica de PVA foi eficaz contra uma maior quantidade de cepas
testadas, mas a fragdo acetanolica agiu com CIM mais baixo, provavelmente por que mais
flavonoides, enquanto que a fragdo cloroférmica teve CIM homogéneo entre as cepas de
referéncia (250 pg/mL). TSA por ambos os métodos indicou 9 isolados clinicos com co-
resisténcia a ITR/FLU, e PVA foi efetiva com baixo CIM para 6 isolados com padrao R-
ITR/FLU. Os testes de disco-difusdo e microdilui¢do foram concordantes na maior parte das
cepas e isolados testados. Esses resultados trazem novos dados sobre a propolis vermelha
brasileira de Alagoas em relacdo a qualidade de flavonoides e confirmou atividade anti-Candida
de diferentes fragdes para varias espécies frequentemente envolvidas em candidiase
vulvovaginal, criando possibilidades para o uso de PVA como bioativo com importante
potencial farmacologico em formulagdes de uso vaginal.

Palavras-chaves: Candidiase vulvovaginal, propolis vermelha, antifiingicos.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection classified as a sexually transmitted
disease according to WHO, caused by yeast of the genus Candida. In Brazil, it is the second
cause of infections among women of childbearing age and sexually active. The therapeutic
treatment available for VVC treatment is restricted to polyene and azole drugs and resistance
to the recommended antifungal agents (ketoconazole / CET, fluconazole / FLU, itraconazole /
ITR and nystatin / NIS) has been reported more frequently in Candida albicans , the main
associated species, but also in Candida non-albicans species (eg C.glabrata, C. krusei and C.
parapsilosis complex). Propolis is a resinous compound produced by bees Apis mellifera L. and
1s known to possess a variety of biological activities, and Brazilian red propolis (BRP) has
components such as flavonoids that cause structural and functional damage against
microorganisms. The objective of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity of
PVA (ethanol extract and fractions) against different Candida species, focusing on clinical
isolates of VVC. Five strains of ATCC reference (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis and C. krusei) and 15 clinical isolates (3 of each species) were cultured from
patients with VVC from Maceid / Alagoas on Sabouraud agar Dextrose and CHROMagar®
Candida separately until 48 hours at 37° C. Suspensions of individual Candida cultures were
adjusted to 0.5 McFarland standard in 0.9% NaCl solution for antimicrobial susceptibility
testing (TSA) by disc diffusion and microdilution methods, as CLSI for CET, ITR, FLU , NIS,
as well as EE and its fractions. The JASP (version 0.8.3.1) and IBM®SPSS (version 23.0)
programs were adopted in the statistical analyzes. It was observed that in the TSA by disk
diffusion and microdilution with both commercial antifungal and EE and fractions showed
varied susceptibility profiles for the analyzed species, mainly among the clinical isolates when
compared to the reference strains. By the disc-diffusion method all ATCC strains were
susceptible to CET and NIS, but there was resistance to I'TR and FLU mainly in C. glabrata
and C. krusei, including ITR / FLU co-resistance pattern confirmed in 9 isolates. Among all the
clinical isolates, resistance to at least 2 antifungal agents was tested, being 8 resistant to CET /
ITR / FLU, drugs indicated by RENAME (SUS) for VVC treatment. The microdilution tests
confirmed that CET and NIS were more effective, whereas FLU and ITR had less activity in
the reference strains and some clinical isolates. The microdilution method with PVA showed
MICs for the fractions ranging from 125 to 250 ug / mL, being found MIC of 500 pg / m only
for C. parapsilosis and C. krusei in relation to the hexanolic and ethanolic fractions,
respectively. The ethanolic fraction of PVA was effective against a larger number of strains
tested, but the acetanolic fraction acted with lower MIC, probably because of more flavonoids,
whereas the chloroform fraction had homogenous MIC among the reference strains (250 pg /
mL) . TSA by both methods indicated 9 clinical isolates with ITR / FLU co-resistance, and
PV A was effective with low MIC for 6 isolates with R-ITR / FLU standard. Disk-diffusion and
microdilution tests were concordant in most of the strains and isolates tested. These results
provide new data on the Brazilian red propolis of Alagoas in relation to the quality of flavonoids
and confirmed the anti-Candida activity of different fractions for several species frequently
involved in vulvovaginal candidiasis, creating possibilities for the use of PVA as a bioactive
with important pharmacological potential in formulations of vaginal use.

Keywords: Vulvovaginal candidiasis, red propolis, antifungals.
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1. INTRODUCAO

As leveduras do género Candida sdo os principais responsaveis pelas infecgoes
fangicas no ser humano (SOBEL, 2007), colonizando a pele, mucosa oral, trato gastrointestinal,
trato geniturindrio e trato respiratorio, podendo provocar infecgdes mucocutineas,
vulvovaginites, cistitis e septicemia, sendo considerada a infeccdo fungica oportunista mais
frequente entre os pacientes imunocomprometidos (PEIXOTO et al, 2014), estando presente no
trato digestivo de 80% dos individuos sadios e em torno 20-30% do trato genital feminino

(BARBEDO; SGARBI, 2010).

A candidiase vulvovaginal (CVV) ¢ um manifestagao frequente entre as mulheres em
idade fértil e sexualmente ativas, considerada uma doenca sexualmente transmissivel (DST)
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (SOBEL, 2007) e um importante problema de
saude no mundo, afetando milhares de mulheres anualmente (GUNTHER et al, 2014). Nos
Estados Unidos ¢ a segunda causa de infec¢ao em mulheres, sendo gasto em torno de 1 bilhdo

de dolares por ano, com diagnostico e tratamento (PONTES et al, 2014).

Caracterizada por corrimento esbranquig¢ado, prurido intenso, edema, eritema disuria,
leucorréia e ardor durante as relacdes sexuais, podendo a candidiase vulvovaginal ser
assintomatica (LOPEZ, 2015) e apresentar pontos esbranquicados e amarelados na parede
vaginal e colo uterino (PEIXOTO et al, 2014). Comum entre mulheres gravidas, diabéticas
(GUNTHER et al, 2014; LOPEZ, 2015), mulheres em uso de contraceptivos orais (JANKOVIC
et al, 2010) e dispositivos intra-uterinos (DIU) (AULER, 2010).

A espécie Candida albicans ¢ a mais isolada nas culturas de secre¢do vaginal,
(FORNARI et al, 2016) seguida de C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis
(SOBEL, 2007), sao denominadas Candida ndo-albicans estao presentes entre 20%-80% dos
adultos saudéaveis e em 30% das mulheres gravidas (GUNTHER et al, 2014) e 25% - 50% dos
casos sao assintomaticos (PEIXOTO et al, 2014).

Diversos fatores favorecem a invasao dessas leveduras no hospeiro, tais como: agao de
proteinases e lipases, alteracdo de pH e elevacdo glicogénio da mucosa vaginal favorece a
proliferacdo das espécies de Candida (GONDO et al, 2010) e producao de biofilme em DIU

estao relacionados aos episodios de candidiase vulvovaginal recorrente ou ndo (FORNARI et
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al, 2016), permitindo que as leveduras ndo sejam reconhecidas pelas células do sistema

imunolégico (CAPOCI et al, 2015).

No Brasil, a CVV também ¢ a segunda causa de infeccdo ginecoldgica em 4,9% das
mulheres (MARCONI et al, 2015), na regido nordeste ¢ considerada endémica juntamente com
a vaginose bacteriana e outras infec¢des do trato reprodutivo, sendo mais comum em mulheres
entre 30-49 anos (OLIVEIRA ef a/, 2007). A prevaléncia de VVC em Alagoas ¢ de 5,8% das
mulheres da zona rural entre 15 — 49 anos (SOARES et a/, 2003), mas no periodo de 2009—
2016 constatou-se 1.593 amostra positivas de Candida spp do trato genital em Alagoas (dados

ainda ndo publicados, comunicacdo verbal: Profa. Dra. Fernanda C. de A. Maranhao).

Os produtos de origem natural estdo sendo amplamente estudados como opgao para o
tratamento de diferentes patologias, devido A variedade de compostos ativos e propriedades
farmacologicas, a propolis ¢ um desses produtos, que apresenta atividade anti-inflamatoria,
antisséptica, adstringente, antioxidante, antiviral e antimicrobiana inclusive para Candida spp.
(FERNANDES JUNIOR et al, 2005; KHALIL,2006; DOTA et al, 2010, JUNIOR et al, 2012;
CAPOCl et al, 2015).

Por se tratar de um produto natural, a propolis apresenta uma rica composi¢ao quimica
de benzofenona, hidrocarbonetos, aminoacidos, esterdides, fenois, flavondides, terpenos e
isoflavondides (MARCUCCI, 1996; PARKER et a/, 2002) entre outros compostos que variam
conforme o pais, a flora de cada regido e o periodo de coleta da resina (VOLPI

BERGONZINNI, 2006; ALENCAR et al, 2007).

A propolis brasileira ¢ classificada em 13 grupos, conforme suas caracteristicas fisico-
quimica e origem botanica (ALENCAR et al., 2005) sendo 05 grupos no Sul, 07 grupos no
Nordeste e 01 grupo no Sudeste Mas popularmente a propolis € conhecida conforme sua
coloracdo, como propolis marrom, preta, amarela, verde e vermelha (PARK et a/, 2002). Dentre
os compostos encontrados na resina brasileira, os flavonodides e acidos fendlicos, chamam a
atencdo por suas propriedades antimicrobiana, antiviral e antioxidante (VOLPI;

BERGONZINNI, 2006; LUSTOSA,2008).

Em Alagoas ¢ encontrada a propolis do grupo 13 (propolis vermelha), com origem

botanica da Dalbergiae castophyllum tipica dos manguezais do Estado de Alagoas conhecida
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como rabo-de-bugio, onde ¢ coletado pelas abelhas um exsudato vermelho (DAUGCSH et al,
2007), rico em isoflavonoides, benzofenonas, compostos fendlicos e outros (SALOMAO et al,
2007; LUSTOSA et al, 2008). Por suas propriedades farmacéuticas e nutracéuticas, a resina
alagoana apresenta uma composi¢ao unica no mundo e por isso teve a sua Indicacdo Geografica
(IG) reconhecida em 29 de maio de 2012 pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI), agregando valor e competitividade ao produto (INPI, 2016).

A propolis vermelha de Alagoas (PVA), apresenta atividade antibacteriana e
antifingica, devido seus isoflavondides e acidos fendlicos, sendo observado uma melhor
atividade contra Candida albicans, relacionado mais ao extrato etandlico e na fragdo
acetanodlica em relacdo a fracdo hexanica e cloroférmica, devido a concentragdo de compostos
fenolicos e da isoflavona formononetina. (TRUSHEVA et al., 2006; CABRAL et al., 2009;
RIGHI et al., 2010; JUNIOR et al., 2012).

Atualmente, ha escassez de estudos referente a aplicagdo vaginal da propolis brasileira
no tratamento da candidiase vulvovaginal, e os poucos existentes t€ém a propolis verde como
base do medicamento. Dessa forma, ¢ relevante pesquisas para a preparagdo e caracterizagao
da propolis vermelha como medicamento vaginal para tratamento da CVV. Para isso, ¢
importante avaliarmos a atividade antifungica in vitro do extrato da PVA e diferentes fracdes
em cepas ATTC e isolados clinicos de espécies de Candida, determinando sua concentragao
inibitoria minima (CIM) e comparando aos antifiingicos: cetoconazol, nistatina, fluconazol e

nistatina, todos preconizados para o tratamento da CVV e CVV-R.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Género Candida

As infecgdes fingicas t€ém sido mais estudadas nas ultimas décadas com o surgimento
da AIDS (BARBEDO; SGARBI, 2010), mas seus primeiros relatos como um agente patogénico
sao descritos por Hipdcrates (460 a 337 a.C), onde descreve as tipicas placas esbranquigadas
das lesdes na cavidade oral, estas em neonatos e pacientes debilitados, sendo o mesmo
observado por Galeno (200 a 130 a.C), o que demonstra que fungos do género Candida ja era
um agente endégeno humano (HAZEN,1995; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Fungos leveduriformes do género Candida pertence ao Reino Fungi, divisdo
Ascomycota, subdivisdo  Saccharomycotina, classe Saccharomycetes e Familia
Saccharomycetaceae (GUARRO et al,1999; BUTLER, 2010; BRANDT; LOCKHART, 2015).
Trata-se de microrganismos eucariontes, unicelulares, que se reproduzem assexuadamente por
brotamento ou biparti¢do, geralmente medindo 2-6 um (Fig.1) e nutrindo se por absor¢ao de
carbono e nitrogénio proveniente das fontes de proteinas e carboidratos, encontrados
amplamente em solo, agua, vegetais (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Distribuidas amplamente no ambiente e na microbiota dos mamiferos, espécies de
Candida sdo considerados patdégenos oportunistas frequentes entre homens e mulheres.
Sabemos que aproximadamente 200 espécies do género Candida sdo consideradas patogénicas
ao homem (ALVARES et al., 2007, BARBEDO; SGARBI, 2010), dentre estas a mais
prevalentes sdo C. albicans (Fig. 1) e ndo-albicans como C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata
(Fig. 2) e C. parapsilosis (sensu lato) (TAVANTI et al., 2005; NEMETH et a./, 2013), podendo
encontrar ainda espécies como C. lusitanae, C. rugosa e C.utilis atetando o homem (BRANDT;
LOCKHART, 2015) acredita-se que uma das vias de colonizagdo no homem seja a passagem
do feto via vaginal (ZISOVA et al, 2016).

Podemos detectar a presenca dessas leveduras colonizando varios sitios anatomicos em
homens e mulheres, como na pele, trato digestivo e genital de individuos sadios, ocorrendo
candidiase quando ha o desequilibro da microbiota e baixa do sistema imunoldgico, podendo
ainda a levedura vir de origem enddgena ou exégena (BARBEDO; SGARBI, 2010; PEIXOTO
et al, 2014). Espécies de Candida podem causar desde infec¢des superficiais em uma variedade

de sitios anatdmicos como pele, unhas e mucosas, até invasivas (candidemia), sendo a
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candidiase vulvovaginal, considerada a segunda causa mais frequente entre as infecgdes

genitais (ACHKAR; FRIES, 2010; BARBOSA et al, 2012; PEIXOTO et al, 2014).

Figura 1 — (A) Macromorfologia de Candida albicans em meio agar Sabouraud e sua
(B) Micromorfologia focando a producio de pseudo-hifas. Fonte:

www.microbiologyinpictures.com.

Figura 2 — Microscopia eletronica de Candida glabrata. Fonte: Sasani et al., 2016.

2.2 Candidiase vulvovaginal (CVV)

Esta patologia foi descrita pela primeira vez em 1949 por Wilkinson, descrevendo uma
relacdo existente entre a levedura vaginal e a vaginite (BARBEDO; SGARBI, 2010). ACVV ¢
caracterizada por prurido vulvar intenso, odor presente ou ausente, leucorréia, dispareunia,
disuria, edema e eritema vulvovaginal (Fig.3), que pode se estender a regiao inguinal (ROSA;
RUMEL, 2004; ALVARES et al., 2007; PEIXOTO et al., 2014)

Na CVV observamos que a C. albicans ¢ prevalente 70-90% dos casos diagnosticados

(PEIXOTO et al., 2014) e outros 10-20% podem ser causados pelas demais espécies (C.
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glabrata, C .tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis), tal distribuicdo tem correlagdo com a
distribuicdo geografica da levedura, fatores hormonais, habitos de higiene, atividade sexual e
doencas como diabetes (ALVARES et al., 2007; BARBEDO; SGARBI,2010; LOPEZ, 2015),
podendo colonizar o trato genital de 20-80% das mulheres saudaveis, 10% das mulheres na fase
da pré-menopausa, 5-10% das menopausadas e até¢ 30% das gestantes.(CORREIA et al., 2009;
GONDO et al., 2010), sendo que 25-40% das mulheres s3o assintomaticas, colonizadas pela
levedura e quando exposta a quadro de desordem vaginal manifesta CVV (ACHKAR; FRIES,
2010; GONDO et al,. 2010; LINHARES et al., 2010).

Figura 3 — Aspecto de lesdo no colo de utero de paciente afetada por candidiase vulvovaginal,
mostrando placas brancas tipicas da doenca causada por Candida spp. Fonte: Spence; Melville,
2007

O Centro de Controle de Doengas (CDC) classifica a CVV em duas categorias: CVV
simples e a recorrente (CVVR), sendo a primeira caracterizada por episoddios esporadicos e de
gravidade leve a moderada, sem registro de reincidéncia em individuos sadios, enquanto que
entende-se por CVV-R quando ha ocorréncia entre trés a quatro episodios de CVV em 1 ano,
possivelmente por reinfecgdo a partir de reservatorios extragenitais ou via sexual (HOLANDA
et al.,2007; ACHKAR; FRIES, 2010; LOPEZ, 2015).

Sabemos que a CVV atinge aproximadamente 75% das mulheres adultas, com pelo
menos um episodio ao ano, equivalente a 30 milhdes de episddios por ano (NAGLIK, 2014),
sendo que 40-50% destas mulheres terdo CVV-R e dentre estas 5-8% apresentardo CVV-R
resistente (SOBEL, 2007; HOLANDA et al., 2007; LOPEZ, 2015). E o uso de dispositivo intra-

uterino (DIU) ¢ fator de risco para CVV-R devido a formagdo de biofilme intra-uterino
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(AULER et al.,2010). Nas Filipinas a CVV-R ¢ um problema de saude publica, sendo a doenca
fingica que acomete 80% das mulheres atendidas pelos servigos de ginecologia e obstetricia
(BATAC; DENNING, 2017).

A incidéncia da CVV esté relacionada a fatores extrinsecos como uso prolongado de
corticoides e antibidticos de amplo espectro, por exemplo, alterando a microbiota dos tratos
digestivos e genito-urinario de mulheres adultas, bem como o uso de roupas apertadas, pegas
intimas de tecidos sintéticos, DIU e uso de anticoncepcionais orais e os fatores intrinsecos sao
déficit da imunidade celular, diabetes mellitus, ciclo menstrual regulares e gravidez produzem
aumento de glicogénio e acidificacdo do pH vaginal, ambiente propicio a vaginite fungica
(HOLANDA, 2007; BARBEDO; SGARBI, 2010; PEIXOTO et al, 2014). Medeiros (2013)
observou que a vida sexual ativa foi o principal fator para CVV em todas pacientes estudadas,
podendo esté relacionado ainda a gravidez, uso de roupas intimas de nylon e de calgas apertadas
por longa duracdo, alergia, uso de anticoncepcional, absorvente interno, diabetes, uso de
antimicrobianos e DIU.

A vaginite causada por Candida também ¢ observada em gestantes, podendo a levedura
vaginal ser transmitida ao neonato durante o parto normal, levando a candidiase oral e também
a transmissdo horizontal na unidade hospitalar materna e unidade de terapia intensiva neonatal,
especialmente por C. parapsilosis. (DIAS, 2007;2013; PAMMlI et al., 2013). Segundo Manzoni
et al.(2012) a colonizagdo por espécies de Candida em neonatos prematuros pode ocorre por
via horizontal ou vertical, podendo causar abscessos superficiais como microabscessos em
orgaos e doencga disseminada nos neonatos. Ja em seu estudo Zisova et al. (2016) observou que
a colonizagdo em neonatos por C. albicans em seus primeiros dias de vida ocorre por
transmissdo vertical e tal fato foi comprovado apds compatibilidade entre as cepas isoladas do
trato genital da progenitora e do neonato.

O comportamento saprofitico e patogénico que envolve as espécies Candida spp esta
relacionado aos mecanismos de defesa como: prematuridade, envelhecimento, neoplasias,
imunossupressdo e danos de barreiras anatomicas como: queimaduras e uso de dispositivos
invasivos (BARBEDO; SGARBI, 2010). A patogénese da candidiase ocorre em trés aspectos
que corroboram para CVV sao eles: adesdo com a liberagdo de adesinas, glicoproteinas, usada
para aderir a membrana das células do epitélio vaginal, para facilitar a invasdo tecidual;
liberacdo de proteinases extracelulares que apresentam diferencas em sua atividade proteolitica

conforme espécie e morfologia do género Candida também corroboram como fator de
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viruléncia, onde os blastoconidos sdo tipicos do estado saprofitico e durante o quadro de CVV
¢ comum a formagao pseudo-hifas e tubo germinativo (hifas verdadeiras) facilitando a adesao,
disseminagdo e transmissao da levedura (ALVARES et al, 2007, CORREA et al, 2009;
BARBEDO; SGARBI, 2010; MEDEIROS, 2013).

2.3 Principais espécies Candida envolvidas na candidiase vulvovaginal

Das 200 espécies de Candida que podem acometer os seres vivos, C. albicans ¢ a mais
prevalente (BARBEDO; SGARBI, 2010), seja nas micoses superficiais ou invasivas, como na
CVV, por ser a espécie mais relevante no trato genito-urinario feminino (ACHKAR; FRIES,
2010), as demais por serem menos frequentes compdem as espécies denominada Candida nao-
albicans, representada pelas espécies C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis
(ANDRIOLI et al, 2009; DOTA et al., 2011; LIMA, 2012).

Muitos pesquisadores apontam C. glabrata como a segunda espécie mais comum em
CVV (5-15%) e com prevaléncia proxima de C. tropicalis, sendo a primeira espécie também
presente nos tratos gastrointestinal e genito-urinario de individuos sadios (AREAL, 2015). Nos
ultimos anos os casos de infec¢des associados a esta espécie vem aumentando e apresenta
elevada taxa de mortalidade e letalidade em relacao C. albicans, podendo causar infec¢ao
concomitante com a C. albicans (BARBEDO; SGARBI, 2010; SARDI et al, 2013).0Outra
espécie emergente ¢ C. krusei, tipica em imunocomprometidos € com resisténcia intrinseca ao
fluconazol e baixa sensibilidade a anfotericina B (JIANG et al, 2013; AREAL, 2015).

No ambiente hospitalar também podemos encontrar C. parapsilosis causando infecgdes
a partir de cateteres, endocardites, artrite (TROFA et al, 2008; BARBEDO; SGARBI, 2010;
SARDI et al, 2013) e também formando biofilmes aumentando seu poder de viruléncia
(BARBEDO; SGARBI, 2010; NASCIMENTO et al, 2014). Recentemente, trés espécies foram
compiladas no complexo C. parapsilosis (C. parapsilosis {Sensu stricto} C. orthopsilosis e C.
metapsilosis) (TAVANTI et al, 2005), com diferengas detectadas apenas na sequéncia de DNA,
C. orthopsilosis e C. parapsilosis sao mais virulentas no modelo experimental de candidiase

vaginal em comparagdo a C. metapsilosis (NEMETH et al, 2013).
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2.4 Diagnostico de candidiase vulvovaginal

O diagnostico clinico ¢ feito baseado nos sinais e sintomas da CVV, mas que podem ser
confundidos com outras vaginites, sendo necessario para diagnostico correto e tratamento
adequado o diagndstico laboratorial desta infeccdo, que pode ser executados por métodos
microbioldgicos e moleculares.

O Ministério da Saude (2015) preconiza como testes para diagnostico de corrimento
vaginal: medi¢ao do pH vaginal (normalmente ¢ menor que 4,5); Teste de Whiff (teste das
aminas ou “do cheiro”); Exame a fresco da amostra vaginal para observar a presenca de
leucdcitos, leveduras e/ou pseudo-hifas; Bacterioscopia da secre¢do vaginal para observar as
alteragdes morfologicas tipicas de CVV (auséncia/presenca de raros Lactobacillus spp, células
epiteliais, células leveduriformes em brotamento com auséncia/presenga de pseudo-hifas).

Os métodos microbiologicos para identificacdo fenotipica (Classica) baseiam-se nas
caracteristicas morfologicas macro e microscopicas demonstradas pelas leveduras isoladas na
amostra ap6s semeio em meio de cultura seletivo para fungos: dgar Sabouraud ou meio
cromogénico, que pode ser o HiCrome® Candida (Hicrome) ou CHROMagar® Candida (Difco)
(Fig.4). Nesses tipos de meios ¢ possivel a diferenciacdo de 03 (trés) espécie de Candida através
da reagdo da B-glicosamida presente no meio cromogénico com enzimas secretadas pelas
diversas espécies da levedura, resultando em colonias com diferentes pigmenta¢des conforme
a espécie isolada (HOSPENTHAL et al,, 2006). Tal procedimento permite a liberacdo de

resultados presuntivos na rotina ambulatorial, viabilizando o inicio da terapia antifungica.

Figura 4 — Crescimento em CHROMagar® Candida (a)C .albicans (b)C. tropicalis (¢) C. krusei (d)
C. glabrata (e) C. parapsilosis. Fonte: Vijaya et al. (2014)
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O emprego de técnicas moleculares vem sendo adotadas para o diagnostico das espécies
de Candida, devido sua sensibilidade. Pois os métodos convencionais sdo baseados nas
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas das espécies Candida, sendo observadas algumas
deficiéncias como pouca variacdo morfoldgica entre espécies, especialmente quando ha
infecgdes por espécies pouco frequentes (OLIVEIRA ef al, 2008). Baseado nas caracteristicas
genotipicas e variabilidade genética presente entre espécies e numa mesma espécie Candida
(MAROL; YUCESQY, 2007; OLIVEIRA et al, 2008). Isso ¢ possivel gracas o emprego de
iniciadores usado para amplificar fragmentos da regido entre os genes 18S e 28S do rDNA das
espécies de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii
(VALLE et al, 2010; LIMA, 2012), conhecida como Espaco Interno Transcrito (ITS) sao
apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou at¢ mesmo variedades de uma mesma
espécie (ARRAES, 2012)

Daef et al. (2014) observou que ha diferengas entre a identificagdo por meio
cromogénico e por PCR, onde no meio CHROMagar® Candida identificou C. albicans, C.
tropicalis e C. krusei com altas sensibilidades e especificidades (97,5%), mas ndo identificou
C. glabrata e C. parapsilosis. E com 100% de sensibilidade e especificidade foi possivel
identificar C. dubliniensis no meio CHROMagar® Candida, com o meio cromogénico Biggy

agar observou menor sensibilidade e especificidades.

2.5 Antifingicos no tratamento da candidiase vulvovaginal

Desde o surgimento dos primeiros antibioticos, poucas classes de farmacos estdo
disponiveis para tratamento de infec¢des flingicas, sejam superficiais ou sistémicas, e causadas
por fungos leveduriformes, filamentosos ou dimdrficos. Na década de 70 surgiram os derivados
azolicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol e miconazol) (Fig.5), uma nova opc¢ao com
apresentacao farmacologica por via oral, com menor toxicidade, amplo espectro € uma opg¢ao
em relacdo a anfotericina B (SOBEL et al, 1998; SIDRIM et al, 2004; PAPPAS et al,2009;
LOPEZ; 2015).
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Formulacdes de Anfotericina lipidicas
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Figura 5 —O surgimento das drogas antifingicas. Fonte: Lewis, 2011.

Os antifingicos sdo classificados em polienos (Anfotericina B e nistatina), derivados
azolicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, clotrimazol e econazol), alilaminas
(terbinafina, naftifina e fluocitosina), griseofulvina e equinocandina (caspofungina), sdo usados
para diferentes tipos de infecgdes fungicas segundo sitio da infeccdo, tipo do fungo e via de
administracao (SIDRIM; ROCHA, 2004; LEWIS, 2011; CASTRO et al., 2016).

Para CVV pode ser tratada com derivados azélicos (cetoconazol, miconazol, fluconazol,
itraconazol) e polienos (nistatina). O primeiro € efetivo por um periodo de 1-3 dias com taxa de
cura em torno 85-90% ja a nistatina apresenta uma taxa de 75-80%. Por isso ¢ preferivel o
tratamento oral com os azdlicos, que também geralmente erradicam os reservatorios genitais e
extragenitais e a praticidade da administracao desta via, devendo nestes casos tratar ambos os
parceiros (SOBEL et al., 1998; HALBE, 2000; MS, 2015; CASTRO et al., 2016).

A nistatina € o polieno de escolha com administragao por via vaginal (Fig. 6), uma vez
que nao ¢ absorvida por via oral, sendo administrada na forma de 6vulo, creme vaginal, lo¢des
e pomadas por 14 dias aplicados a noite ao deitar (SIDRIM; ROCHA, 2004; MS, 2015). Este
antifingico ¢ eficaz contra leveduras, especialmente contra espécies de Candida, sendo
sintetizado a partir de Streptomyces spp. € que atua na permeabilidade da membrana célula dos
fungos, ligando-se com o ergosterol da membrana celular e promovendo a formagao de poros
(LEWIS, 2011). Dessa forma, o farmaco interfere permeabilidade e fungdes de transporte de
eletrolitos (sddio e potassio) e metabodlitos das células fungicas, levando a morte celular (Fig.

7) (ODDS et al, 2003; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).
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Figura 6 — Estrutura molecular de antifiingico polieno nistatina. Fonte: ROMERO et al, 2011.
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Figura 7. Farmacodinamica de antifingicas imidazolicos e triazélicos. Fonte: LEWIS, 2011.

Os derivados azolicos (Fig. 8) sdao divididos em dois subgrupos: os triazdlicos

(fluconazol, itraconazol, voriconazol) e imidazdlicos (cetoconazol, miconazol e clotrimazol)

adotados na terapia de CVV (LEWIS, 2011; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Estes atuam

na inibicdo da biossintese do ergosterol (esterdide de membrana fungica) pela inativacao

enzimatica do C-14-a-demetilase presente no citocromo P-450, que metila o lanosterol em

ergosterol sem a devida formagao de ergosterol ocorre o acumulo de lanosterol e assim aumenta
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a permeabilidade celular levando a formagao de poros e lise (Fig.8) (SIDRIM; ROCHA, 2004;
CASTRO et al, 2016).
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Figura 8 — Estrutura quimica de antifingicos azélicos (fluconazol, itraconazol, miconazol e cetoconazol).

Fonte: SNELL et al, 2012; LAMB et al, 2015.

O cetoconazol foi o primeiro azolico (imidazol), administrado por via oral para
tratamento sistémico com maior toxicidade hepatica e gastrointestinal em relagdo ao triazdlicos,
mas com boa biodisponibilidade. O cetoconazol consta na RENAME na forma de shampoo,
tendo no miconazol (creme 2%) seu substituto em virtude da elevada toxicidade, devendo ser
usado por 7 dias a noite ao deitar (SIDRIM; ROCHA, 2004; MS, 2015; CASTRO et al, 2016).

Os triazolicos (fluconazol, itraconazol e voriconazol) tem elevada biodisponibilidade
oral e apresenta raros efeitos adversos, mas ndo ¢ indicado para infecgdes por C. krusei e C.
glabrata devido a resisténcia intrinseca e ¢ insolivel em &gua e lipofilico, para que haja
absor¢ao oral € necessario a presenga do meio acido, por isso € recomendado a administragao
associado com sucos de frutas e comidas. Sendo preconizado dose Unica do fluconazol ou 2
(dois) comprimidos 2x/dia por 1(um) dia (HALBE, 2000; SILVA, 2002; SIDRIM; ROCHA,
2004; SILVA, 2002; DIAS, 2007; MS, 2015).

28



2.6 Mecanismos de resisténcia antifiingica em espécies de Candida

O crescente aumento da resisténcia aos antifingicos vem nos alertar sobre estratégias
para conter a disseminacao de isolados de fungos resistentes. Nas ultimas décadas a resisténcia
aos antifungicos azolicos vem sendo bastante estudada, em virtude a elevada resisténcia ao
fluconazol e descoberta da resisténcia intrinseca da C. glabra e C. krusei a este fdrmaco
(RODRIGUEZ-TUDELA, 2002; RIBEIRO, 2005; ESPINELL-INGTEROFF, 2008; ROSA,
2013). Sabemos que os mecanismos de resisténcia ligados aos azolicos ocorrem de diferentes
formas, conforme indicado na Figura 9, e geralmente esta relacionado a via biosintética do
ergosterol, que possui varios genes codificadores de enzimas intermedidrias que atuam na
producdo deste homodlogo do colesterol: (a) Redugao da concentragao intracelular do farmaco
com uso de bombas de efluxo (genes CDR1 e CDR2) e outra bomba secundaria que ¢ especifica
para fluconazol (gene MDR1); (b) Diminui¢ado da afinidade do alvo com o fArmaco, onde o alvo
¢ a enzima 14-a-desmetilase lanosterol, com alta na expressdo do gene ERG11 (up-regulation)
e aumento na concentracdo intracelular da proteina alvo; e/ou inativacdo de gene como
observado no gene ERG3, que diminui a C5-esterol desaturase (MENEZES et al, 2009;
SOUZA, 2011; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; BERKOW; LOCKHART, 2017).

A resisténcia aos polienos pode acontecer também e esta relacionada a codificacdo de
enzimas ligadas a biossintese do ergosterol, e varias situacdes pode ocasionar na ativacdo da
expressao de genes relacionados a resposta contra polienos, por exemplo, quando o fungo
regula a expressao génica para diminuir a concentracao de alguma enzima, até anular a presenca
de ergosterol na membrana fungica, constatado relagdo direta a mutagdes no gene ERG3 e
ERG6 (SOUZA, 2011; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). E importante salientar que muitos
mecanismos podem ocorrer em conjunto, e alguns genes podem existir em mais de uma copia,

garantindo a a¢do efetiva quando sdo expressos de acordo com a necessidade.
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Figura 9 — Comparacio de mecanismos de resisténcia ao fluconazol em espécies de Candida. (A)
A inativacdo de ERG3 resulta na utilizagdo de esterdis alternativos na membrana de levedura. (B)
A absorcao de esterdis exogenos ajuda na inibicdo da produgdo de esterdis enddgenos (C) e (D)
Transportadores reduzindo a acumulagao intracelular de azois. (E) A baixa afinidade inerente da ligacdo
do fluconazol ao ERG11 especifico da espécie de Candida pode diminuir o potencial do fluconazol para
inibir proteica. (F) A expressdo aumentada da proteina ERG11 pode ajudar a superar a atividade dos
az6is (G) A anecuploidia pode promover a adaptacdo genética a exposicdo azois. (H) Mutagoes
em ERG11 também podem resultar em proteinas com afinidade reduzida para a ligacao ao fluconazol.

Fonte: Whaley et al, 2017.

2.7 A propolis vermelha de Alagoas (PVA)

Desde antiguidade, hé acerca de 300 anos a.C, os egipcios utilizavam a propolis como
anti-putrefativo e no embalsamento dos seus caddveres, mas o seu reconhecimento medicinal
veio através da medicina greco-romana, como antisséptico e cicatrizante para tratamento de
feridas e desinfetante bucal, por Aristoteles, Plinio e Galeno (RIGHI ez a/, 2008). Manuscritos

de culturas milenares como a chinesa, tibetana e inca indicam receitas com o mel, propolis e
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larvas de abelhas, e até mesmo o uso das abelhas para cura e preven¢do de doencas e uso da
propolis como agente antitérmico (CASTALDO; CAPASSO, 2002). No Brasil o interesse pelas
propriedades terapéuticas da propolis comecou na década de 80, apds a publicacao do trabalho
de Ernesto Ulrich Breyer sobre Abelhas e saude (SALATINO et al. 2005), que defendia o
potencial medicamentoso do mel e seus derivados.

A prépolis ¢ uma resina produzida pelas abelhas Apis melifera, para proteger a colmeia
contra insetos invasores como aranhas e escorpides € agentes contaminantes como fungos e
bactérias (BASTOS, 2008; SILVA et al, 2006;). A produgao ocorre a partir de resinas coletadas
pelas abelhas na flora regional, permitindo assim uma variagao de cor, sabor e aroma conforme
sua origem botanica. Uma vez que a propolis produzida no Nordeste brasileiro tem diversas
caracteristicas baseadas na flora da regido, varios pesquisadores ja realizaram pesquisas
comparativas com propolis de outras regides brasileiras, quando por exemplo, constataram que
a propolis nordestina de Pernambuco (Brasil) apresenta atividade antimicrobiana superior a
propolis de Minas Gerais (SILVA et al, 2000).

Avaliando a composi¢do da propolis de forma geral, encontra-se cerca de 30-40% de
cera, 5-10% de pdlen, 50-60% de resina e oligoelementos como o ferro, cobre e aluminio e além
de vitaminas B1, B2, B6, C e (LUSTOSA et al., 2008). Foram identificados mais de 300
compostos existentes na propolis e a maior parte desses sdo flavonoides, responsaveis pelas
propriedades biologicas e antimicrobiana. Também fazem parte da complexa composicao deste
derivado apicula os terpendides, aldeidos, chalconas, pterocarpano, flavona, antocianidina,
cetonas, fenilpropanoides como acido caféico e clorogénico, aminoacidos, polissacarideos,
hidrocarbonetos e outros compostos em pequenas quantidades (PAULINO, 2005; CABRAL,
et al, 2009).

Observando a classificacdo da propolis brasileira quanto as suas caracteristicas
fitogeograficas e de cor, sua distribuicao geografica ¢ dividida da seguinte forma: Na regido Sul
do pais foram encontrados varios tipos e classificados em grupo 1, a propolis amarela; grupo 2
como propolis castanho claro; grupo 3 como propolis castanho escuro; grupo 4 chamada
propolis castanho claro; grupo 5 como propolis marrom esverdeado; na regido Nordeste
encontraremos o grupo 6 conhecida como propolis marrom avermelhado; grupo 7 como
marrom esverdeado; grupo 8 propolis castanho escuro; grupo 9 como propolis amarela; grupo
10 como amarela escuro; grupo 11 como prdopolis amarela e na regido Sudeste o grupo 12

conhecida como propolis verde (PARK et al, 2000; ALENCAR et al, 2007).
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Uma nova variedade de propolis foi descrita por Trusheva et al. em 2006 com diferente
constituicdo bioldgica, sendo, portanto, criado o 13° grupo onde se enquadra a propolis
vermelha brasileira, mas sem ainda ter a defini¢dao da sua origem botanica, que s6 foi indicada
em 2008 por Daugsch e colaboradores. Entao, a propolis vermelha do grupo 13 tem sua origem
da Dalbergiae castophyllum, planta tipica do litoral alagoano conhecida popularmente como
rabo-de-bugio (Fig. 10), onde abelhas coletam seu exsudato vermelho responsavel pela cor da
propolis (DAUGCSH et al, 2008; LUSTOSA et al, 2008; RIGHI et al, 2011;). Tal origem
atribui uma composicao unica no mundo a propolis de Alagoas, e por isso teve a sua Indicagdo
Geografica (IG) como indicada na Figura 11, reconhecida pelo Instituto Nacional de

Propriedade Industrial (INPI, 2016).

Figura 10 — (A) Resina produzida pela Dalbergia ecastophyllum encontrada nos Manguezais de
Alagoas. (B) Apis melifera coletando a resina para producio da propolis vermelha. Fonte: Daugsch
et al, 2007.

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

REGISTRO DE INDICAGCAO GEOGRAFICA N° 1IG201101

O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL — INPI a d nagdo
“MANGUEZAIS DE ALAGOAS" como INDICAGAO GEOGRAFICA para PROPOLIS
VERMELHA E EXTRATO DE PROPOLIS VERMELHA, concedendo o seu registro para os fins
e efeitos da proteclio de que trata a Lei n* 9.279, de 14 de maio de 1996, nos seguintes lermos:
Espécie da Indicacsio Geografica DENOMINAGAO DE ORIGEM

Apresentacao MISTA
Representagao

Pais: BRASIL
UF AL

Figura 11 — Carta de outorga da IG-PVA, emitida em 2012 pela INPI. Fonte: INPI
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A prépolis alagoana vermelha (PAV) oriunda de Marechal Deodoro (municipio de AL)
¢ rica em compostos fendlicos como flavonoides (flavonas, flavonolonas), taninos, xantonas e
triterpenoides, que funcionam causando danos na parede e membrana de microrganismos
(MENDONCA et al., 2015). Os flavonoéides sao os compostos mais pesquisados devido as suas
propriedades farmacologicas, antimicrobiana, antiviral e antioxidante (PARK et al., 2000), sdo
compostos fendlicos que apresentam na sua estrutura uma cadeia de propano ligado a dois anéis
de benzeno ligados a um anel pirano, conforme apresentado na Figura 12, que sdo
metabolizados pelos animais, tornando-os viaveis para aplicacdo na area médica em humanos
e animais (ALENCAR et al, 2007; LUSTOSA et al, 2008).

Sabemos que na PVA podemos encontrar mais de 38 tipos de flavonodides, como
quercetina, pinocembrina, crisina, artepilina-C e outros, e a presenca desses flavondides atua
como marcador biologico desse bioativo, logo, a quantificagdo do mesmo certifica a sua
qualidade, podendo tal processo ser realizado pela atividade antioxidante da propolis (RIGHI
et al., 2008; MENDONCA, 2011). Foram identificados na PVA quatro isoflavonas,
desconhecidas nos outros 12 tipos de propolis brasileiras (homopterocarpina,
dihidroxisoflavona, medicarpina e 4,7-dimethexo-2-isoflavona), dotadas de propriedades
antifungica, antibacteriana, anticancer e antioxidante (RUFER; KULLING, 2006; ALENCAR
et al,2007).

A atividade de propolis de origem brasileira ja foi avaliada em cepas de referéncia em
algumas bactérias, sendo constatada atividade contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ¢ Salmonella typhimurium (RIGHI et al,
2011). Extrato bruto e fragdes da propolis vermelha do Estado de Pernambuco apresentou
atividade também contra cepas de referéncia de S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans, C.
tropicalis e Cryptococcus neoformans (NEVES et al, 2016), enquanto Freire e colaboradores
(2016) testaram propolis de diferentes fontes do Brasil contra varias cepas de Candida de
referéncia oriundas de banco holandés CBS (Central Bureau voor Schimmelcultures; Central
Bureau of Fungal Cultures) tanto nas formas plactonicas como biofilme, constatando baixos
indices de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para do extrato bruto de PVA, que ainda teve
fragdes etandlicas testadas com boa inibi¢ao das cepas-padrao. Conforme constata-se, existem
dados sobre atividade antibacteriana e antifungica de diferentes propolis brasileiras, com
algumas pesquisas focando a atividade antimicrobiana da PVA, entretanto, observamos testes

realizados apenas com cepas de referéncia cadastradas em importantes bancos internacionais,
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mas ndo com cepas de origem clinica, que podem apresentar resultados diferenciados frente ao

extrato bruto de PVA e suas fragoes.

Grupo de Flavonéides Estrutura Quimica

o
Flavonas @:IJ»
O
Flavonois |
OH

L
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Figura 12— Grupos de flavonodides encontrados na composicio da propolis. Fonte: KUMAR;
PANDEY, 2013
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Determinar atividade antifungica do extrato bruto da propolis vermelha de
Alagoas e suas diferentes fracdes contra as principais espécies de Candida clinicamente

importantes, oriundas pacientes com candidiase vulvovaginal.

3.2 Especificos:

o Selecionar e reativar diferentes espécies de Candida isoladas em pacientes com
candidiase vulvovaginal e armazenadas em micoteca clinica.

o Avaliar a atividade antioxidante da propolis vermelha de Alagoas pelo método
DPPH.

. Determinar o perfil de susceptibilidade para Candida albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (cepas de referéncia e isolados clinicos de origem vaginal)
frente ao cetoconazol, itraconazol, nistatina e fluconazol, através dos métodos de disco-difusido
e microdiluigao.

. Determinar a concentracdo inibitdria minima (CIM) do extrato etandlico da
propolis vermelha de Alagoas, bem como suas fragcdes acetanolica, cloroférmica e hexanica
para Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (cepas de
referéncia e isolados clinicos de origem vaginal) através dos métodos de cup-plate e

microdilui¢ao.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local do estudo

A presente pesquisa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia Clinica do Instituto
de Ciéncias Biologicas e da Saude (LMC/ICBS) e no Laboratério de Analises Farmacéuticas e
Alimentos da Escola de Enfermagem e Farmacia (LAFA/ESENFAR), ambos localizados na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sob a coordenagao da Profa. Dra. Fernanda C. de A.
Maranhdo e Prof. Dr. Ticiano G. do Nascimento, respectivamente. O preparo do extrato
etanodlico e fragdes e demais analises da propolis vermelha de Alagoas (PVA) foram efetivadas

no LAFA, enquanto que testes antifingicos foram realizados no LMC.

4.2 Isolamento e identificacido das espécies de Candida

Inicialmente, foram selecionadas 5 diferentes cepas de referéncia do American Type
Culture Collection (ATCC) de espécies de Candida (Candida albicans/64548, C.
glabrata/90030, C. tropicalis/750, C. parapsilosis/28019 e C. krusei/6258), além de efetivada
uma busca na micoteca clinica do LMC de trés isolados clinicos referentes a cada espécie
Candida spp. citadas acima, que foram obtidos de pacientes com candidiase vulvovaginal
voluntarios em pesquisa anterior aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFAL (ANEXO
I) através da Plataforma Brasil (www.plataformabrasil.saude.gov.br) com processo sob nimero
23065.017665/2011-64) Cada isolado clinico do género Candida selecionado para esta
pesquisa teve sua espécie anteriormente identificada através de PCR da regiao ITS do rDNA
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) antes de serem armazenadas na micoteca do LMC
sob refrigeragdo a - 20°C em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de glicerol
a 20%, minimizando os danos que a refrigeracdo pode causar nas células leveduriformes,
permitindo a viabilidade celular do microorganismo.

Os isolados Candida spp. foram descongelados gradativamente e reativados apds
inoculacdo em tubo de ensaio com caldo BHI em cabine de seguranga bioldgica (CBS) Classe
II-A (Veco), seguindo para incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C em até 48 h. Em seguida,
uma aliquota de cada isolado foi semeada em 4gar Sabouraud Dextrose (ASD) para avaliar
macromorfologia e caracteristicas do género Candida ap6s incubacao a 37°C em até 48 h em

estufa.
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Constatado o crescimento leveduriforme caracteristico, realizou-se o subcultivo em
meio cromogénico HiCrome®Candida (incubacdo em estufa a 37°C por 24-48 h), para avaliar
a distin¢do de cores que auxilia na identificagcdo presuntiva de trés espécies de Candida spp. O
meio ¢ fundamentado na mudanca de pH e fermentacao de substratos cromogénico, no qual a
presenga da hexosamidase cromogénica na sua formulagdo auxilia na identificagdo de espécies
de importancia clinica, de acordo com o manual do fabricante (Himedia). Para melhor
compreensdo de como foram obtidas as cepas e isolados clinicos de Candida spp estudadas,

segue-se um fluxograma das etapas envolvidas neste procedimento (Fig. 13).

. Cresceu? Cresceu?

sim 24-48 h na estufa a 37°C Nio

24-48 h na estufa a 37°C

Figura 13 — Fluxograma com as etapas para isolamento e purificacio das cepas e isolados
clinicos de espécies do género Candida. Fonte: Autor
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Seguindo o indicado por Alencar e colaboradores (2007), a propolis bruta foi triturada
e cerca de 100g foi submetida a extracdo com 400mL de etanol (96°GL) e incubagdo em
temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida o material passou por trés lavagens com etanol
(96°GL) com o objetivo de esgotar a extracdo da propolis. A suspensdo formada foi filtrada em
papel de filtro, com o uso de bomba a vacuo para obtencdo do extrato etanolico da propolis
diluida. Em seguida, o mesmo foi evaporado em rotaevaporador (Fig. 14), resultando no extrato

etanolico concentrado de propolis.

Figura. 14 — Evaporacao para obtenciao do extrato de propolis vermelha em rotoevaporador no

LAFA/ESENFAR/UFAL.

Para obtencao das fragdes de propolis a partir do extrato etandlico concentrado (EEC),
este foi lavado com solventes com polaridade crescente (particionamento liquido-liquido):
hexano, cloroférmio e acetato de etila. O EEC foi misturado por agitagdo com hexano (PA) e
deixado em repouso em funil de decantacdo até a completa separacdo das fases, quando a fase
mais densa foi coletada, chamada de residuo do extrato de propolis, enquanto a fase menos
densa foi reservada para o preparo da fracao cloroféormica, conforme indicado na Figura 15.

No preparo da proxima fragdo, uma mistura de hexano:cloroférmio (7:3) foi preparada
e misturada por agitagdo com residuo do extrato de propolis em funil de decantagdo, e
novamente aguardou-se a completa separagdo de fases, usando a fase mais densa coletada para

ser misturada com cloroférmio (PA) e deixada em repouso até a completa separacao de fases.
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A fase mais densa correspondeu a fragdo cloroférmica da propolis vermelha, sendo a
fase menos densa separada para o preparo da fracdo acetonilica. Para obtengdo da ultima fracao,
uma mistura de cloroférmio:acetato de etila (7:3) foi preparada com residuo do extrato de
propolis em funil de decantagdo. Com a completa separacao de fases, aquela mais densa foi

coletada (fracdo acetonilica) e em todas as etapas o procedimento foi repetido trés vezes.

Propolis vermelha + Alcool etilico 96° GL (48 horas)

Extrato Hidroalcodlico de Propolis Vermelha

¢ Hexano (3x)

Fracao Hexanicada Prépolis Vermelha

+ Hexano:Cloroformio (3x)

Fracdo Cloroférmica da Propolis Vermelha

!

Fracdo Acetandlicada Propolis Vermelha

Figura 15 — Fluxograma para obtencao do extrato e fracdes da propolis vermelha conforme

polaridade crescente dos solventes. Fonte: Autor

4.3 Atividade antioxidante da propolis vermelha de Alagoas

A determinagdo da atividade antioxidante da PVA foi feita pelo método DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila), empregado para substancias puras, misturas e/ou matrizes complexas.
Como os flavondides sdo os constituintes prevalentes na composi¢ao da propolis, a avaliagao
da atividade antioxidante ¢ usada para validar a qualidade da propolis, a partir dos niveis de
concentragdo dos flavondides presentes na amostra analisada nas suas fragdes. Esse método foi

realizado de acordo com Mendonga et al. (2015), e ¢ considerado, facil, barato, altamente
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sensivel e econdmico, pois 0 DPPH nao é gerado e o sistema precisa apenas do radical e do
antioxidante, devendo ser empregado como solvente metanol ou etanol, no meio alcéolico ha
uma maior facilidade da doacdo de um &atomo de hidrogénio do alcool e aumentando a
solubilidade.

O método se baseia na transferéncia de elétrons de um substrato antioxidante para um
radical livre, o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), que ao se reduzir a coloracdo altera de
purpura para amarelo, e a mudanga da cor resulta na diminuicdo da absorbancia do radical
DPPHe, que foi monitorada por espectrofotometro UV/visivel (Modelo UV-1240, Shimadzu,
Kyoto, Japan) para a determinag@o da capacidade antioxidante. Essa avaliagdo foi realizada no
escuro, pois a luz interfere na reacdo do radical DPPHe com a substancia antioxidante em
analise, acelerando a diminuicao da absorbancia e consequente alterando os resultados finais,
conforme indicado por Oliveira e colaboradores (2015).

O consumo de DPPH foi monitorado através da medida do decréscimo da absorbancia
das solugdes das amostras, em um espectrofotdmetro a 518 nm. A atividade antioxidante in
vitro dos extratos etanolico, hexanico, cloroformico e acetandlico de propolis foram avaliados
a partir de 10 mg de cada composto sendo adicionado 6 mL etanol (PA) para solubilizar os
extratos (Fig.16), seguindo-se a transferéncia de cada extrato para um baldo de 10 ml,
completado o volume com alcool etilico (EtOH). De cada baldo foi aliquotado 100 ul, 75ul,
50ul e 25ul para baldes de 5 ml, a estes foi adicionado 2 ml de DPPH e completado os 5 ml
com EtOH, obtendo uma concentracao final de 20 pl/ml, 15 pl/ml, 10 pl/ml, Sul/ml para cada
extrato analisado. Apds 30 minutos de incubagao no escuro e a temperatura ambiente, a redugao
de O DPPH de radicais livres foi medida através da leitura de absorvéncia em espectrofotometro
a 518 nm.

O mesmo procedimento foi realizado com o etanol substituindo a amostra,
considerada como controle negativo (branco) e com trolox como controle positivo. A
capacidade de sequestro de radicais livres foi expressa como a porcentagem de inibicdo de
oxidagado, e para avaliar o percentual da atividade anti-oxidante foi calculado a absorbancia das

amostras (branco e controle) conforme formula seguinte:

\% Anti-oxidante =100 - ((ABS amostra - ABS Branco) x 100) / ABS Controle)\
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Adicionado 6 L de
etancl P.A para
solubilizar cada extrato
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Figura 16 — Etapas do preparo da solucdo prépolis vermelha com DPPH para avaliacio da

atividade antioxidante da prépolis vermelha de Alagoas. Fonte; Autor

4.4 Avaliacao do uso do alcool e DMSO (Dimetilsufoxido) como solvente

Para complementar a avaliacdo da atividade do extrato e fragdes da PVA foi necessario
investigar a atividade fungicida do EtOH na faixa de concentragao 70%-10% e a agdo do DMSO
(Dimetilsufoxido) como meio de cultura (10%-0,5%), com o objetivo de escolher o solvente a
ser empregado nos teste de sensibilidade para solubilizar a propolis, sem interferir no
crescimento das células leveduriformes.

O élcool ¢ considerado um solvente universal bastante empregado para obtengdo do

extrato da propolis e para solubilizacdo do mesmo apods evaporagao do solvente. O mesmo pode
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ser encontrado em diferentes graus de pureza (96 - 99,8%) e na concentragao de 70% ¢
considerado com boa atividade bactericida e fungicida. Logo, precisamos avaliar a interferéncia
do élcool numa faixa de concentragao 70%-10%, para descartar a acao fungistatica ou fungicida
deste solvente.

J& o DMSO ¢ usado para diversos fins na industria farmacéutica, inclusive como
solvente por ser um liquido higroscopio, dissolvendo-se em agua e no alcool, sendo ainda
soluvel em éter, cloroformio e benzeno, apresentando temperatura de congelamento de 18,5° C,
baixa viscosidade e densidade idéntica a da dgua.

Para avaliar o uso do alcool foi adotado no controle positivo tubo com 5SmL de agua
destilada estéril associado com 0,5 mL (10 gotas) de BHI e para avaliar o uso do DMSO também
adotamos como controle positivo que foi adotado para o alcool. Conforme mostra a Figura 17,
apo6s o preparo da solugdo de alcool e DMSO, cada solugdo foi incubada em estufa a 37°C por
24 h e 48 h para posterior leitura da turbidez, seguido pelo semeio em placa de Petri com meio

ASD com clorafenicol para nova incubacao na estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h.

10 gotas BHI

10 gotas BHI . . ' .
L » 0% 5% 12% b
2

Figura 17 — Fluxograma da avaliacio do uso do dlcool e DMSO como solvente para solubilizacio

5mL de
Solugao alcodlica

8 S mL de DMSO

da proépolis. Fonte: Autor
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4.5 Teste de susceptibilidade a antifungicos (TSA)
4.5.1 Método do disco-difusao (Kirby-Bauer)

O perfil de sensibilidade das espécies de Candida foi primeiramente feito através do
método Kirby-Bauer (1996) ou disco-difusdo, utilizando discos dos antifingicos
comercialmente utilizados para avaliagdo como controle comparativo quanto ao efeito da
propolis, listados a seguir: fluconazol (FLU; 25ug/ml), itraconazol (ITR; 10pug/ml), cetoconazol
(CET; 15ug/ml) e nistatina (NIS; 50ug/ml) (CECON). A metodologia foi efetivada de acordo
com o protocolo M44-A2 disponibilizado pelo Clinical Laboratory and Standards Institute
(CLSI, 2005). Todas as etapas de efetivacao dos testes de susceptibilidade a antifungicos foram
efetivadas de forma asséptica em CBS Classe II-A (Veco).

Apos a reativagao das cepas e isolados clinicos (Para cada espécie foi selecionado 1
ATCC e 3 isolados clinicos) a partir de cultivo em ASD de cada representante de C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei (35°C por 24 h), como indica a Figura 18.
coletou-se com alga de platina flambada 1 a 3 colonias de cada isolado para suspensdao
individualmente em salina esterilizada (NaCl 0,9%) por autoclavagem, a fim de preparar
solugdo com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland e que foi calibrada no
LAFA por espectrofotometria em comprimento de onda 530 nm (absorbancia 0,08-0,10),
gerando solucdo com aproximadamente 1-5x10°, que foi usada na inoculagdo em placa de Petri
contendo meio Agar Miller-Hinton (AMH) com uso de swab estéril para garantir uma
distribuicao homogénea da levedura. Apds a secagem do material na placa, foram distribuidos
os discos de antifungicos FLU, ITR, CET e NIS com distancia de 24-25 mm entre eles e da
borda da placa, para incubagao posterior a 35°C por 24 h em estufa.

(Intermediario)
Suscetivel
Resistente

Candida spp.:

0.5 escala de
McFarland em
salina

AMH + 2% glicose +
0,5 ug/mL azul de metileno
pH74 . =
Suspenséo inoculada Adi¢&o dos discos Medigao dos halos de
em MH-GMB - swab contendo antifungicos inibicdo em mm apés
24h de incubacgao

Figura 18 — Esquema do método de disco-difusio para avaliacdo da susceptibilidade a

antimicrobianos. Fonte: Adaptado de basicmedcalkey.com.
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Todo o experimento foi feito em triplicata e a leitura de cada experimento foi feita a
partir da observacdo de auséncia ou presen¢a de halo de inibi¢do ao redor dos discos de
antifngicos, e quando presente, este halo foi medido em mm (milimetros) com auxilio de
halometro, sendo indicados os padroes “Sensivel/S”, “Intermediario/I” (que pode ser dose-

dependente/DD) ou “Resistente/R”, conforme indicado pelo CLSI para espécies de Candida.

4.5.2 Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) a partir do método de

microdiluicdo
- Preparo do meio RPMI 1640

O ensaio para obtencao da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi realizado
com objetivo de avaliar a menor faixa de concentracdo de antifingico capaz de inibir o
crescimento fungico. O protocolo do M27-A2 (CLSI, 2008), foi adotado para o método de
microdilui¢do com o meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) com L-
glutamina, sem bicarbonato de s6dio e com indicador de pH vermelho de fenol (pH 7,0-7,1).0
meio RPMI foi filtrado em membrana estéril de 0,22 mm, distribuido em 2 frascos estéreis e
colocado em estufa a 37° C por 24 h para controle de esterilidade, para ser armazenado a 4° C

até o momento do uso.

- Preparo solugdo padrdo para antifungicos comerciais

As solugdes dos antifungicos insoliveis cetoconazol, itraconazol e nistatina foram
obtidos apo6s pesagem de cada farmaco e solubilizados em DMSO estéril obtendo uma
concentragio final de 1600 pg/mL!. Diferentemente, o antifingico fluconazol foi pesado e
solubilizado em 4gua estéril para concentracio final de 6400 pg/mL'e cada solugio padrio foi
armazenada em frasco de vidro estéril e sob refrigeracdo (8°C). Nos testes para determinagao
da CIM dos antifungicos foram adotadas as concentra¢des preconizadas pelo CLSI M27-A2,
onde cetoconazol, itraconazol ¢ nistatina devem ter um intervalo de concentragao de 1600 -
0,0313 pg/mL! e o fluconazol 6400-0,125 pg/mL"".

A partir de colonias em Agar-Sabouraud, uma aliquota de cada isolado foi suspendida

em 5 mL de salina estéril (0,9%) ajustado no padrdo 0,5 da escala de MacFarland, que
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corresponde a 1-5x10°de unidades formadoras de colonias (UFC). Os testes de microdilui¢io
foram executados em duplicata com algumas modificagdes em placas de microtitulagio com
96 pocgos, onde foram dispensados 2X a concentragdo de cada farmaco na coluna 1 num volume
de 100 pL com auxilio de uma pipeta multicanal. A coluna 1 continha a maior concentragao do
farmaco (64 ou 16pg/mL) e a fileira 10 a menor concentracao do farmaco (0,12 ou 0,03 pg/mL)

(Fig.19).

Figura. 19 — Execuc¢do da microdiluicio em cabine de seguranca biolégica classe II-A., conforme
preconizado pelo CLSI para determinar a susceptibilidade das espécies de Candida frente a

propolis e suas fragoes. Fonte: Autor

A orientagao do CLSI indica que a leitura dos resultados pode ser feita visualmente,
comparando os pogos controle (coluna 11 e 12) com auxilio de um espelho de leitura, usando a
seguinte escala numerica: 0 = opticamente claro; 1 = crescimento indefinido; 2 = reducdo
proeminente de crescimento; 3 = ligeira reducao do crescimento; € 4 = nenhuma redugao do
crescimento. Entretanto, para garantir a qualidade do trabalho e reduzir viés com a leitura
visual, escolhermos adotar o trifeniltetrazélio (TTC) como agente revelador, que ¢ um indicador
de oxirreduc¢do enzimatica e diferencia tecidos vivos daqueles ndo vivos, empregado em estudos

de viabilidade celular. O composto incolor 2,3,5- trifeniltetrazélio sofre redugdo enzimatica
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para 1,3,5-trifenilformazan de cor vermelha, indicando a atividade celular presente
(ROZATTO, 2012).

Para titulagdo com revelador TTC foi usado em concentracdo de 0,5%, sendo
adicionados 20uL a cada poco da microplaca para avaliagao ap6s 2 horas. Como o TTC se liga
a células viaveis, pogos com nenhum crescimento flingico permaneciam incolores, enquanto
que nos pogos com crescimento leveduriformes indicando diferentes niveis de atividade dos
antifiingicos houve marcacao em de vermelho em variadas tonalidades de acordo com o nivel

de interferéncia no crescimento (VEIGA, 2016).

- Preparo da solu¢do padrado do extrato da propolis vermelha de Alagoas

A propolis ¢ uma resina complexa composta por terpenos, flavondides, e isoflavonas,
podendo ser solubilizada em meio alcodlico como metanol e etanol ou com dimetilsufoxido
(DMSO), possibilitando solubilizar o extrato etilico, hexanico, cloroférmico e acetandlico, para
em seguida ser empregado nos testes de Cup-plate.

Para execucao desta etapa foram pesado 50 mg de cada extrato da propolis e solubilizado
em 5 mL de DMSO estéril, obtendo uma concentragdo de 10.000 pg/mL. A partir desta solugao
padrdes/estoque de extrato etandlico, cloroformico, hexanico e acetandlico, foram aliquotas
0,24 mL, 0,16 mL, 0,08 mL e 0,04mL de cada extrato e transferido cada volume aliquotado
para um baldo de 10 mL e completado o volume de cada baldo com agua ultra-pura: DMSO,

obtendo uma concentracao de 240 pg/mL, 160 pg/mL, 80 pg/mL e 40 ug/mL, respectivamente.

- Microdilui¢do com propolis vermelha de Alagoas

O TSA através do método de microdilui¢do com a propolis vermelha alagoana foi
executado em duplicata de acordo com M27-A2 do CLSI, com concentragdo inicial de 500
pg/mL em 0,1 mL da solugdo do extrato etanolico, hexanico, cloroférmico e acetanolico,
dispostos na coluna 1 da placa que continha a maior concentracdo do farmaco (500ug/mL),
enquanto na coluna 10 foi adicionada a menor concentragdo do farmaco (0,98ug/mL).

Com auxilio de pipeta multicanal foi transferido 100 pL. do meio RPMI-1640 da coluna
1-11 e a coluna 12 preenchida apenas com 100 pL do meio por se tratar do controle de

esterilidade (negativo). Cem microlitros (100 pL) da solugcdo do extrato de prépolis foram
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adicionados (1-11), sendo retirados 100uL e adicionados aos pogos subsequentes para dilui¢ao
do extrato em um intervalo de 500ug-0,98ug, para em seguida ser adicionado 20uL do indculo
a cada poco da placa de microdiluicdo. As placas foram incubadas a 35° C, tendo sido feita a

leitura apds 24 h utilizando o TTC como revelador.

4.6 Método Cup-plate

Foram realizados bioensaios em triplicata com extrato etandlico de PVA e as fragdes
determinadas com o objetivo de escolher o melhor método baseado em disco-difusdo a fim de
comparar com as analises obtidas no teste de disco-difusdo realizado com antifingicos
disponibilizados comercialmente. Teste feitos com a impregnagdo do extrato de PVA em discos
de 6 mm feitos com papel filtro foram realizados, mas ndo houve garantia que as proporc¢des
finais de PV A nos discos estaria mantida. Sendo assim, optou-se também por testar o método
Cup-Plate, que visa o crescimento microbiano na superficie e em profundidade, onde cada
inoculo fingico ajustado na escala MacFarland (0,5) foi misturado ao meio Agar Muller-Hinton
j& fundido para disposicdo em placas de Petri esterilizadas. Apos secagem, foram feitos 05
(cinco) pogos/placas com capacidade para 100 microlitros/poco perfurados com a base de
ponteiras esterilizadas, sendo 04 (quatro) pogos para incubagdo separadamente da solugdao do
extrato etanolico e suas fragdes da PV A, nas concentragdes de 240uL, 160uL, 80uL e 40uL; e
01 poco para controle positivo com 100uL de DMSO estéril. As placas semeadas foram

incubadas em estufa a 35° C (24 ¢ 48 h).

4.7 Analises estatisticas

Os dados da atividade de antifungicos comerciais € do PVA e suas fragdes frente a
diferentes espécies de Candida foi avaliado estatisticamente utilizando a plataforma do
programa IBM®SPSS (Statistical Package for The Social Sciences) versdo 23.0 para Windows,
quando aplicou-se a andlise de variancia univariada (UNIANOVA) utilizando a soma dos
quadrados Tipo-III, com indica¢des de cepas e antifungicos como variaveis independentes,
sendo dados de halo (mm) como variavel dependente. Andlise de posthoc foi efetuada por
Bonferroni, sendo indicando variancia, média e desvio padrdo com nivel de significancia
estatistica por p-value (p) =<0.05. O programa JASP (Versao 0.8.3.1, Amsterdd) também foi

usado para teste de Tukey com p=<0.05 também foi efetivada, com plotagem, (BoxPlot)
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selecionada tipo-violino com elemento Jitter para cada cepa em relagdo ao antifingico

comercial ou o extrato etanolico de PVA e suas fragoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Isolados clinicos de diferentes espécies de Candida de micoteca clinica

Foi realizada uma busca entre os isolados de origem vaginal estocados na micoteca
clinica do LMC/UFAL sob congelamento, e ap6s a selecdo de 3 isolados representantes de cada
cepa de referéncia disponivel (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e C.
tropicalis), totalizamos 15 isolados que constavam como identificados por PCR da regiao ITS,
confirmando cada espécie. Apesar disto, foi necessario fazer reativagcdo metabdlica dos isolados
em meio ASD (Fig. 20.A) e também subcultivo em meio cromogénico (Fig. 20.B) para
confirmar se todos os isolados selecionados se encontravam puros € sem contaminagao, o que
poderia ter ocorrido durante o armazenamento ou em manipulagdo anterior. Os estoques foram
refeitos a partir de cultivos novos, para que fossem utilizados em todas as etapas posteriores e
assim dar inicios aos testes de susceptibilidade a antimicrobianos comerciais, bem como ao

extrato bruto da PVA e suas fracoes.

Figura 20 — Diferentes isolados de Candida sp. apoés cultivo em meio Sabouraud Dextrose Agar.
(A) O crescimento demonstra s aparéncia mucoide tipica de leveduras e (B) subcultivo em meio
cromogénico Hicrome®Candida, indicando o padrio esperado para de C. albicans (verde), C.

tropicalis (azul) e C. krusei (rosa). Fonte: Autor
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5.2 Atividade antioxidante da propolis vermelha de Alagoas pelo método DPPH

A determinacao da atividade antioxidante ¢ fundamental para avaliar a qualidade da
PVA e suas fragdes, determinando o nivel de flavandides na amostra estudada poderemos
garantir que ha compostos com atividade fungicida. Apos a andlise pelo método DPPH,
constatamos a presenca de flavonodides na amostra de extrato etandlico de PVA e em todas suas
fragdes (hexanica, cloroférmica e acetanolica) em quantidades variaveis. De acordo com o
exposto na Figura 21, podemos observar que os niveis de flavonoides na PVA estavam elevados
préximo ao trolox (97,27%) usado com controle positivo, confirmando a presenca de compostos
fendlicos na amostra de propolis estudada, que apresentou na fragdo acetanolica (86,1%) os
maiores niveis de flavonoides e a fracdo hexanica (72,51%) mostrou os menos niveis deste

composto fenolico.

90% PROPOLIS E NIVEL DE
@ 85% FRACOES FLAVONOIDES
=
[}
S 80% Extrato etanélico 81.94%+ 7.11
S
= 0s - ;
g 5% Fracio hexanica 72.51% + 4.92
® 70% +— _
Fragdo acetanélica 86.10% = 8.78
65% - Exato  Fracio  Fracio  Fracd
Endice Merlhies  Acdier Ciookmies Fracao cloroformica 85.00% +9.74

Figura 21 - Avaliacio da atividade antioxidante da propolis vermelha e suas fracdes pelo método

de captura do radical livre DPPH. Fonte: Autor

A preseng¢a de maior concentracdo de flavondides da na sua composi¢cdo ndo ¢ garantia
de maior atividade fungicida da fracdo acetandlica, porque em virtude da afinidade por
polaridade havera varia¢do nos tipos e concentragcdes de compostos fendlicos presentes nas
fragdes de PVA. E tal fato foi confirmado por Trusheva et al.(2006), quando este observou que
substancias com menor polaridade em relagao aos flavondides, podem exercer maior atividade
antioxidante, logo, fragdes menos polares da propolis podem apresentar maior capacidade de
radical livre DPPH e também por Cabral et al.(2009) que relata diferengas nos resultados da

atividade antioxidante, devido a influéncia da concentragdo da amostra.
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A sazonalidade, local e o periodo de coleta podem influenciar na concentragdo de
flavonoides que agem diretamente na gera¢do do dano em microrganismos. Tal fato foi
observado por Castro et al. (2007), que detectou diferengas na atividade antibacteriana em
propolis da regido Sudeste e Nordeste, provavelmente em decorréncia da quantidade de
flavonoides alterada pela sazonalidade de cada propolis colhida na regido envolvida. Mendonga
et al.(2015) observou em seu estudo com préopolis vermelha alagoana que a fragdo hexanica
apresentou maior atividade antioxidante, mas em nosso estudo foi a fragcdo acetanolica, e tal
fato pode ser justificado pela sazonalidade do periodo de coleta de cada lote de PV A coletado
por et al.(2015) em relagdo ao avaliado neste trabalho atual. Trusheva et al. (2006) detectou
ainda que amostras de propolis apresentam substidncias com menor polaridade em relagdo aos
flavonoides, que podem exercer maior atividade antioxidante.

Em relagdo a pesquisas que utilizaram prépolis vermelha de Alagoas, Mendonga et al.
(2015) em sua pesquisa ainda observou que a fracdo hexdnica e acetandlica de PVA
apresentaram maior percentual de captura do radical livie DPPH em relacdo aos nossos
resultados, mesmo se tratando de PVA oriunda da mesma regido de Alagoas. Ja Cabral ef al.
(2009) observou que apenas a fracdo hexanica de PVA apresentava maior atividade
antioxidante, mas nao a acetanolica, sendo o mesmo observado em tese de doutorado realizada
por Silva (2015), quando este usou microparticulas para encapsular PVA, visando produgdo de
cosmético. Tais indicacdes refor¢am que coletas de PVA realizadas em momentos climaticos
diferentes apresentam variagdo de flavonoides que poderiam interferir na atividade geral da
PVA, portanto, estudos mais profundos podem indicar o melhor momento para realizar coleta
de PVA com condi¢des climaticas que favoregcam a producdo em maiores quantidades de

flavonoides.

5.3 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (TSA) de diferentes espécies de Candida

5.3.1 Método disco-difusao (Método Kirby-Bauer) com antifuingicos comerciais

A avaliagdo da susceptibilidade aos antifungicos pelo método de disco-difusdao foi
realizada em cepas de referéncia (ATCC) de diferentes espécies de Candida, e mostrou
diferentes padrdes de susceptibilidade (Fig.22) mais frequente entre os isolados clinicos do que

nas cepas de referéncia testadas.

51



Figura 22 — Placa de Petri com agar Muller-Hinton com resultado de disco-difusio (Método de
Kirby-Bauer): Padrao de susceptibilidade de cepa de referéncia (ATCC) de Candida tropicalis aos

antifiingicos (cetoconazol, nistatina, fluconazol e nistatina). Fonte: Autor
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Figura 23 — Em (A) observa-se uma visdo geral, demonstrando maior susceptibilidade ao
cetoconazol e nistatina, bem como a presenca de cepas com resisténcia a fluconazol e o itraconazol
(B) resultado geral exposto em BoxPlot tipo-violino, indicando dispersido de cepas e isolados
clinicos de acordo com a posi¢cdo em milimetros aproximada dos halos observados para cada
analise individual. Constata-se a variedade de perfil entre as cepas. Graficos disponibilizados pelo

programa JASP. Fonte: Autor

Na Figura 23, constatamos que os antifingicos cetoconazol e nistatina foram os
farmacos com maior susceptibilidade perante as cepas ATCC e os isolados clinicos de C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei em relagdo aos antimicoticos
itraconazol e fluconazol. Nota-se variacdo na susceptibilidade aos antimicoticos entre as

espécies de Candida estudadas na Figura 23B, confirmando a importancia de realizar o teste de
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susceptibilidade na rotina diagnostica, uma vez que existe essa variabilidade na resposta frente
as poucas op¢des farmacoterapéuticas disponiveis para o tratamento da CVV e CVV-R.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos a partir do teste (em mm) com
cetoconazol (CET), fluconazol (FLU), itraconazol (ITR) e nistatina (NIS) para todas as cepas
de referéncia e isolados clinicos, sendo ainda indicado como se enquadra cada avaliagdo de
acordo com o CLSI (R, Resistente; I, Intermediario; DD, Dose Dependente; S, Sensivel).
Observamos nesses resultados que as cepas ATCC de C. albicans foram susceptiveis aos quatro
antifingicos testados, apresentando halos de 32 mm para CET, 30 mm para FLU, 30 mm para
ITR e 20 mm para NIS, enquanto que a ATCC de C. parapsilosis e C. tropicalis mostraram
padrao similar, exceto para ITRA, pois se apresentaram como padrdo Intermediario-Dose

dependente.

TABELA 1. Correlacido da susceptibilidade de antifingicos por disco-difusdo como os halos encontrados

pela disco-difusdo para as espécies de Candida com a susceptibilidade determinada pelo CLSI.

CEPAS-ATCC Cetoconazol Fluconazol Itraconazol Nistatina
mm/CLSI mm/CLSI mm/CLSI mm/CLSI
Candida albicans 32/S 30/S 24/S 20/S
Candida. tropicalis 32/S 32/S 16/DD 20/S
Candida parapsilosis 30/S 30/S 22/DD 20/S
Candida glabrata 32/S -/R 12/R 24/S
Candida krusei 32/S 18/DD 24/S 22/S
ISOLADOS Cetoconazol Fluconazol Itraconazol Nistatina
CLINICOS mm/CLSI mm/CLSI mm/CLSI mm/CLSI
C. albicans 382 6/R 4/R 4/R 20/S
C. albicans 518 5/R 2/R 2/R 16/S
C. albicans 543 24/1 2/R 18/DD 20/S
C. tropicalis 193 24/1 19/S 10/R 18/S
C. tropicalis 190 18/R 0/R 8/R 16/S
C. tropicalis 384 8/R 6/R 6/R 14/S
C. parapsilosis 43 32/S 30/S 22/DD 24/S
C. parapsilosis 119 30/S 24/S 12/R 18/S
C. parapsilosis 158 30/S 24/S 22/DD 18/S
C. glabrata 278 30/S -/R 24/S 12/S
C.glabrata 348 -/R -/R 2/R 18/S
C. glabrata 354 9/R -/R 8/R 20/S
C. krusei 162 30/S 2/R 2/R 20/S
C. krusei 283 20/R -/R 12/R 14/S
C. krusei 420 30/S 14/R 12/R 22/S
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*: os resultados estdo expressos em mm (milimetros); 0 Indica auséncia total de halo. Perfil de resposta ao farmaco:

R: Resistente; I: Intermediario; DD: Intermediario dose-dependente; S: Sensivel.

Todas as cepas ATCC foram totalmente susceptiveis apenas a cetoconazol e nistatina:
C. glabrata (32 mm para CET (24 mm para NIS), C. krusei (32 mm/22 mm) e C. tropicalis (32
mm/20 mm). Em relagdo ao fluconazol constatamos auséncia de halo nas cepas de C. glabrata
e C. krusei, atestando resisténcia a este farmaco enquanto que C. krusei tem padrdo Dose
dependente, sendo a cepa C. tropicalis sensivel ao FLU (32 mm). Susceptibilidade ao
itraconazol foi observada entre as cepas de referéncia apenas para C. albicans e C. krusei
(Tabela 1). A maioria dos isolados clinicos que apresentam resisténcia ao FLU também sao
resistentes ao ITRA (10, além de 1 R/DD), assim como a unica ATCC que apresenta essa co-
resisténcia (C. glabrata). Entre as espécies de Candida, todas as cepas ATCC ou isolados
clinicos, apresentaram susceptibilidade a nistatina (polieno), mas isolados de C. glabrata (CG
348, CG354) que responderam bem a NIS se comportaram como resistentes aos demais

antifingicos testados.

No grafico gerado pelo programa SPSS (Fig. 24) observa-se com mais clareza o perfil
das cepas e isolados clinicos testados, como 11cepas apresentaram resisténcia ao FLU, sendo
10 isolados clinicos (C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis) e 1 cepa de referéncia (C. glabrata).
Indicado pela cor roxa nota-se em relagcdo a nistatina todas (Candida spp.) sdo susceptiveis a
nistatina. Quando comparamos esta Figura 24, fica claro o padrao diferenciado entre as cepas
de referéncia e os isolados. Em relacdo CET observou-se que todas as cepas ATCC sao
sensiveis, mas ha um padrdo variavel entre os isolados clinicos, com padrdes de intermediério
a resistente com frequéncia (9/15). Sobre ITR observamos que somente a C. glabrata (CG278),
foi susceptivel, logo, detectamos que entre todas as espécies isoladas de CVV analisadas
apresentavam resisténcia a pelo menos 02 (dois) antifingicos testados e que 8 desses isolados
clinicos apresentavam-se resistentes & CET, ITR e FLU, drogas indicadas pelo RENAME para
tratamento de CVV.
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Figura 24 -:Perfil de susceptibilidade aos antifiingicos cetoconazol, fluconazol, itraconazol e nistatina de S
cepas de referéncia (C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis) e 15 isolados clinicos
obtidos de pacientes com candidiase vulvovaginal. Cepas e isolados indicados por siglas referentes as espécies,
sendo os isolados clinicos seguidos por nimeros de registro na micoteca clinica: C. albicans: CAATCC, CA382,
CA518 e CA543; C. tropicalis: CTATCC, CT190, CT193 e CT384; C. parapsilosis: CPATCC, CP119, CP158,
CP43; C. krusei: CKATCC, CK162, CK283, CK420; C. glabrata: CGATCC, CG278, CG348 e CG354. Grafico
gerado pelo SPSS.

Dota et al. (2010) observou em isolados de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata e C. lusitaniae coletadas de pacientes com CVV e CVV-R, uma maior resisténcia ao
cetoconazol (32,9%) e itraconazol (17%), e que a prevaléncia de resisténcia foi semelhante
tanto C. albicans e como nas cepas nao-albicans. Pedrosa et al.(2014) em seu estudo com
espécies de Candida isoladas de secrecdo vaginal observou que a C. krusei apresentou o maior
perfil de resisténcia em relacdo as demais cepas estudadas (C. albicans, C. kefyr, C.
parapsilosis; C. tropicalis, C.glabrata, C. krusei, C. lusitaniae), com 1 isolado resistente ao
fluconazol e outro ao itraconazol. Estes padrdes sdo similares aos encontrados entre os isolados
de Alagoas, constatando maior susceptibilidade a azélicos apenas entre aqueles da espécie C.

parapsilosis.
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Por se tratar do polieno de escolha para o tratamento de CV'V, resultados referentes a
nistatina devem ser avaliados detalhadamente, ao invés da anfotericina B que ¢ reserva para
quadros de infecgdes sistémicas. De acordo com o relato de pacientes, Fornari et al. (2016)
selecionou isolados de C. albicans associados a CVV e CVV-R, e observou que todos os
isolados de pacientes com CVV-R eram resistentes a nistatina e sensiveis ao fluconazol (n=10),
diferentemente, em nosso estudo a nistatina ¢ o antifungico com maior susceptibilidade as
espécies de Candida.

Durante o estudo sobre a efic4cia da nistatina e fluconazol no tratamento da CVV em C.
albicans por Martins et al. (2012), foi constatado que a nistatina era mais eficaz nos isolados
clinicos de C. albicans, enquanto o fluconazol era mais efetivo contra Candida nao-albicans.
Tal observacao refor¢a a necessidade da solicitacdo e realizagao de teste de susceptibilidade ao
antimicoticos pelo método de disco-difusdo na rotina do diagnostico laboratorial, para auxiliar
na garantia de uma terapia antifungica segura e eficiente. Depois da nistatina, o antifingico com
melhores resultados nos isolados clinicos foi o cetoconazol, também bastante encontrado na

formulacao de cremes vaginais.

5.3.2 Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima através de microdiluicdo com

antifungicos comerciais

A aplicacao do método de microdilui¢do realizado com as cepas de referéncia e isolados
de Candida coletados de pacientes alagoanas nos deu maior precisdo em relagdo a dosagem
inibitéria minima de cada antifingico testado. Na Figura 25 pode-se observar um resultado em
placa de microtitulagdo de C. krusei (ATCC), sendo indicado o padrdo de organizacdo dos
antifingicos CET, NIS, ITR e FLU na placa, bem como as posi¢cdes dos controles positivo
(crescimento da levedura em meio RPMI-1640 sem inibidor) e negativo (controle de
esterilidade do meio de cultura).

Este método de microdilui¢do em caldo ¢ o mais preciso para conhecer a concentragao
inibitoria minima (CIM) correta para cada Candida sp. testada, pois permite que o avaliador
selecione as concentracdes testadas, diferente do teste epsilométrico, (E-test), para avaliar com
melhor qualidade a susceptibilidade do microrganismo aos agentes antimicdticos, neste caso,

preconizados na terapéutica contra CV'V.
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Figura 25 - Placa de microtitulacio com RPMI-1640 apos teste de microdiluicao (M27-A, CLSI).
Determinacio da concentracgao inibitéria minima dos antifiingicos cetoconazol (C), nistatina (N),
itraconazol (I) e fluconazol (F) em cepa ATCC de Candida krusei. Acima ha indicacdo das
concentracdes avaliadas (ng/pL), sendo C+ controle positivo e C- o controle negativo. A cor
vermelha indica o crescimento fiingico marcado com TTC (trifeniltetrazodlio), mais presente nos

pocos com diferentes concentragdes de fluconazol e na coluna C+. Fonte: Autor.

Analisando a Tabela 2 abaixo observamos que os antimicoéticos fluconazol e itraconazol
foram os farmacos com menor atividade perante as cepas ATCC das espécies de Candida, e
também para os isolados clinicos oriundos de CVV, mantendo o mesmo perfil observado pelo
disco-difusdo. Entdo, as espécies dos isolados clinicos sdo mais susceptiveis a nistatina e
cetoconazol, este ultimo apresenta uma menor susceptibilidade em relagdo a nistatina, inclusive
observando que vamos encontrar

C. parapsilosis foi a espécie mais susceptivel aos farmacos testados, com CIM de 0,31
pg/mL! para a ATCC referente a todas os antifungicos, e CIM aproximado foi observado para
os isolados clinicos desta espécie, exceto no caso de C. parapsilosis 119 que foi resistente a
FLU e ITR. Similarmente, C. tropicalis ATCC mostrou-se mais susceptivel a CET, FLU, ITR
e NIS, enquanto que todos os isolados de C. tropicalis foram sensiveis a NIS, mas com co-

resisténcia FLU/ITR.
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TABELA 2. Correlacio da susceptibilidade de antifiingicos por concentracao inibitéria minima

(CIM) para as espécies de Candida com a susceptibilidade determinada pelo CLSI

CEPAS ATCC

C. albicans

C. tropicalis
C. parapsilosis
C. glabrata

C krusei

ISOLADOS CLINICOS

C. albicans 543

C. albicans 518

C. albicans 382

C. tropicalis 190
C. tropicalis 193
C. tropicalis 384
C. parapsilosis 119
C. parapsilosis 158
C. parapsilosis 43
C. glabrata 348

C. glabrata 354

C. glabrata 278

C. krusei 162

C. krusei 283

C. krusei 420

Cetoconazol
ng/mL/CLSI

0,31/S
0,31/S
0,31/S

2,5/SDD

0,31/S

Cetoconazol
ng/mLY/CLSI

2,5/S
40/R
40/R
0,3/S
0,3/S
20/R
0,31/S
0,31/S
0,31/S
0,31/S
40/R
0,31/S
2,5/DD
2,5/DD
20/R

Fluconazol
ng/mLY/CLSI
40/DD/

1,25/

0,31/

160/R
10/R

Fluconazol
ng/mLY/CLSI
80/R

0/R
0/R
160/R
0/R
0/R
5/R
0,31/
0,31/S
40/DD
0/R
0,31/S
80/R
10/DD
40/DD

Itraconazol
ng/mLY/CLSI
0,31/S

0,31/S
0,31/S
5/R
0,31/S

Itraconazol
ng/mLY/CLSI
20/R

40/R
40/R
10/R
20/R
40/R
10/R
0,31/S
0,31/S
20/R
40/R
0,31/S
20/R
0,31/S
0,31/S

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Nistatina
ng/mL/CLSI
0,31/S

0,31/S
0,31/S
0,31/S
0,31/S

Nistatina
ng/mLY/CLSI
0,31/S

0,31/S
0,31/S
0,31/S
0,318
0,31/S
0,31/S
0,31/
0,31/S
0,31/S
0,31/S
0,31/S
0,31/S
10/DD
40/DD

Perfil de resposta ao farmaco: R: Resistente; I: Intermediario; DD: Intermediario dose-dependente; S: Sensivel.

Perfil de susceptibilidade para nistatina de acordo com DALBEN-DOTA et al., 2010.

Desde 2002 o CLSI nao atualiza mais sua tabela indicativa de faixa para CIM constando

dados para a nistatina. Mesmo sem a informacao técnica direta do CLSI para este tema, muitas

pesquisas em vdrios paises ainda focam a determinag¢do de CIM da nistatina visando varias

espécies de Candida, principalmente devido ao uso ainda frequente de nistatina para terapéutica

de CVV. O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Ministério da Saude no

Brasil (2015) com foco na ateng¢do as pessoas com infecgdes sexualmente transmissiveis

preconiza a nistatina (100.000 UI) na forma de aplicagdo vaginal como a primeira op¢ao para

CVYV junto com miconazol creme (imidazolicos).

Sendo assim, ¢ importante manter os testes de antifungigrama com nistatina. Para definir

o padrao resistente ou sensivel de cepas e isolados de Candida sp. testados frente a nistatina
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através de microdiluicdo, a faixa considerada por pesquisadores de varios paises foi adotada
(DALBEN-DOTA et al., 2010; FORNARI et al., 2016), que indica S (Sensivel) para CIM <4
png/mL, DD (Intermediério dose- dependente) com CIM 8-32 pg/mL e resistente com CIM <
64 ng/mL. Avaliando todos os testes efetivados na nossa pesquisa, as 5 cepas de referéncia e
13 isolados clinicos avaliados em duplicata se mostraram susceptiveis a nistatina (CIM < 0,31
ng/mL), exceto 2 isolados clinicos de C. krusei dos registros 283 e 420, classificados com
padrao intermediario dose-dependente com CIM 10 pg/mL e 40 pg/mL, respectivamente.

Os graficos dispostos na Figura 26 mostram os dados gerais compilados dos resultados
de CIM referentes aos antifungicos comerciais testados, onde os pontos com maiores
concentragdes (em numeros) de cepas e isolados clinicos estdo alargados no BoxPlot tipo-
violino (Programa JASP), e no eixo vertical temos a concentragdo aproximada de cada

extrato/fragdo, corresponde ao CIM.
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para as espécies de Candida avaliadas. Dados expostos em BoxPlot tipo-violino, indicando dispersao de cepas

e isolados clinicos de acordo com as CIM aproximada. Graficos gerados pelo programa JASP. Fonte: Autor.
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Dessa forma observamos que a maioria dos isolados das diversas espécies apresentam
CIM baixo, conforme indicado na Tabela 2, para nistatina a CIM ¢ baixa, assim como um
padrao similar foi constatado para cetoconazol. Enquanto que para fluconazol e itraconazol fica
clara a dispersdo em maior numero de cepas/isolados em uma faixa maior de CIM, havendo
isolados concentrados em pontos de CIM alto.

Oito isolados clinicos dos 15 testados nesta pesquisa apresentaram-se como sensiveis
ao cetoconazol, assim como observaram Goulart et al. (2016) e Lima (2012) em trabalhos com
C. albicans. Entretanto 2 isolados clinicos de C. albicans de Macei6-AL mostraram-se
resistentes ao cetoconazol. Resisténcia ao cetoconazol geralmente ¢ mais observada em isolados
de quadros sistémicos (candidemia), conforme indicam Stugu et al. (2017) e Chun-fang Ma et
al. (2013), atestando 12,5% e 61,9% de resistentes ao cetoconazol, respectivamente. Mas
resistentes a CET tem sido encontradas em isolados de secre¢do vaginal também de mulheres
com CVV, como confirma Dota et al. (2010) que observou maior resisténcia ao cetoconazol
(32,9%) entre 88 isolados de varias espécies.

Em nosso estudo evidenciou-se elevada resisténcia aos farmacos triazolicos,
especialmente FLU detectada em C. albicans, C. glabra, C. tropicalis ¢ C. krusei, o que
demonstra uma necessidade de conhecermos melhor os perfis genotipicos de cepas para
descobrir quais mecanismos genéticos poderiam estar mais envolvidos nessa resisténcia. A
resisténcia ao fluconazol esta relacionada a varios mecanismos moleculares, como Berkow e
Lockhart (2017) mostram em sua revisao quanto a importancia dos genes ERG, indicando por
exemplo que o gene ERG 11 em C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis pode ser
superexpresso quando as espécies tem contato com a droga e ocorre uma alteragdo do alvo da
droga, ou outros genes relacionados a produgdo de bombas de efluxo de drogas.

Quando analisamos de forma comparativa a susceptibilidade entre disco-difusao e
microdilui¢do para cepas de referéncia observamos que na maior parte dos dados houve
concordancia, por exemplo, em relagdo a susceptibilidade a NIS nos dois métodos avaliados
nas espécies testadas. Porém, em relacdo a cepa ATCC de C. albicans susceptivel ao FLU no
disco-difusdo, foi dose-dependente na microdilui¢io (CIM= 40 pg/mL™"), enquanto que a cepa
ATT de C. krusei foi dose-dependente ao fluconazol no disco-difusao mas na microdilui¢ao o
resultado constatou resisténcia (CIM= 10 ug/mL™"). Cepas de C. tropicalis e C. parapsilosis
foram consideradas dose-dependentes para ITR no disco-difusdo, mas confirmou-se CIM de

0,31pg/mL™" que indica susceptibilidade para ambas. No entanto, ficou mais clara uma
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discordancia entre os métodos de disco-difusdo ¢ microdilui¢do nos isolados clinicos: C.
albicans (1/3) (CA543) para o CET e ITR; C. tropicalis (2/3) para CET; C. parapsilosis (2/3)
para ITR; C. glabrata (2/3), sendo 1 para CET e FLU e outra para FLU; C. krusei (que foi a
espécie com maior discordancia) para CET e FLU em todos os isolados e 2 para nistatina (2/3).
Observa-se que a maior parte da discordancia ocorreu em isolados que tinham perfil de DD,
como em C. krusei com a nistatina, que se mostrou susceptivel no disco-difusdo, mas na
microdilui¢do foram 2 isolados dose-dependentes. E importante lembrar que o TSA por
microdilui¢do garante maior sensibilidade no resultado do que testes por disco-difusao.
Podemos perceber que para as espécies de C. albicans, C. parapsilosis, C, tropicalis
C. glabra houve uma melhor concordancia entre o método de disco-difusdo e a microdiluigdo,
mas que o mesmo nao foi observado para C. krusei. Em estudo comparativo para avaliar a
susceptibilidade entre os métodos de disco-difusao e microdilui¢do realizado por Pedroso et al.
(2014) com isolados clinicos de espécies de Candida foi observado que C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis foram as espécies que apresentam melhor concordancia entre os
métodos avaliados, mas que houveram discordancia entre C .kefyr ¢ C. krusei. A analise geral
dos dados aqui expostos e de outros autores revela a necessidade de um diagndstico laboratorial
adequado com uso mais frequente do antifungigrama para reduzir a terapia empirica que ¢ tao
comum e inadequada, uma vez que mesmo conhecendo o padrdo de susceptibilidade mais
comum para algumas espécies de Candida ainda é possivel errar na prescri¢do sem auxilio de

TSA, submetendo pacientes ao uso inadequado de antifiingicos.

5.3.3 Método Cup-plate com propolis vermelha de Alagoas

Uma vez efetivado a técnica de cup-plate em triplicata, com a colocagdo do extrato
etanodlico diluido e as demais fragdes individualmente dentro dos pogos abertos conforme esta
descrito na metodologia, ndo foi possivel a analisar a atividade da propolis disposta nos pogos

por que apos 24 h de incubacdo em estufa foi evidenciado o ressecamento da PV A nos pogos.
Isso inviabilizou avaliagdes desta etapa da pesquisa, e apos a investigacao de possiveis

fatores responsaveis por tal resultado ndo conseguimos determinar a causa do ressecamento da

solucdo preparada a ser analisada. Foi decidido pela continuidade da pesquisa do PV A adotando
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apenas a metodologia de microdiluicdo, que apresenta maior sensibilidade e especificidade

segundo CLSI.

Figura 27-Teste de Cup plate. (A e B) Abertura e avaliacido de volume de pocos para aplicacdo do

extrato da PVA em placa de Petri com meio de Mueller-Hinton. Fonte: Autor.

5.3.4 Determinag¢do da Concentragdo Inibitoria Minima da Propolis Vermelha de Alagoas

atraves de microdiluicdo

Reproduzindo o método de microdilui¢do de acordo com o CLSI usando PVA contra
cepas de referéncia e isolados de Candida coletados de pacientes com CVV, foi possivel
observar uma grande variagao de CIM para as diferentes espécies testadas.

A Figura 28 acima nos mostra um exemplo do teste de microdilui¢do apos 24h, e
conforme constatado pela impregnagdo de TTC exemplificado na figura com isolado clinico de
C. albicans, houve crescimento em diferentes niveis de CIM no extrato etandlico e nas fracdes
cloroférmica, hexanica e acetanolica. Na Tabela 3 estdo dispostos todos os dados de CIM
certificados pela avaliagdo desta pesquisa, e podemos observar a variagdo de CIM entre as

diferentes fracdes e quanto ao extrato etanolico de PVA.
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etanolico; C= Fracao cloroférmica; H= Fracdo Hexénica; e A= Fracio acetandlica) para isolado
clinico de Candida albicans (382). Acima ha indicacdo das concentracoes avaliadas de propolis
(pg/uL), sendo C+ controle positivo e C- o controle negativo. A cor vermelha indica o crescimento

fungico marcado com TTC (trifeniltetrazolio). Fonte: Autor.

Apesar de ndo haver uma padronizagdo para bioativos naturais como a propolis que
tenha determinando a faixa de CIM ou um perfil fixo de resistente, intermediario e sensivel
como encontramos nos manuais internacionais para antifingicos comerciais, podemos nos
basear em algumas faixas indicadas em trabalhos ja realizados com prépolis vermelha e verde
para estabelecer um perfil ao que avaliamos.

Na Tabela 3 podemos avaliar detalhadamente o CIM obtido para as espécies testadas.
Todas as cepas ATCC avaliadas mostraram CIM que pode ser considerado alto, com a maioria
do CIM para todas as fragdes variando de 125 a 250 pg/mL'. CIM de 500 pg/m foi constatado
apenas para C. parapsilosis e C. krusei em relagdo a fragdo hexanica e ao extrato etanolico. A
fracdo cloroférmica ressaltou um CIM mais homogéneo entre todas as cepas de referéncia
testadas, de 250 pg/mL!. Interessante observar que na microdilui¢io com PVA as cepas de
referéncia responderam com CIM que pode ser considerado alto, quando estas mesmas cepas

ndo apresentaram amplo padrio de resisténcia aos antifingicos comerciais.
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TABELA 3 - Correlacao da susceptibilidade da prépolis vermelha alagoana por concentragao

inibitéria minima (CIM) para as espécies de Candida com a susceptibilidade determinada pelo

CLSI
Extrato Fr. Fr. Fr.
Etanolico Hexanica Acetandlica Cloroférmica

CEPAS ATCC png/mL! pg/mL! png/mL! pg/mL!
C. albicans 250 250 250 250
C tropicalis 125 250 250 250
C. parapsilosis 250 500 250 250
C. glabrata 125 125 125 250
C. krusei 500 500 250 250

Extrato Fr. Fr. Fr.
ISOLADOS CLINICOS Etanolico Hexanica Acetandlica Cloroférmica

pg/mL! pg/mL! pg/mL! png/mL!
C. albicans 543 250 125 250 125
C. albicans 382 250 500 250 250
C. albicans 518 62,5 500 250 250
C. tropicalis 193 31,2 125 62,5 62,5
C. tropicalis 190 125 62,5 250 250
C. tropicalis 384 125 500 125 125
C. parapsilosis 43 31,2 62,5 31,2 62,5
C. parapsilosis 119 125 125 62,5 125
C. parapsilosis 158 31,2 31,2 31,2 62,5
C. glabrata 354 125 500 62,5 125
C. glabrata 278 250 500 62,5 125
C. glabrata 348 250 62,5 250 500
C. krusei 162 62,5 62,5 62,5 250
C. krusei 283 31,2 500 62,5 31,2
C. krusei 420 125 500 62,5 62,5
Fr: Fracao

Nos resultados com os isolados clinicos pode-se observar que a fragdo etandlica de PVA
mostrou-se mais eficaz contra a maioria das espécies de Candida oriundas de pacientes, com
CIM até 125 pug/mL! (11/15), e em seguida o melhor resultado foi em relagdo a fracdo
acetanolica, enquanto o pior efeito foi da fracdo hexanica. Entretanto, mesmo a fracao
acetanolica tendo sido mais efetiva contra um menor nimero de isolados quando comparado
com a fracdo etanolica, a fragdo acetanolica foi eficaz mais vezes com CIM inferior a 125

pg/mL!,
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As espécies que ainda cresceram com maior flexibilidade frente as diferentes fragdes de
PVA foram de C. albicans (543 e 382) e C. glabrata (278 e 348), com CIM altos entre 250
pg/mL?! e 500 pg/mL!. Todas os isolados de C. parapsilosis se mostraram bastantes
susceptiveis as 4 fragdes avaliadas, sendo resultado aproximado encontrado também para C.

tropicalis. Esse padrao de susceptibilidade das espécies ao PVA pode ser constatado ainda na

Figura 29.
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Figura 29. Perfil de susceptibilidade de cepas de referéncia de C. albicans, C. parapsilosis, C.
glabrata, C. krusei e C. tropicalis (n=5) e seus respectivos isolados clinicos (n=15) em obtidos de
pacientes com candidiase vulvovaginal frente a propolis vermelha de Alagoas (extrato e fracoes).
Cepas ¢ isolados indicados por siglas referentes as espécies, sendo os isolados clinicos seguidos por
numeros de registro na micoteca clinica: C. albicans: CAATCC, CA382, CA518 e CA543; C. tropicalis:
CTATCC, CT190, CT193 e CT384; C. parapsilosis: CPATCC, CP119, CP158, CP43; C. krusei:

CKATCC, CK162, CK283, CK420; C. glabrata: CGATCC, CG278, CG348 e CG354. Grafico gerado
pelo programa SPSS. Fonte: Autor

Na Figura 30, nota-se que o padrao dispersivo gerado no grafico BoxPlot pelo programa

JASP quanto a reagdo das cepas de referéncia e dos isolados clinicos ¢ de fato mais proeminente
frente a fragdo etanolica de PVA, seguida da fracdo acetandlica, confirmando estatisticamente

0 que observamos nas placas de microtitulagdo. Os retangulos ou quadrados observados dentro
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dos graficos indicam os pontos onde houve maior concentragdo em nimeros de cepas e isolados
em relacdo aos numeros do eixo vertical.

Relacionando as concentragdes inibitorias minimas (250-31,2 pg/mL™") com a atividade
antioxidante da PVA indicada anteriormente, observamos que apesar da fracao etanolica ter
apresentado a menor concentracdo de compostos fendlicos (81,94%) em relacdo a fragdo

acetanolica (86,1%) e cloroférmica (85,0%), o extrato etandlico apresentou melhor resultado

de CIM.
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Figura 30— Graficos das concentracdes inibitérias minimas dos extratos etandlico e fracdes
acetanolica, cloroférmica e hexinica testados em diferentes espécies de Candida, expostos em
BoxPlot tipo-violino, indicando dispersao de cepas e isolados clinicos de acordo com as faixas de
CIM indicadas no eixo vertical. Fonte: Autor

Sartoratto et al. (2004) em seu estudo para avaliar atividade antimicrobiana de 8 tipos
de oleos essenciais brasileiros de varias plantas contra a C. albicans observou que apenas 2
tipos tiveram atividade antifungica significativa, pois para o pesquisador e colaboradores

substancias bioativas com CIM entre 50-500 pg/mL apresenta alta atividade antimicrobiana,
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com CIM entre 600-1500 apresentou atividade moderada (significativa) e com CIM acima 1600
pg/mL tem fraca atividade antimicrobiana. Baseado no entendimento de Sartoratto e
colaboradores, CIM abaixo de 500 como os obtidos nesta pesquisa podem caracterizar que a
propolis vermelha alagoana apresenta alta atividade antimicrobiana. Guedes et al. (2012)
utilizou extrato bruto e fragdes produzidos com microalgas coletadas no litoral de Alagoas e
determinou CIM para espécies de Candida, que variou de 8-16 pg/mL™'. Estes dados
demonstram a importancia do uso de bioativos diversos contra leveduras e que o CIM pode ser
bastante variavel.

Finalizando as avaliagdes dos resultados desta pesquisa com a Figura 31, observamos
um comparativo dos resultados gerais da determinacdo do CIM obtidos com os antifingicos
comerciais € também com extrato etanolico da PVA e as diferentes fragdes. Os picos no alto de
ambos os graficos indicam claramente que o cetoconazol e a nistatina (grafico A) foram mais
eficazes contra espécies de Candida, assim como o extrato etandlico (mais ativo em um maior
nimero de cepas e isolado) e a fragdo acetandlica da PVA foram mais eficientes contra as

leveduras testadas.
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Figura 31 — Comparacao descritiva dos perfis gerais dos testes de microdilui¢ao dos antifliingicos
comerciais (A) e de extrato etandlico e fracoes da propolis vermelha de Alagoas (B). Graficos

disponibilizados pelo programa JASP. Fonte: Autor.

Oliveira et al.(2006) também observou que o extrato etanolico de propolis verde oriunda
do Estado do Parana (Brasil) apresentou atividade antifingica em isolados de Candida spp.
coletadas de quadros de onicomicoses (micoses em unhas), encontrando CIM de varias espécies

entre 500 pg/mL e 62,5 pg/mL. Dalben-Dota et al.(2010) realizou testes adicionais com a
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mesma propolis verde paranaense e afirmou a boa atividade do extrato etandlico desta propolis
contra isolados de Candida spp. coletada de CVV trato genital feminino, num intervalo de CIM
entre 6,12-393.19 ug/mL. Ao comparar com a faixa de CIM 31,2-500 pg/mL obtida no estudo
com os dados citados no estudo acima, verificamos que a PVA apresentar melhor atividade

antimicotica.

Mendonga et al. (2015) utilizou diferentes extratos de propolis hidroalcoolicos
produzidos com prépolis de Sergipe (Nordeste do Brasil) coletadas em diferentes meses em um
mesmo ano para avaliar a resposta de cepas-ATCC de C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis. Nesta pesquisa foi constatado que todas as amostras do extrato testado propolis
inibiram o desenvolvimento nas cepas avaliadas, sendo mais efetivo em C. glabrata. A
atividade da propolis vermelha alagoana como agente antifiingico ainda € pouco estudada, mas
Bispo-Junior et al. (2004) observou atividade da PVA contra Staphylococcus aureus e C.
albicans, sendo testadas cepas ATCC e clinica de ambos os microorganismos citados. Neste
estudo também foi obtido melhor resultado com fragao acetandlica da PVA.

Freires et al.(2016) comparou fracdes da propolis tipo 3 (regido Sul) e a tipo 13 (de
Alagoas) em espécies de Candida spp, e entdo constatou que as fracdes diclorometano e
hexanica da propolis-3 apresentavam atividade antifungica superior a PVA-13, com intervalo
de MIC entre 20-500 pg/mL. Salomao et al.(2007) fez testes utilizando préopolis de diferentes
regides do Brasil contra varios fungos além de C. albicans, incluindo agentes de micoses
subcutaneas e sist€émicas no homem (Sporotrix schenckii e Paracoccidioides brasiliensis),
inclusive com PVA. Neste experimento, Salomao et al. (2008) testou PVA apenas com C.
albicans em um método de disco difusdo adaptado e confirmou formagdo de halos entre 20 e
30 mm em concentragdes de 2-16 mg/mL, e ainda constatou atividade antifingica de outras
propolis contra os fungos dimorficos S. schenckii e P. brasiliensis.

Este trabalho trouxe novos dados em relacdo a qualidade da propolis vermelha alagoana
quanto aos flavonoides e a atividade anti-Candida de diferentes fragdes para varias espécies
frequentemente envolvidas em candidiase vulvovaginal, criando possibilidades para o uso de

PVA em formulagdes para aplicacao vaginal.
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6. CONCLUSOES

o O numero de isolados clinicos de Candida spp. selecionados de pacientes com
CVYV neste trabalho foi suficiente para comprovar a agdo da PVA contra espécies de Candida
em adi¢do as cepas de referéncia testadas, uma vez que a maior parte das pesquisas divulgadas
usa apenas cepas de referéncia.

J Os testes de susceptibilidade a antimicrobianos confirmaram que a propolis
vermelha de Alagoas ¢ um bioativo com importante potencial farmacologico contra espécies de
Candida, inclusive com frente a cepas resistentes.

o A fragdo acetanolica apresentou maior percentual de flavonoides do que a fragao
cloroférmica e etanolica. Logo, a fragdo acetanolica agiu com CIM mais baixo.

° Baixo CIM de PV A foi eficiente contra muitos isolados clinicos, inclusive contra
6 espécies que apresentaram padrdo de co-resisténcia a ITR/FLU.

o O variado perfil de susceptibilidade observado em varias espécies de Candida
spp. revelou a necessidade de um diagnostico laboratorial mais preciso associado ao
antifungigrama, pois além de apontar a espécie pode indicar o melhor antifingico para
tratamento.

o Os resultados obtidos entre os testes de disco-difusdo e microdiluicdo foram
concordantes na maior parte das cepas e isolados testados, incluindo as repeti¢des, o que indica
que o disco-difusdo por ser de baixo custo deve continuar a ser usado na rotina laboratorial

mesmo tendo menos sensibilidade que o teste de microdiluicao.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

: Macem AL, 11/11/2011

' Senhor (a) Pesquisador (a), Fernanda Cnstma de Albuquerque Maranhao
" Nayara Maciel Mendonga :
‘Gleiciane Soares da Silva’
Maria Anilda dos Santos Aratjo
* . Denise Maria Wanderlei Silva

4

'O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 11/11/2011 e com base no-parecer emitido pelo

(a) relator (a) do processo n® 017665/2011-64 sob o titulo, Monitoramento e identificacio molecular

“de agentes causadores de micoses superficiais, vem ‘por meio deste instrumento comunicar a
aprovagdo do processo supra citado, com base no item VIIL13, b, da Resolugio n° 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

: E papel do(a) pesqmsador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento grave
ocorrido (mesmo - que tenha sido em _outro centro) e enviar notificagio 2o
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA = junto- com seu
posxclonamento i , ; i o

] Eventuais modiﬁcagﬁes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa. Em caso de
projeto-do Grupo I ou II apresentados antenonnente a ANVISA, o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a)
deve envia-los 4 mesma Junto com o parecer aprovatorlo do CEP, para;serem incluidas ao protocolo
inicial (Res. 251/97, item IV. 2.€). .

, » Relatérios parciais -e ﬁnals devem ser aprescntados a0 CEP, de acordo com 0s
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS 196/96. e

Na eventualidade de esclaremmentos adicionais, este Comité coloca-se a dlsposu;ao dos
interessados para o acompanhamento da pﬁsqulsa em seus dllemas éticos e ex1genc1as contldas nas |
Resolugdes supra - referldas

" Esta aprovagao nio €. vahda para subprOJetos oriundos do protocolo de pesquisa acima

referido.

*) ijeas teméticas especiais i . Ny erili

‘Vilido até: Janeiro de 2013 R : = it LD
Semid ] ‘ e B rof‘ I} D ise Juliana Franciseo

Ceordenaaora do-Zomité de
Et:ca €m Pesquisa -UFaL
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ANEXO IT

Meios de Cultura

Agar Batata Dextrose — BDA

Infusdo de Batatas 200ml
Dextrose 20g
Agar 15¢g
Agua destilada 1000ml

O pH final foi ajustado para 5,6 e o volume completado para 1000 mL com agua

destilada, seguindo para autoclavagem a 121°C, por 15 minutos.

Agar Hicrome Candida (Himedia ®)
Digestdo péptica do tecido animal 15g
Fosfato dipotassico de hidrogénio 1g
Mistura cromogénical 1,22¢g
Clorafenicol0,5g
Agar 15g
Agua destilada 1000ml
O pH final foi ajustado para 7,2 e o volume completado para 1000 mL com agua

destilada esterilizada anteriormente po autoclavagem a 121°C, por 15 minutos.

Extrato de Levedura, Peptona e Dextrose (YPD) — 1000mL

Extrato de levedura............ccoceeviiiiiiniiniieiiee 10 g
Peptona .....ccccoeeee il 20 g
GlICOSE coovvvieeiieee e 20

Para a preparacao do meio solido, adicionar 20 g de Agar, 50 mg/L de acido nalidixico

e 100 pL de verde de bromecresol a 220 mg por 100 mL.

Agar Sabouraud Dextrose (ASD)- 1000 mL

DEXIIOSE...ceeeiiiieeiiieeeiieeeee e 40 g
Peptona........coouiiiriiiiiie e 10g
AGAT oo I5¢g



RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute1640) com L-glutamina, sem bicarbonato de

sodio e com indicador de pH vermelho de fenol

Meio RPMI-1640 €m PO....ccvvveeevieeieeciieeeie e 10,4 g
MOPS o 3453 g
Agua destilada.............covveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL

O meio foi tamponado com acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico (MOPS), em
concentracao final de 0,165 mol/mL, sendo o pH ajustado para 7,0, a 25°C, usando hidroxido

de sédio 1 mol/L. A esterilizagdo do meio foi realizada por filtragdo em membrana com poros

de 0,22 mm
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APENDICE I

e METODO DISCO-DIFUSAO COM ANTIFUNGICOS COMERCIAIS

Estatistica descritiva

Cetoconazol Fluconazol Itraconazol Nistatina

Validade 20 20 20 20
Auséncia 0 0 0 0
Significancia 8.67 31.37 12.39 2.78
Erro padrao 3.29 11.39 3.23 2.02
Desvio padrao 14.73 50.96 14.43 9.02
Variancia 216.97 2596.83 208.20 81.44
Faixa 39.69 160.00 39.69 39.69
Minimo 0.31 0.00 0.31 0.31
Maximo 40.00 160.00 40.00 40.00
ANOVA - Halo
Sum of Squares df Mean Square F p

3950.74 19.00 207.93 2.91 8.57¢-4

4286.25 60.00 71.44

Note. Type 11l Sum of Squares
e METODO DE MICRODILUICAO COM ANTIFUNGICOS COMERCIAIS

Repeated Measures ANOVA

Within Subjects Effects

Sum of Squares df Mean Square F p VS-MPR* n> n?,
RM Factor 1 9172.53% 3¢ 3057.51% 3.84%0.01° 6.09 0.17 0.17
Residual 45378.78 57 796.12

Note. Type I1I Sum of Squares

Between Subjects Effects
Sum of Squares df Mean SquareF p VS-MPR*n*n?,
Residual 45378.78 57 796.12

Note. Type 11l Sum of Squares

APENDICE II

e METODO DE MICRODILUICAO COM EXTRATOS DE PROPOLIS E
FRACOES
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Estatistica descritiva

Ext. Fr. Fr. Fr.
Etanolico Hexanica Acetanolica Cloroformica
Validade 18 18 18 18
Auséncia 0 0 0 0
Significancia 152.77 293.40 138.88 175.34
Erro padrao 28.46 50.47 22.20 27.34
Desvio padrao 120.75 214.15 94.20 116.01
Variancia 14581.09 45858.49 8873.31 13458.90
Faixa 468.80 468.80 218.80 468.80
Minimo 31.20 31.20 31.20 31.20
Maximo 500.00 500.00 250.00 500.00
Repeated Measures ANOVA
Post Hoc Tests
Post Hoc Comparisons - RM Factor 1
Mean Difference SE t P tukey P bonf
Ext. Etanodlico Fr. Hexanica -140.63 48.81 -2.88 NaN 0.06
Fr. Acetanolica 13.88 2277 0.61 NaN 1.00
Fr. Cloroformica -22.58 28.89 -0.78 NaN 1.00
Fr. Hexanica Fr. Acetanolica 154.52 51.80 298 NaN 0.05
Fr. Cloroformica 118.06 60.35 196 NaN 0.40
Fr. Acetanolica Fr. Cloroformica -36.46 19.77 -1.84 NaN 0.50

Note. Tukey corrected p-values are not appropriate for repeated measures post-hoc tests
(Maxwell, 1980; Field, 2012).

Between Subjects Effects

Sum of Squares df Mean SquareF p VS-MPR*n*n?,

Residual

799605.74 51

15678.54

Note. Type I1I Sum of Squares
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