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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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RESUMO: A candidiase vulvovaginal (CVV)
€ uma vaginite comum que afeta mulheres
especialmente em idade fértil. Candida albicans
€ a levedura responsavel por quase 80% dos
casos, porém outras espécies, como C. glabrata,
C. tropicalis e C. parapsilosis, também podem
causar CVV. Essas etiologias tém aumentado
e com isso, também o perfil de resisténcia aos
antifngicos convencionais. Atualmente, os
protocolos de tratamento da CVV baseiam-se
na classificacéo clinica em CVV complicada e
CVV nao-complicada, que estratifica a infeccao
de acordo com a intensidade e frequéncia das
manifestagdes clinicas, bem como as espécies
envolvidas. Na terapéutica, considerando o
limitado arsenal de farmacos disponivel e o
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crescente perfil de resisténcia fungica, a busca por novas fontes terapéuticas, com
baixa toxicidade e facil administracdo, deve ser motivada. O extrato de propolis
(PRPe) tem sido utilizado em diversos tratamentos, considerando sua composicao e
propriedades farmacologicas que permitem uma ampla aplicabilidade, inclusive como
agente antifungico. Este estudo relata uma experiéncia in vitro e in vivo da utilizagdo
do PRPe. In vitro, os isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata foram sensiveis a
atividade antifungica do PRPe. Adicionalmente, o estudo in vivo, com modelo murino
de CVV por C. albicans, mostrou uma expressiva redugdo da carga fungica e uma
reorganizacdo epitelial nos animais tratados com prépolis, comparado ao controle.
Esses resultados atestam a oportunidade promissora do PRPe no tratamento da CVV
e representam um incentivo ao desenvolvimento de pesquisas de fase clinica.
PALAVRAS-CHAVE: propolis; candidiase experimental; antifungico.

IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION ON THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF
PROPOLIS EXTRACTIVE SOLUTION ON VULVOVAGINAL CANDIDIASIS

ABSTRACT: Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a common vaginitis that affects women,
especially at childbearing age. Candida albicans is responsible for almost 80% of cases,
but other species such as C. glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis may also cause
VVC. These etiologies have increased and also the resistance profile to conventional
antifungals. Currently, VVC treatment protocols are based on the clinical classification
into complicated and uncomplicated VVC, which stratifies the infection according to
the intensity and frequency of clinical signs, as well as the species involved. In therapy,
considering the limited arsenal of drugs available and the growing fungal resistance
profile, the search for new therapeutic sources with low toxicity and easy administration
should be motivated. The propolis extractive solution (PRPe) has been used in several
treatments, considering its composition and pharmacological properties that allow a
wide applicability, including as an antifungal agent. In this study, were reported an in
vitro experiment of PRPe against clinical isolates of C. albicans and C. glabrata which
an expressive PRPe antifungal activity. An in vivo study has been also performed with
a murine model of VVC by C. albicans, which showed a significant reduction in fungal
burden and an epithelial reorganization in the propolis-treated animals, compared to
control. These results attest to the promising opportunity of PRPe in the VVC treatment
and represent an incentive for the development of clinical phase research.
KEYWORDS: propolis; experimental candidiasis; antifungal.

11 INTRODUCAO

Candidiase Vulvovaginal

Candidiase vulvovaginal (CVV) é um importante problema de saude publica
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mundial. E caracterizada por uma série de sinais (eritema e edema vulvar, fissuras,
escoriacdes e leucorréia vaginal espessa) e sintomas (prurido vulvar, ardéncia,
vermelhiddo, inchago, dispareunia, disuria externa), ndo necessariamente
manifestados todos ao mesmo tempo. CVV afeta um grande numero de mulheres
saudaveis em idade fértil, resultando em sintomas que geram desconforto genital,
prejuizos nas relacbes sexuais e afetivas, além de reduzir a qualidade de vida e
prejudicar o desempenho laboral. Como consequéncia, estima-se que s6 nos EUA,
os gastos com mulheres afetadas pela CVV sao de aproximadamente $1 bilhdo/ano.
No Brasil, bem como nos EUA, a CVV é a segunda causa de infec¢éo vaginal, sendo
precedida somente pela vaginose bacteriana. Mas na Europa, CVV é a principal
causa de infec¢des vaginais. Situacées em que a mesma mulher manifesta trés ou
mais episddios de CVV no periodo de um ano sao considerados CVVR, candidiase
vulvovaginal recorrente (Sobel, 2007; Sobel, 2014; Sobel, 2016).

Atualmente, € muito dificil avaliar a real prevaléncia da CVV na populacéo,
mas estima-se que seja muito superior aos niumeros publicados, pois além de néo
ser agravo de notificacdo compulséria, ha o fato de Candida spp. estar presente no
trato genital de aproximadamente 20% das mulheres saudaveis, sem caracterizar
uma CVV. Além disso, a automedicacéo indiscriminada, com o uso das drogas over-
the-counter que estao facilmente disponiveis para compra, sem prescricdo médica,
contribui para subestimar os dados epidemiolégicos de CVV (Pappas et al., 2016).

Etiologia da CVV

Candida albicans é o principal patégeno responsavel pelas infeccées de
CVV, representando por 60-80% dos casos, especialmente aqueles de CVV néao-
complicada (Kennedy et al., 2010). A segunda espécie mais comumente relacionada
aCVV é C. glabrata, seguido das espécies C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
inconspicua, sendo conhecidas como espécies Candida nao-C. albicans (Colombo
et al., 2013).

Classificacao da CVV

O Center of Disease Control (Pappas et al., 2016) classifica a CVV, clinicamente,
em CVV nao-complicada e CVV complicada (Tabela 1). A CVV nao-complicada
inclui os casos esporadicos de CVV, com sintomas leves a moderados, causados
pela espécie C. albicans, em mulheres imunocompetentes. A CVV complicada,
diagnosticada em 10 a 20% dos casos, € representada pelos casos de CVV com
sintomatologia mais severa, CVVR, infec¢cdes causadas pelas espécies Candida
nao-C. albicans ou aqueles que ocorrem em mulheres imunocomprometidas (p. ex.
diabéticas, usuarias de corticosterapia ou terapia imunossupressora, infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana).
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CVV Nao-complicada CVV Complicada

(todos os critérios) (pelo menos um dos critérios)
CVV esporadica / infrequente CVV recorrente
CVV com sintomas leves / moderados CVV com sintomas severos

Infeccéo por espécies de Candida néo-

Infec¢é@o por Candida albicans .
albicans

Mulheres imunocomprometidas ou em uso

Mulheres imunocompetentes L
de terapias imunossupressoras

Tabela 1 — Classificagao Clinica da Candidiase Vulvovaginal (CVV) segundo Center for Disease
Control and Prevention (2015)

Fonte: Pappas, 2016

Fisiopatologia da CVV

Muitos fatores podem influenciar no processo infeccioso por essas leveduras que
frequentam naturalmente o ambiente vaginal. Destaca-se a presenca do estrogénio;
o comensalismo, ou seja, a presenca das leveduras no local sem causar doenca;
condi¢cdes imunolégicas da mulher, bem como as caracteristicas bioquimicas e
microbiolbgicas da levedura no ambiente vaginal (Mtibaa et al., 2017). ACVV é uma
infeccdo comum na fase puberal e rara nas fases pré-pubere e pds-menopausa,
exceto em casos sob terapia de reposicdo hormonal uma vez que os estrogénios
atuam de modo multifatorial com destaque para as modificagdes diretas no epitélio
e na composicdo vaginal da hospedeira, permitindo a infeccédo por Candida spp.
Além disso, estao envolvidos fatores ligados diretamente ao patdégeno, conhecidos
como potencial de viruléncia (Silva et al. 2012). Nesse contexto, é sabido que a CVV
ocorre naturalmente, de modo mais frequente e com sintomas mais severos, na fase
lutea do ciclo ovulatorio devido aos picos de estrogénio e progesterona que ocorrem
nessa fase.

A microbiota vaginal exerce um papel importante na manutencéo da saude
vaginal e confere um efeito protetor contra a CVV através de mecanismos ainda
ndao muito bem esclarecidos. Ademais, o pH vaginal 4cido, gracas a producédo de
acido latico pelos Lactobacillus spp., também possui um forte efeito protetor para o
ambiente vaginal contra infec¢des oportunistas (Gongalvez et al. 2016).

Acredita-se que a CVVR esteja relacionada diretamente com os estados
adquiridos de depressédo imunolégica da mucosa vaginal normal, associados aos
polimorfismos genéticos predisponentes a doenca, o que permitiria uma reducao
do limiar de tolerancia da mucosa ao micro-organismo quando comparadas a
mulheres nao propensas a CVV. Entretanto, ha ainda outros fatores envolvidos na
etiofisiopatogenia e no tratamento da CVV que ainda nao estéo elucidados (Mtibaa
et al., 2017; Gongalvez et al. 2016).

Nesse contexto, € importante identificar e reconhecer minimamente os fatores
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de risco associados a CVV que predispde as pacientes a recorréncia. Dentre os
fatores de risco mais conhecidos estdo: alta frequéncia de relacbes sexuais,
recepcao de sexo oral, uso de condom e espermicidas, uso de anticoncepcionais
hormonais combinados com altas doses de estrogénio, gestacao, uso de antibibticos
e imunossupressores, diabetes mellitus descompensada, estresse, obesidade e a
propria predisposicao genética (Achkar et al., 2010; Sobel, 2017).

Candida spp. é dotada de importantes fatores que sao responsaveis pela
sua alta viruléncia, dificultam a resposta imunoldgica do paciente e adicionalmente
prejudicam a acao fungicida do antifngico no tratamento. Dentre esses fatores de
viruléncia pode-se citar: filamentacao, capacidade de aderir a células do hospedeiro
e a dispositivos médicos, e a consequente formacao de biofilme sobre essas
superficies. Em conjunto, esses fatores podem ser responsaveis pela permanéncia
prolongada desse agente no ambiente vaginal.

Diagnéstico da CVV

O diagnéstico da CVV é sugerido na presenca de dois ou mais sinais ou
sintomas pela paciente associado a presenca de leveduras, hifas ou pseudo-hifas
na avaliagdo a fresco (solucéo salina, 10% KOH) e coloracdo de Gram da secrec¢ao
vaginal (Pappas et al. 2016). Porém, devido a baixa especificidade dos achados
clinicos, uma vez que também podem se manifestar em outras infec¢des vaginais
(vaginose bacteriana, tricomoniase e gonorreia), a cultura para identificacédo da
espécie da levedurainfectante ganha espaco relevante no diagnostico para direcionar
o tratamento adequado, além de predizer o risco de recorréncia da doencga (Sobel
2016).

Segundo orientagdes do CDC, o uso de KOH a 10% em exames a fresco
facilita a visualizacdo de leveduras e micélios ao romper material celular que possa
sobrepor as leveduras ou pseudo-hifas. Por isso, esse exame deve ser realizado em
todas as mulheres que apresentem sinais e sintomas de CVV. Aquelas que tiverem
resultado positivo, devem ser tratadas; aquelas que tiverem resultado negativo,
a cultura vaginal deve ser considerada. Se a cultura de Candida spp. nao puder
ser realizada, o tratamento empirico deve ser considerado nos casos de CVV nao-
complicada (Pappas et al. 2016).

Nos casos de CVV complicada, a cultura é de extrema importancia, tanto
no diagnostico como na identificacdo de espécies atipicas, incluindo as espécies
como C. glabrata que ndo forma hifas ou pseudo-hifas e, por esse motivo, tem sua
identificac&o prejudicada no exame a fresco da secrecao vaginal. Mulheres que, por
ventura, apresentem culturas vaginais positivas para Candida spp., na auséncia de
manifestacdes clinicas, ndo devem ser tratadas, visto que até 20% das mulheres sao
colonizadas pelo fungo e se mantém assintomaticas (Pappas et al. 2016).

Por fim, o controle de cura s6 esta indicado ap6s tratamento de infec¢des
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persistentes por Candida néo-C. albicans com pelo menos duas culturas negativas
uma semana e duas semanas apos o tratamento (Febrasgo, 2010).

Tratamento da CVV

O tratamento da CVV depende de diversos fatores (historia clinica atual
e pregressa da paciente, classificacdo clinica da CVV, exame fisico e resultados
laboratoriais) e, por isso, deve ser individualizado. De modo geral, as drogas
antifangicas disponiveis no mercado podem ser divididas em poucas classes
farmacologicas, conforme seu mecanismo de acdo (Tabela 2), sendo que uma
grande parte delas pode ser aplicada na terapéutica da CVV (Silva, 2010).

Grupos Poliénicos Imidazélicos | Triazélicos | Equinocandinas Outros
miconazol
butoconazol fluconazol .
N . . . flucitosina
. nistatina clotrimazol itraconazol caspofungina .
Farmacos - . ; acido
anfotericina B cetoconazol terconazol micafungina bbrico
fenticonazol voriconazol
tioconazol

Tabela 2 — Classificagao farmacologica dos antifingicos
Fonte: Silva, 2010

Nesse contexto, a CVV néao-complicada pode ser tratada, de forma eficaz,
com formulag¢des de curta duragdo, isto é, dose Unica ou regimes de 1 a 3 dias
(Tabela 3), sendo que os azodlicos aplicados topicamente resultam em rapido alivio
dos sintomas e culturas negativas em 80-90% das pacientes que finalizam a terapia
(Pappas et al. 2016). Ja os protocolos nacionais trazem a nistatina como droga
de primeira escolha no tratamento da CVV nao-complicada e, também na CVV
complicada causada por espécies Candida nao-C. albicans, como opc¢éo eficaz e de
baixa toxicidade podendo ser utilizada com seguranca em grupos especiais como
gestantes, criancas e idosos (Febrasgo, 2010).

Contudo, apesar de os derivados azélicos serem medicacbes bem toleradas,
estdo frequentemente associados a reagdes locais adversas (irritacao, vermelhidao,
ardor e prurido) e efeitos sistémicos ja descritos. Essas reacdes adversas podem ser
motivo de baixa aderéncia ao tratamento e descontinuagcéo do uso do medicamento,
além de confundir os parametros de controle de cura clinica e limitar o sucesso do
tratamento.

Nos casos de CVV complicada, os episodios isolados de infeccdo respondem
bem as terapias de curta duragao com azélicos tépicos ou orais, porém, para manter
o controle clinico e micologico, recomenda-se o tratamento estendido da droga de
escolha inicial por 7 a 14 dias, ou dose unica de fluconazol (100, 150 ou 200mg) a
cada 3 dias em um total de 3 doses (Pappas et al. 2016). Em associa¢ao, nos casos
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de CVVR, o tratamento de manutencdo semanal com fluconazol oral (100, 150 ou
200mg) ou clotrimazol 500mg vaginal &€ recomendado, por pelo menos seis meses,
com 40-50% de sucesso em manter a cura clinica e laboratorial por até um ano ap6s
o término do tratamento. Na gravidez e lactacdo, uma vez que os azolicos orais sdo
contra indicados (Classe C), em casos de recorréncia, pode-se utilizar clotrimazol
500 mg a cada 1 a 2 semanas para melhor controle dos sintomas (Febrasgo, 2010).
Adicionalmente, os casos de CVV com clinica severa estdo associados a pior
resposta quando utilizados tratamentos orais ou tdpicos de curta duracdo, sendo
recomendado um regime estendido com azodlicos tépicos por até 14 dias ou duas
doses sequenciais de fluconazol (150mg) com intervalo de 3 dias (Pappas et al.
2016).

Nos casos de CVV por espécies Candida nao-C. albicans é importante excluir
outras causas para os sintomas apresentados pela paciente antes de estabelecer o
plano terapéutico, uma vez que 50% das infec¢des por essas espécies apresentam
minimos ou nenhum sintoma, e a cultura positiva ndo deve ser fator exclusivo
determinante no planejamento do tratamento (Kennedy et al., 2010). Ainda ndo ha um
tratamento padrao para as infeccdes vaginais por espécies Candida néao-C. albicans,
os protocolos ainda incluem como primeira escolha os regimes estendidos (7-14
dias) de azdlicos nao-fluconazol orais ou topicos, apesar da crescente resisténcia
dessas espécies a esse grupo antifungico.

Medicamento Concentracao Posologia edole
tratamento
nistatina (creme) 100.000UlI 49, 1 vez ao dia, intravaginal 14 dias
clotrimazol (creme) 1% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 7-14 dias
clotrimazol (creme) 2% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
miconazol (creme) 2% 5g, 1 vez ao dia, intravaginal 7 dias
miconazol (creme) 4% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
butoconazol (creme) 2% 59, 1 vez ao dia, intravaginal dose Unica
terconazol (creme) 0.4% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 7 dias
terconazol (creme) 0.8% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
fluconazol (comprimido) 150mg 1cp, 1 vez ao dia dose Unica
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Tabela 3 — Esquemas terapéuticos recomendados no tratamento da CVV nao-complicada
Center for Disease Control and Prevention (2015)

Fonte: Febrasgo, 2010, Pappas, 2016

Se houver recorréncia, pode se utilizar acido bérico 600mg em céapsulas
gelatinosas via vaginal, diariamente, por 2 semanas, com taxa de cura de até 70%
, OU com um custo mais elevado, a op¢ao da flucitosina 17% sozinha ou associada
a anfotericina B 3% tdpica diaria, por 14 dias consecutivos (Febrasgo, 2010; Sobel
2016

Por fim, o tratamento do parceiro sexual ndo se faz necessario em nenhuma
das situagdes ja mencionadas, por falta de evidéncias que suportem melhores
resultados com essa conduta, exceto nos casos em que haja clinica propria de
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balanite (eritema, prurido e irritacdo na regido da glande peniana), quando ha entao
beneficio no tratamento topico para alivio dos sintomas masculinos (Febrasgo, 2010;
Pappas et al. 2016).

21 NOVAS TERAPIAS ANTIFUNGICAS

No contexto da inovacgéao terapéutica, os compostos naturais possuem papel
relevante como fonte de novas drogas com boa atividade antimicrobiana e baixo
efeito citotoxico. Nas ultimas 3 décadas, 49% dos quimioterapicos aprovados pelo
Food and Drug Administration - FDA derivam diretamente de produtos naturais
(Newman et al., 2016). A indastria farmacéutica tem demonstrado muito interesse
na descoberta de novas moléculas derivadas e compostos naturais com efetividade
isolada ou em associagcdo com outras drogas ja conhecidas para otimizar diversos
tratamentos. Além disso, os compostos naturais tém se mostrado como alternativas
terapéuticas interessantes, gracas a multiplas atividades bioldgicas, baixa toxicidade
e poucos efeitos colaterais.

Propolis

Propolis € um material resinoso, fortemente adesivo, produzido principalmente
por abelhas Apis mellifera L., a partir da coleta de brotos e exsudatos de plantas,
misturados com enzimas, pélen e cera (Burdock et al., 1998). Dentre muitas
utilidades, a prépolis € utilizada pelas abelhas para preservar sua sociedade contra
diversas doencas, como infecgdes fungicas e bacterianas, gragas as propriedades
antimicrobianas atribuidas a prépolis.

Registros bibliograficos mostram o uso terapéutico da prépolis desde a
antiguidade por egipcios, persas e romanos. Como um composto natural, tem
sido usada como um remédio tradicional para tratar diversas doencas devido suas
caracteristicas biologicas e farmacologicas, com multiplas atividades terapéuticas
ja demonstradas, dentre elas antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
antioxidante, reparadora tecidual, citostatica e antitumoral com resultados positivos
e inovadores no tratamento da CVV (Oryan et al., 2018; Capoci et al., 2015; Longhini
etal., 2007; Castaldo et al., 2002). Além disso, seu baixo efeito citotoxico foi reportado
por alguns autores, assegurando seu uso e aplicacao clinica (Capoci et al., 2015).

Os efeitos antifungicos in vitro da propolis ja foram demonstrados em diversos
estudos prévios, incluindo varias espécies de fungos (Veiga et al., 2018; Capoci et al.
2015), comprovando sua a¢ao tanto fungistatica quanto fungicida. Além disso, nosso
grupo também tem experiéncia com o uso do extrato de prdpolis no tratamento clinico
da onicomicose (Veiga et al. 2018), com resultados promissores ja que comprova a
atividade antifungica aliada a baixa toxicidade, reportada por Capoci et al. 2015.
Entretanto, pesquisas envolvendo a aplicagao clinica visando a terapéutica vaginal,
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ainda séo incipientes. Em principio, prépolis tem um grande potencial para uso no
tratamento da candidiase, tendo em vista os efeitos cumulativos, como antifungico,
anti-inflamatério, diminuindo sintomas importantes da CVV, como edema e prurido.
Adicionalmente, suas propriedades na regeneracéo de tecidos, aliadas a auséncia
de citotoxicidade, credenciam a prépolis como promissor novo farmaco no combate
a CVV. Assim, o extrato de propolis € uma importante alternativa terapéutica do
ponto de vista econémico e de eficacia farmacolégica. Contudo, s&o raros os estudos
realizados com esse fim em animais de laboratério.

Baseados neste panorama, desenvolvemos um estudo visando avaliar a
atividade antifungica de uma formulacdo farmacéutica contendo prépolis (extrato
alcodlico) ja recomendado pela ANVISA RDC n°97 (1° de Agosto de 2016, Art.33)
para uso na cavidade bucal, como anti-inflamatério, antisséptico e cicatrizante. O
extrato de préopolis (PRPe) foi testado in vitro sobre leveduras vaginais e in vivo
em CVV experimental causada por C. albicans, em camundongos Balb/C. PRPe
€ uma complexa mistura constituida por 47% de resina contendo vitaminas, sais
minerais, compostos fenélicos como flavondides, acidos graxos, alcoois aromaticos
e ésteres; 30% de ceras; 5% de pélen, 4-15% de substancias volateis e matérias
estranhas; e 13% de substancias desconhecidas. Entre estes componentes, os
polifendis (flavonoides) estdo presentes em altas concentragdes, os quais tém sido
identificados como sendo responsaveis pelas principais atividades farmacolégicas
deste composto.

Para esse estudo, inicialmente foram realizados testes in vitro de acordo com
o documento M27-A3 do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), modificado
para produtos naturais (Capoci et al. 2015). PRPe foi testado nas concentracdes
de 5,2 a 2680 pg/mL de polifendis totais sobre isolados clinicos CVV (Comité de
ética e pesquisa com seres humanos (COPEP) CAAE n° 02200093000-09 reporte n°
435/2009). Foram utilizadas 104 leveduras do género Candida, sendo 56 leveduras
da espécie C. albicans e 48 da espécie C. glabrata. A Figura 1 mostra de forma
representativa a determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM) de prépolis
frente as duas espécies de levedura. C. albicans mostrou maior sensibilidade a
atividade antifungica do PRPe em relacéo a espécie C. glabrata. A concentracdo de
167 pg/mLde polifendis totais foi capaz de eliminar a maioria (59%; n=33) dos isolados
clinicos da espécie C. albicans. Por outro lado, 69% (n=33) dos isolados clinicos da
espécie C. glabrata, foram sensiveis a atividade antifiUngica na concentracao de 335
pg/mL de polifendis totais.
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A pg/mL polifendis totais B pg/mL polifendis totais

Isolados clinicos C. albicans
Isolados clinicos C. glabrata

Figura 1: Imagem representativa da determinacao da concentrac¢édo fungicida minima (CFM) do
extrato de prépolis (PRPe) sobre leveduras isoladas de pacientes com candidiase vulvovaginal.
A concentragcdo do extrato de propolis variou de 5,2 a 2680 pg/mL de polifendis totais. A)
Representacédo da CFM do extrato de propolis para os isolados clinicos de C. albicans.

B) Representacao da CFM do extrato de propolis para os isolados clinicos de C. glabrata.
Controle Positivo= C+ (leveduras em meio de cultura sem propolis). CFM corresponde a menor
concentracao de PRPe capaz de impedir o crescimento das leveduras.

Os resultados in vitro foram encorajadores para a realizagcdo do estudo
experimental, em animais de laboratério. Assim, as propriedades antifungicas
do PRPe foram avaliadas em camundongos BALB/C fémeas (n=24) com 4 a 5
semanas de idade e peso médio de 22 gramas. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética em animais CEUA, da Universidades Estadual de Maringa sob parecer n°
4717180616. Os animais foram divididos em trés grupos com oito animais cada,
sendo: grupo controle (sem tratamento), grupo tratado com PRPe (214 pug/mL de
polifendis totais) e grupo tratado com droga comercial, miconazol creme (20mg/qg).
Apo6s comprovacao que o modelo infeccioso tinha sido estabelecido e estabilizado,
os animais foram tratados 2x/dia por 7 dias. Para este ensaio, foi escolhida uma
concentracdo mediana do PRPe a partir da atividade antifungica in vitro. A Figura 2
mostra reducao expressiva na carga fungica apés o tratamento da CVV experimental
com PRPe quando comparado com o grupo controle. Observamos que a atividade
antifungica foi significativa apds sete dias de tratamento com reducédo da carga
fungica aproximada de 2 logs, p<0.05, o que representa uma redu¢ao da viabilidade
fungica de aproximadamente 100x. Estes resultados foram semelhantes aqueles
obtidos com a droga de referéncia.
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Figura 2. Atividade antifungica in vivo do extrato de prépolis (PRPe) em modelo de candidiase
vulvovaginal experimental. A) Camundongos fémeas com candidiase vulvovaginal (n=8) sem
tratamento (controle), tratados (n=8) durante 7 dias com o PRPe (30uL, 214 ug/mL de teor total
de fenol contido em acido gélico) e tratados (n=8) durante 7 dias com miconazol (30uL, 20mg/g
creme). *p<0.05, de acordo com o Student’s t-test, realizado pelo programa GraphPad Prism
verséo 6.0.

Apéds sete dias de tratamento, foi retirado cirurgicamente o tecido vaginal dos
animais avaliados. Cortes histolégicos foram realizados com posterior coloracao por
Grocott-Gomori’s methenamine silver (GMS) e contra-corados com haematoxylin
and eosin (H&E). Ap6s analise de no minimo 20 campos microscoépicos, foi possivel
comprovar a eficiente atividade antifungica do PRPe com importante reducdo da
carga fungica no tecido vaginal (Figura 3A) e reconstituicdo da camada cdérnea com
estabelecimento da integridade da mucosa vaginal, como observado na figura 3B.

Figura 3. Andlise histopatolégica da mucosa vaginal de animais Balb/c infectados
intravaginalmente com Candida albicans e tratados com extrato de prépolis (PRPe). (A) Grupo
controle: animais infectados intravaginalmente com C. albicans e sem tratamento (20x). (B)
Grupo tratamento: animais infectados intravaginalmente com C. albicans e tratados 2x/dia
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durante 7 dias (20x). Setas pretas indicam a presenca de pseudo-hifas de Candida albicans
no extrato corneo da mucosa vaginal. Setas brancas indicam o extrato corneo da mucosa
vaginal reconstituido e com a auséncia de leveduras ap6s o tratamento com o PRPe. Cortes
histol6gicos corados por Grocott-Gomori’s methenamine silver (GMS) e contra-corados com
haematoxylin and eosin (H&E).

31 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os desafios encontrados em relagédo a abordagem terapéutica
da CVV, o extrato de proépolis, ja aceito e disponivel no mercado para tratamento de
infeccbes tegumentares, tem potencial para ser empregado também no tratamento
de infeccbes de mucosas, mais especificamente a CVV. Neste estudo, o extrato de
prépolis mostrou eficiente atividade antifungica in vitro, corroborando com estudos
prévios a este e, também de outros grupos. Além disso, apresentou resultados
satisfatérios no tratamento in vivo, em animais infectados experimentalmente com
C. albicans, sendo esta a espécie de levedura mais frequente em CVV, configurando
uma alternativa eficiente para tratamento da CVV em humanos. Importante destacar
qgue o estudo histopatolégico mostra néo apenas o desaparecimento dos fungos no
tecido da mucosa vaginal como também a reconstituicdo do epitélio, provavelmente
devido a acdo somatoria das propriedades antifungicas e cicatrizantes da prépolis.
Além disso, é importante destacar a auséncia de citotoxicidade da prépolis
evidenciada em estudos prévios. Esses resultados credencia a utilizacdo dessa
formulacédo em estudos de fase clinica, envolvendo mulheres com casos reais de
CVV randomizadas e, posteriormente, o pedido de autorizacdo da ANVISA para seu
uso no tratamento clinico da CVV. Essas etapas sao promissoras e respaldadas
pelas importantes acbes biolégicas da propolis, bem como pelo seu baixo custo e
facil disponibilidade no mercado, inclusive no sistema publico de saude.
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