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RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais na odontologia tem se mostrado como uma fonte
alternativa no combate as patologias orais, incluindo as infec¢des flngicas,
causadas, geralmente, por Candida spp. Avaliar a acao antifungica de tinturas de
propolis Apis milifera e roma Punica granatum sobre Candida albicans (ATCC
76618), Candida krusei (ATCC 6538) e Candida tropicalis (ATCC 13803). A acéo
antifungica das tinturas foi avaliada pelo método da Concentracao Inibitéria Minima
em meio de cultura sélido Agar Saburaud Dextrose (Difco®). Foram confeccionados
pocos, com 6 mm de didmetro, destinados a insercdo de 50 pL das tinturas. Foram
avaliadas seis concentracdes seriadas das tinturas, sendo a concentracao inicial
para a tintura de propolis 200 mg/mL e 300 mg/mL a concentracéo inicial para a
tintura de roma. Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas em estufa
bacteriologica por 48 h a 37 ©C. A analise dos dados para a Concentracdo Inibitoria
Minima foi feita através da mensuracdo dos halos de inibi¢cdo, sendo considerados
quando iguais ou superiores a 10 mm de didmetro. Para a tintura de roma
observou-se que as Concentracédo Inibitdria Minima sobre Candida albicans, Candida
krusei e Candida tropicalis foram 9,37 mg/mL, 9,37 mg/mL e 18,75 mg/mL,
respectivamente. Em relagao a tintura da propolis, constatou-se que apenas em
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sua forma pura apresentou acdo antifingica sobre Candida krusei e Candida
tropicalis, entretanto a mesma ac¢ao ndo foi observada sobre Candida albicans. As
tinturas avaliadas apresentam acao antifungica sobre as cepas avaliadas, exceto a
tintura da proépolis sobre Candida albicans.

Palavras chave: Candida albicans, Apis mellifera, Punica granatum.

RESUMEN

Se ha demostrado que el uso de productos naturales en Estomatologia es una
fuente alternativa contra las enfermedades orales, incluyendo las infecciones
micoéticas, generalmente causadas por Candida spp. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la accion antimicética de las tinturas a partir del propoleo (Apis milifera) y a
partir de pomegranate (Punica granatum) sobre Candida albicans (ATCC 76618),
Candida krusei (ATCC 6538) y Candida tropicalis (TCC 13803). La actividad
antimicética de las tinturas fue evaluada por el método Minimum Inhibitory
Concentration en Aagar Dextrosa Saburaud (Difco®). Se crearon 6 orificios con un
diametro de 6 mm para la insercion de 50 pL de tinturas. Se evaluaron 6
concentraciones seriadas donde la concentracion inicial para las tinturas a partir de
propéleo fue de 200 mg/mL y de 300 mg/mL como concentracion inicial para la
tintura a partir de pomegranate. Posteriormente, los discos de Petri fueron
incubados durante 48 h a 37°C. El analisis de los datos para Minimum Inhibitory
Concentration fue realizado midiendo las zonas de inhibicién, se considerd
inhibicién cuando es igual o mayor de 10 mm de diametro. En el caso de la tintura
de pomegranate, se comprobd que la Minimum Inhibitory Concentration en Candida
albicans, Candida krusei y Candida tropicalis fueron de 9,37 mg/mL, 9,37 mg/mL y
18,75 mg/mL respectivamente. Para las tinturas a base de propodleo, la accién
antimicotica fue verificada solo en la concentracion pura sobre Candida krusei y
Candida tropicalis, pero no fue observada en Candida albicans. Las tinturas a base
de pomegranate y propoéleo tuvieron actividad antimicética sobre las cepas
evaluadas, excepto en el caso de la tintura a base de propdleo sobre Candida
albicans.

Palabras clave: Candida albicans, Apis mellifera, Punica granatum.

ABSTRACT

The use of natural products in Dentistry has been shown as an alternative source
against oral diseases, including fungi infections, generally caused by Candida spp.
The aim was to evaluate the antifungal action of tinctures from propolis (Apis
milifera) and from pomegranate (Punica granatum) on Candida albicans (ATCC
76618), Candida krusei (ATCC 6538) and Candida tropicalis (ATCC 13803). The
antifungal activity of tinctures was evaluated by Minimum Inhibitory Concentration
method on Saburaud Dextrose Agar (Difco®). Six wells were confectioned, with 6 mm
of diameter, to the insertion of 50 pL of tinctures. Six serial concentrations were
evaluated, been 200 mg/mL the initial concentration for tincture from propolis and
300 mg/mL the initial concentration for tincture from pomegranate. Later, the Petri
plates were incubated in bacteriological incubator for 48 h on 37 ©C. Data analysis
for Minimum Inhibitory Concentration was conducted by measurement of inhibition
zones, been considered inhibited when equal or bigger than 10 mm of diameter. For
tincture from pomegranate, was verified that the Minimum Inhibitory Concentration
on Candida albicans, Candida krusei and Candida tropicalis were 9.37 mg/mL,
9.37 mg/mL and 18.75 mg/mL, respectively. For tinctures from propolis, the
antifungal action was verified only in pure concentration on Candida krusei and
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Candida tropicalis, but it was not observed on Candida albicans. The tinctures from
pomegranate and propolis had antifungal activity on evaluated strains, except for
tincture from propolis on Candida albicans.

Key words: Candida albicans, Apis mellifera, Punica granatum.

INTRODUCAO

A candidiase é definida como infec¢ao fungica bucal, mais prevalente, sendo
geralmente diagnosticada por meio da descamacéao do epitélio bucal, além de seu
aspecto eritematoso com presenca de placas brancas destacaveis sobre a mucosa;
sensacdo de ardéncia e prurido.® A Candida albicans é citada como a espécie de
maior patogenicidade, predominantemente encontrada em lesGes de candidiase na
mucosa bucal, no entanto, observa-se o0 aumento no nimero de espécies nao
albicans no curso da infeccdo, a exemplo: C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e
C. guilliermondii.?

Em individuos imunocomprometidos, especialmente os acomeditos pelo HIV/AIDS,
cerca de 74 % apresentam les6es na mucosa bucal ocasionados por infeccdes
causadas por Candida spp.®* Ressalta-se que nestes individuos a candidiase bucal
pode funcionar como um marcador da progressdo da doenca e preditivo para o
aumento da imunossupressao. Diante desse contexto, a pesquisa de novos agentes
terapéuticos torna-se uma medida relevante.®

Mesmo com o emprego de diversos medicamentos existe a possibilidade de cepas
resistentes, conforme apresentado por Rex e outros,? no qual se verificou relatos de
casos referentes a resisténcia medicamentosa da C. albicans frente a derivados
azoélicos, em pacientes HIV positivos com diagnéstico de candidose bucal. Assim,
diante do evidente crescimento do niumero de patdégenos resistentes aos
antimicrobianos atualmente utilizados na clinica, verifica-se emergente necessidade
de introduzir novos agentes antimicrobianos no arsenal terapéutico.®

No que se refere a resisténcia de cepas de Candida aos antifungicos sintéticos
azolicos, como fluconazol, miconazol e intraconazol, diversos mecanismos
contribuem para o fendbmeno de resisténcia, entre eles destacam-se: a
superexpressao ou mutacdo do gene ERG11, que codifica a enzima alvo dos azéis,
a lanosterol 14-a4-desmetilase;’ a superexpresséo de genes CDR1, CDR2 e MDR1
gue codificam bombas de efluxo;®° alteracdes do gene ERG-3 que codifica a
enzima 5-6 esterol dessaturase, importante na sintese do ergosterol,** bem como
alteracdes na composicao lipidica da membrana plasmatica fangica, o que dificulta
o influxo do fArmaco na célula.’? Ressalta-se que estes mecanismos podem ocorrer
simultaneamente, contribuindo para ampliar o fendbmeno de resisténcia.

Diante do exposto, verifica-se a necessidade de estudos sobre a atividade de
produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor desempenho sobre tais
microrganismos.>*® A utilizacdo de plantas medicinais, devido as suas propriedades
anti-sépticas, é verificada desde a antiguidade. Entretanto, evidéncias clinicas e
laboratoriais sobre a efetividade desses elementos ainda sdo escassas na
literatura.***®
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A utilizacao destes produtos naturais, visando a producao de substancias com
atividade antimicrobiana capaz de interferir no desenvolvimento do biofilme bucal,
se faz uma alternativa valida. Além disto, outras patologias bocais, como a
candidose bucal, podem receber como terapéutica o emprego de produtos
naturais'® dentre esses estéo substancias a base de Apis milifera (prépolis) e Punica
granatum (roma).

Relatos sobre a acdo antibacteriana e antifingica de extratos de Apis milifera
(prépolis) e Punica granatum (roma) tém sido descritos por varios estudos.*’?* Um
dos principais componentes responsavel pela acdo antimicrobiana desses produtos
é o glicosideo flavandide, o qual tem propriedades anti-sépticas e
antiinflamatérias.?! Diante disto, objetivou-se avaliar a acdo antifingica das tinturas
de propolis (Apis milifera) e roma (Punica granatum Linn), nas concentracGes de 20 g/mL
e 30 g/mL, respectivamente, sobre C. albicans (ATCC76618), C. tropicallis
(ATCC13803) e C. krusei (ATCC 6538).

METODO

Realizou-se um estudo laboratorial de natureza experimental e descritiva. As
tinturas foram preparadas por meio da maceracdo das matérias primas secas.
Foram selecionadas concentra¢cfes de 200 mg/mL e 300 mg/mL, para tinturas de
prépolis e rom3a, respectivamente. A partir da concentracédo inicial, foram obtidas
cinco concentracdes seriadas decrescentes das tinturas de prdépolis (100 mg/mL a
6,25 mg/mL), e da roma (150 mg/mL a 4,68 mg/mL). Assim, seis concentracdes
tiveram seu potencial antifingico avaliados. A fim de compararmos a acéo
antifungica das tinturas, foi utilizado como controle a Nistatina® (100,000 Ul/mL
suspenséo oral), em sua formulacdo pura, ja que se apresenta pronta para uso
clinico.

Foram utilizadas cepas padrao de C. albicans (ATCC76618), C. tropicallis
(ATCC13803) e C. krusei (ATCC 6538). Foram preparadas suspensfes, em solu¢cao
salina estéril, das cepas de C. albicans, C. tropicallis e C. krusei, de forma que
foram comparados a escala de Mac Farland (1,5 x 10° microrganismos/mL).

A acdo antifungica das tinturas foi determinada por meio da metodologia da difusao
em meio soélido, utilizando-se Agar Saburaud Dextrose (Difco®). Assim, as placas
foram semeadas através da técnica do esgotamento. Em seguida, foram perfurados
sete pocos, com 6 mm de diametro destinados a insercao das substancias diluidas e
puras. Apés, a insercdo de 50 pL das amostras, as placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37 ©C por 48 horas.?°

A analise dos dados para a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi efetuada pela
mensuracdo dos halos de inibicdo, considerados quando iguais ou superiores a 10 mm
de diametro.*® Os testes foram realizados em triplicata com o objetivo de dar maior
confiabilidade ao estudo. Em seguida, foram extraidas as médias aritméticas dos
valores dos didmetros dos halos de inibicédo.

RESULTADOS

As CIM dos produtos testados sobre as cepas C. albicans, C. tropicalis, e C. krusei
sao apresentados no Quadro. A tintura de Roma apresentou atividade antifingica
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nas concentragfes 9,37 mg/mL e 18,75 mg/mL. A tintura de propolis ndo
apresentou atividade sobre C. albicans (CIM>200 mg/mL) e apresentou CIM nas
concentracdes 200 mg/mL frente C. krusei e C. tropicalis. Observou-se
sensibilidade de todas as leveduras frente a Nistatina® (100,000 Ul/mL suspensao
oral), utilizada como controle (quadro).

Quadro. Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima
em mg/mL das tinturas de rom3 e prépolis frente as
espécies de Candida avaliadas

Cepas Tinturas
Roma | Propolis

Candida albicans (ATCC76618) 9,37 =200

Candida krusei (ATCC 6538) 9,37 200

Candida tropicallis (ATCC13803) | 18,75 200

DISCUSSAO

Atividade antimicrobiana de extratos de Apis milifera (prépolis) e Punica granatum
(rom&) tem sido investigada por varios autores.'’?° Entretanto, ndo se observam
dados a cerca de estudos com tais produtos na formulacdo de tintura, meio mais
viavel e de baixo custo para produgdo, os quais devem ter sua atividade
antimicrobiana documentada.

Constatou-se que a tintura de proépolis frente a C. albicans ndo apresentou eficacia,
ndo corroborando com estudo realizado por Dias e outros,? que investigaram a
acado de extratos etandlico e aquoso de proépolis frente a C. albicans (ATCC 18804),
C. tropicalis (ATCC 750), C. glabrata (ATCC 2001), C. parapsilosis (ATCC 22019),
C. krusei (ATCC 2340) e C. guilliermondii (ATCC 201935). Entretanto, frente as
demais espécies estudadas, observou-se efetividade da tintura de prépolis,
concordando com o referido estudo.?

O resultado controverso frente as leveduras de mesma espécie pode ser explicado
pela presenca de fatores de viruléncia distintos, ja que ndo apresentam a mesma
especificagdo. Outra hipotese seria a diferenca fenotipica entre as espécies, de
forma que a resposta frente ao uso de produtos a base prépolis pode ser distinta,
conforme observado no presente ensaio.

A composicdo e forma de manipulacdo dos produtos naturais podem interferir na
acdo antifingica, ja que Dias e outros®? relataram que existem diferencas de
resultados frente ao uso de extratos etandlicos e aquosos sobre cepas de Candida.
Assim destaca-se que estes requisitos técnicos, bem como os veiculos utilizados e
as formas de extracao do principio ativo, neste caso a producdo de extrato ou
tintura, poderia interferir na acao antifingica, pois havera diferenca na
concentracdo do principio ativo responsavel pela atividade antifungica.

A atividade da tintura de roma foi observada em baixas concentracdes (9,37

mg/mL), frente as cepas C. albicans e C. krusei, o que indica acdo antimicrobiana
dos produtos em baixas concentracées. Entretanto, Nascimento e outros?® relatam
que atividade antifingica da fracdo hidroalcodlica do extrato de roma néo inibiu o
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crescimento de C. albicans, quando se investigou a CIM do produto por meio da
difusdo em agar, metodologia utilizada também no presente estudo. O mesmo
estudo relatou a acdo antibacteriana frente as espécies Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis.

Utilizando-se a técnica da microdiluicdo Holetz e outros®* avaliaram a CIM da P.
granatum sobre C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis, além de
algumas espécies bacterianas. Observaram que o extrato foi eficaz frente a maioria
das leveduras com CIM de 15,6; 12,5 e 15,6 ug/mL sobre C. krusei, C. parapsilosis
e C. tropicalis, respectivamente. Entretanto, sobre C. albicans, o produto nao
apresentou atividade efetiva, sendo a CIM superior a 1000 pg/mL. Considerando-se
as diferencas metodoldgicas entre o estudo de Holetz e outros®® e a presente
investigacdo, observou-se atividade bem sucedida frente C. krusei e C. tropicalis.

Entretanto é valido destacar as diferencas de CIM dos estudos, observando-se que
Holetz e outros®® utilizaram um extrato etanélico de roma, enquanto no presente
ensaio utilizou-se uma tintura, assim justificando a discrepancia nas CIM. Diante do
exposto, considerando-se as limita¢des do estudo in vitro, sendo o mesmo de base
experimental, observa-se o potencial antifungico dos produtos avaliados nas
devidas concentra¢des. Desta forma, se faz necessario a aplicacdo de outros testes
de atividade antifungica in vitro e in vivo, em concentra¢des diferenciadas, para
que a utilizacao clinica dos produtos possam ser validada e realizada de forma
segura e eficaz. Concluiram-se as tinturas estudadas apresentaram acao
antifungica sobre as cepas avaliadas, exceto a tintura da proépolis sobre C. albicans.
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