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Resumo:

A Candida albicans é um fungo oportunista capaz de infectar varias partes do organismo. O tratamento para
esta infeccdo, com os medicamentos atualmente disponiveis, é longo e muitas vezes ineficaz pela falta de adeséo
do paciente ou até mesmo por resisténcia do fungo aos antimicéticos disponiveis. Desde os primoérdios da
humanidade os medicamentos naturais vém sendo utilizados para o tratamento de doencas. O objetivo deste
estudo foi analisar “in vitro” a eficacia do extrato de prépolis e do éleo de melaleuca como farmacos naturais para
tratamento alternativo contra candidiase. O método utilizado foi o de disco de difusdo em &gar. Nos testes, o éleo
de melaleuca se mostrou mais eficiente como inibidor do crescimento do fungo com o potencial de inibicao
semelhante ao fluconazol, que foi utilizado como controle positivo nos testes. O extrato de propolis também
apresentou halos de inibicdo do crescimento, no entanto, mostrou-se menos eficaz quando comparado ao
melaleuca e ao fluconazol.
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Introducéo

Os farmacos naturais vém sendo utilizados para o tratamento de doengas h& muitos anos (NAVES, 2013). A
molécula de prépolis é utilizada pelos homens desde os 350 anos a.C. e sua utilizagdo comegou pelos povos
gregos, romanos e egipcios para tratamento de abscessos, feridas e mumificacéo (Belmiro et.al., 2011). O extrato
da propolis € uma molécula de horménio vegetal que age no bom desenvolvimento das plantas, sua mistura é
complexa, formada por materiais resinosos e varios componentes quimicos como alcogis, vitaminas, minerais,
flavondides e flavonas. Atualmente a prépolis € um dos produtos naturais de maior destaque, sendo conhecida
pelas suas diversas propriedades bioldgicas, como antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatdrio, cicatrizante,
anestésico e anticancerigeno (BARBOSA, et. al. 2009).

Além da prépolis, um composto muito utilizado pelos aborigenes da Australia ha milhares de anos, é o 6leo
de melaleuca. A melaleuca é uma planta nativa do sul da Australia e da nova Caled6nia. Também conhecida
como arvore do chd, o 6leo de melaleuca é usado para desinfecgdes, cicatrizagdes e pequenas curas, € possui
propriedades antimicrobianas e antissépticas (SILVA, et.al. 2001).

Existem varios antifingicos sintéticos atualmente comercializados. No entanto, a utiliza¢ado incorreta desses
farmacos dificulta o tratamento com eliminacdo completa das doencas flngicas, além de induzir resisténcia
microbiana (FENER 2006). A consequéncia disso sdo as inumeras recidivas da infec¢ao fangica, muito comum
nos casos de C.albicans, também conhecida como infec¢do crdnica fungica (LIMA et al., 2006; FIDEL et al.,1999).
Diante deste cenario, ja existem varios estudos de provaveis antifingicos naturais com potencial de inibicao do
crescimento de microrganismos oportunistas e muitas pesquisas procuram compostos alternativos que sejam
incapazes de provocar a resisténcia dos microrganismos. Essa ultima consideracdo é importante para que os
antimicrobianos testados possam ser utilizados para mais de um tipo de infec¢ao.

Em face dessas observacdes, o objetivo do estudo foi verificar o potencial do extrato de prépolis e do 6leo de
melaleuca, como antifingicos naturais para o tratamento da candidiase provocada por C. albicans, e padronizar
a concentragdo dos farmacos naturais, determinando para isso a concentracdo inibitéria minima. Os dados
obtidos mostraram que os antifiingicos testados neste trabalho apresentam potencial para serem utilizados como
inibidores naturais de C.albicans.

Metodologia:

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Aplicada na Universidade do Estado de
Minas Gerais - Unidade lbirité (LAMAP). Foi utilizado 100mL do extrato de propolis puro da Marca Natulife®, na
concentracao de 40% (v/v). Para que o propolis tivesse a concentracdo de 20% (v/v), como descrito por Bianchini
e Bedendo (1998), 50mL do extrato foi diluido em 50mL de agua destilada. O 6leo de melaleuca foi adquirido em
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farmacia de manipulacédo na concentragéo de 10% (v/v) e utilizado nos testes sem fazer novas diluigdes. O cultivo
da Candida albicans foi realizado em agar Sabourraund Dextrose 4%, pH 5,6. A cultura foi mantida em estufa
por 24 horas a 35°C. Em seguida, uma alcada de 1mm de diametro da C.albicans ( 1x10° celulas) foi inoculada
em 50 mL de caldo Sabourraud Dextrose e incubado por 12 horas a 35°C. Um mililitro deste cultivo foi inoculado
em placa contendo Agar Sabourraud pela técnica de espalhamento. Sobre essa placa foram dispersos os discos
embebidos nos antifingicos a serem testados. Os discos consistiam de papel de filtro de 6 mm de diametro, e e
continham separadamente: melaleuca 10 % (v/v); prépolis 20% (v/v); Fluconazol (200mg/mL) de acordo com
Cruz (2013) como controle positivo; e etanol 70% (v/v) como controle negativo.

A metodologia do ensaio de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi a mesma usada por Salvarani (2008).
Para o preparo da Candida em suspensdo, foi inoculada uma al¢cada de 1mm de didmetro de C. albicans em
50mL de caldo Sabourand incubado por 24 horas a 35C°%. Apés 24 horas foi retirado 900uL do microrganismo
em suspensdo e colocado em 10 tubos de ensaio, em seguida,foi acrescentado no primeiro tubo 100uL da
solucdo teste melaleuca 10% (v/v). Para a diluicdo do propolis 20% (v/v) foi retirado 800 uL da candida em
suspensao para 200 uL de propolis. Iniciando assim, para ambos, a diluicdo seriada até o Ultimo tubo. Em
seguida, foi retirado do primeiro tubo de ensaio contendo melaleuca 100uL da solucéo diluida, e do tubo contendo
propolis foi retirado 200uL, ambos foram colocados em placa de Petri, contendo o agar sabourand, usando a
técnica de espalhamento, foi feito o0 mesmo para os demais tubos. As placas foram mantidas em estufa a 35C°
por 24 horas. As concentracdes obtidas foram de 101 até 10-1° para o melaleuca, e de 2x101a 2x101° para o
prépolis. Foram feitas também placas com o controle positivo (+) fluconazol, controle negativo (-) alcool 70%
(v/v). Para o controle de esterilidade as placas contendo meio para fungo foram deixadas em estufa a 35C° por
24 horas, podendo assim, ser avaliada a esterilidade do meio. A leitura do teste foi realizada apds 24 horas de
incubacgédo, sendo iniciada pelas placas controle sem o antifiingico (controle negativo), e em seguida pela placa
com antifungico (controle positivo). Essas placas foram comparadas e em seguida foi determinado as menores
concentracdes capazes de inibir 90% e 50% de C.albicans. Todos 0s ensaios foram feitos em triplicata.

Resultados e Discussao:

Segundo Fuzér e Souza (2003), as plantas medicinais sdo um recurso seguro e acessivel, além de néo
gerarem lixo téxico, como alguns medicamentos antibiéticos e antiflingicos sintéticos que podem ocasionar
toxicidade ao meio ambiente ou até mesmo um surto de resisténcia desses microrganismos oportunistas. O
estudo de plantas medicinais, bem como, de seus 6leos essenciais e extratos, tem crescido nos Ultimos anos.
Muitas comunidades indigenas e/ou de baixa renda utilizam plantas medicianias, geralmente, como uma Unica
forma de tratamento, devido a assecibilidade aos meios de tratamento convencionais que se mostram honerosos
(OLIVEIRA, et, al., 2011). Essa observacéo leva os pesquisadores a investigarem cada vez mais os efeitos
dessas plantas, a fim de, propor terapias alternativas que contemplem a populagcdo em geral e que seja de baixo
custo para resolver o problema da aquisi¢édo e do tratamento de doencas.

Em um estudo do Departamento de Pesquisa do Colégio Nacional de Quiropraxia, EUA, foi constatado que a
melaleuca age como antisséptico de duas maneiras: através de uma acao direta sobre 0s micro-organismos e
por meio de um processo de ativacao dos glébulos brancos, no processo de defesa do corpo. Sendo assim,
podemos considerar que ele possui propriedades imunoestimulantes, o que o torna uma alternativa para
pacientes com baixa resisténcia e/ou doencas que fragilizam sua imunologia e permitem o aparecimento de
doencas inoportunas (OLIVEIRA, 2011).

A acéo inibitoria da prépolis contra microrganismos encontra-se relacionada a sua composi¢éo quimica, sendo
os flavonoides apontados como o0s principais compostos responsaveis por essa propriedade (BARBOSA;
BONATO, 2009; MARUXOL et. al. 2009). Sao definidos como compostos fendlicos provenientes de plantas, que
agem em diferentes processos fisiolégicos, atuando na acdo e absor¢do de vitaminas, nos processos de
cicatrizag8o como antioxidantes e exercendo funcdo antimicrobiana e moduladora do sistema imune. Atualmente,
guestiona-se a a¢do da propolis na regeneracdo e na granulacéo dos tecidos. Nesta perspectiva, a propolis é
sugerida como produto que favorece a cicatrizacdo, além de sua propriedade antimicrobiana natural desprovida
de efeitos colaterais, o0 que ndo acontece com os antifingicos sintéticos, apresentando, também, baixo custo em
relacdo as coberturas utlizadas atualmente, tornando-se acessivel a populagdo (MENDONGCA, 2010).0
medicamento Fluconazol, utilizado como tratamento contra diversas enfermidades provinda de fungos, tem sido
um dos antifingicos sintéticos mais indicados para tratar a candidiase. Por ser um medicamento hidrofilico, este
circula pelo sangue por mais tempo e sua baixa ligagdo com as proteinas permite-lhe uma concentracao alta no
soro e ampla distribuicdo nos tecidos, chegando a apresentar a disponibilidade de aproximadamente 90%.
(COSTA, FERNANDES e SILVA, 2003). Uma pesquisa feita pela Universidade de Medicina de Ribeirdo Preto
em Sé&o Paulo na Unidade de Trasplante Renal do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto investigou alguns
medicamentos utilizados nos pacientes tranplantados renais cm infec¢des fungicas. O Fluconazol mostrou-se
toleravel, no entanto, observou-se, altas concetra¢des da droga no liquor cefalorraquidiano, de 50% a 90% da
concetracdo sérica concomitante. Observou-se também, que 80% da dose administrada é eliminada de forma
ativa pelos rins e sua vida média no soro € estendida na vigéncia de insuficiéncia renal, podendo prejudicar os
pacienites que utilizam o medicamento (NETO, e DE CASTRO, 1996).

Como pode ser observado na figura 1, tanto o extrato de prépolis quanto o éleo de melaleuca apresentaram
atividade de inibigdo contra a C. albicans, sendo que o 6leo de melaleuca apresentou um melhor resultado,

2



702 Reunido Anual da SBPC - 22 a 28 de julho de 2018 - UFAL - Macei6 / AL

mesmo quando comparado ao fluconazol. A propolis também apresentou inibigdo contra o fungo, porém, os
resultados da prépolis foram inferiores ao fluconazol. O controle negativo, alcool 70%, foi usado para confirmar
gue ndo foi a porcentagem alcodlica usada no preparo do 6leo de melaleuca e no propolis que inibiu o
microrganismo, e sim, o principio ativo dos extratos. O controle positivo usado, fluconazol, foi escolhido por ser
um dos medicamentos antifingicos mais utilizados para o tratamento da candidiase. Foram realizados 12 testes
para que a andlise estatistica fosse mais precisa.

Neste estudo foi apresentado que a propolis além de sua aplicacao no tratamento de doencas bactericidas e
anti-inflamatdrias. (BARBOSA, et. al. 2009), para o qual € comumente utilizado pelas comunidades, ainda possui
potencial de inibicdo contra a C. albicans. Mais interessante ainda, foi comprovar que o 6leo de melaleuca foi
capaz de inibir a C. albicans, apresentando halos de inibicdo superiores aos encontrados pelo antifingico
Fluconazol.

Analise da eficacia do 6leo de melaleuca e prépolis
como inibidor natural da candida albicans
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Figura 1: Eficacia do 6leo de melaleuca e do extrato de propolis como inibidores farmacoldgicos naturais
contra a C.albicans. No grafico foi representado a media estatistica dos halos de inibicdo. Em todos os testes
pode-se observer que o 6leo de melaleuca apresentou maior potencial de inibigcdo (p>0,01) quando comparado
ao controle negativo e ao propolis. E se mostrou téo eficaz quanto o fluconazol para inibir esse fungo.

A concentracgdo inibitdria minima (MIC) capaz de inibir 100 % do crescimento de C.albicans em placa foi na
diluicdo 102 para o 6leo de melaleuca. Para o extrato de prépolis a concentragao inibitéria minima foi de 10-1.
Nas demais concentracdes o crescimento do microrganismo foi observado de forma crescente a medida que
reduzia a concetragdo do extrato testado, como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo da Concentragcdo Minima do Extrato testado que foi capaz de inibir o
crescimento de C.albicans. A- MIC testado para o 6leo de Melaleuca. No grafico A pode ser observado que o
6leo de melaleuca foi capaz de inibir em 100 % o crescimento do fungo ainda na concentragdo 10-2. B- MIC
testado para o extrato da prépolis. Nos testes com a propolis pode ser observado no que esse extrato foi capaz
de inibir 100% o crescimento de C.albicans na diluicdo 10" como mostrado no grafico B.

O ¢6leo de melaleuca quando comparado ao propolis apresentou-se como um inibidor farmacolégico natural
mais eficaz uma vez que mesmo em concentracdo menor do que aquela originalmente apresentada pela prépolis,
foi capaz de inibir totalmente o crescimento da C.albicans. Chama a atencdo nesse estudo, também, a
capacidade de inibicao do crescimento de C.albicans. Quando comparadas ao 6leo de melaleuca e ao fluconazol,
0 6leo de melaleuca mostrou-se mais eficaz para inibir o cresciemento microbiano em todas as analises
realizadas. Isso sugere que esse 6leo pode ser um antifingico tépico de escolha em subsituticdo ao fluconazol
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e sem gerar os efeitos adversos comuns de um medicamento sintético ingerido. Mais testes agora em animais
devem ser feitos para comprovar a eficacia tépica desse medicamento.

Conclusoes:

Os resultados dos testes realizados demonstraram que o 6leo de melaleuca se mostrou eficiente na inibicao
do fungo, com eficacia comparada ao fluconazol (controle positivo +), o extrato de prépolis apresentou halos de
inibicdo do crescimento do fungo, mas foi inferior ao observado com o éleo de melaleuca e fluconazol. Esse
trabalho comprovou a eficacia em nivel laboratorial do 6leo de melaleuca, principalmente, e da prépolis
demonstrando o efeito antiflingico positivo de inibicdo, sendo esta uma alternativa segura para farmacos naturais
contra candidiase. Ressaltamos que o MIC determinado na pesquisa deve ser levado em consideracao para o
uso terapéutico no tratamento de candidiase, fazendo assim uma utilizagdo em dosagens minimas do composto
natural.
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