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RESUMO

Milhdes de microrganismos fazem parte da microbiota residente humana e,
em equilibrio, ndo sdo prejudiciais para a saude humana. No entanto, sob
circunstancias em que a imunidade do hospedeiro esta debilitada, alguns
microrganismos oportunistas da microbiota residente podem causar
infeccOes invasivas e disseminadas. A relevancia clinica das infecgbes
oportunistas tem aumentado rapidamente, tanto quanto o grupo de alto
risco (individuos imunocomprometidos). Entre microrganismos oportunistas
presentes na microbiota residente, Candida spp. representam um género
muito importante que abrange espécies como Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, dentre outras. C. albicans
é o patégeno mais prevalente, responsavel por infeccoes por Candida, e
coresponde a aproximadamente 50% da candidose invasiva, enquanto C.
glabrata é a segunda causa mais comum de candidose mucosa e invasiva
em humanos. Apesar de as infeccoes por Candida serem muito importantes,
a disponibilidade de antifungica aplicada ao seu controle ainda é limitada,
sendo as echnocandinas e os azdis o tratamento de referéncia.
Considerando os casos crescentes, a incidénia recorrente, € o ganho de
resisténcia aos medicamentos contra candidose, ha a necessidade de novas
substancias para o tratamento de infecgdes por Candida spp. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver géis muco adesivos contendo extratos
naturais de prépolis e roma isolados e associados e investigar sua atividade
antinfungica contra Candida spp. Os géis finais foram direcionados para uso
topico humano no tratamento tanto de candidose oral como vaginal e, em
um futuro préximo podera ser disponibiliza-lo como um produto comercial

de baixo custo, natural, eficaz e ndo toxico.
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ABSTRACT

Millions of microorganisms are part of the normal human microbiota and, in
balance, are not dangerous to human health. However, under
circumstances where host immunity is impaired, many opportunistic
microorganisms from the normal microbiota can cause invasive and
disseminated infections. The clinical relevance of opportunistic infections
has increased rapidly, as far as the high-risk group (immunocompromised
individuals) is concerned. Among opportunistic microorganisms present in
the normal microbiota, Candida spp. represents a very important genus that
includes species such as Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis and others. C. albicans is the most prevalent
pathogen responsible for Candida infections and accounts for approximately
50% of invasive candidiasis, while C. glabrata is the second most common
of mucosal and invasive candidiasis in humans. Although Candida infections
are very important, the availability of antifungal applied to their control is
still limited, with echnocandins and azoles being the reference treatment.
Considering the increasing cases, the recurrent incidence, and the gain of
resistance to medications against candidiasis, there is a need to have new
substances for the treatment of Candida spp. The objective of the present
work was to develop adhesive mucus gels containing isolated and
associated natural extracts of propolis and pomegranate and to investigate
their antifungal activity against Candida spp. The final gels will be intended
for human topical use in the treatment of both oral and vaginal candidiasis
and, in the near future, will be available as a low-cost, natural, effective

and non-toxic commercial product.
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1 INTRODUCAO

A candidose oral é a principal infeccdo fungica e € causada por
Candida spp. e, sua etiologia é multifatorial (QIU et al., 2022 ). A presenca
da infeccao deve ser associada a fatores predisponentes locais e sistémicos,
como por exemplo a baixa producao de saliva, endocrinopatias, uso de
cigarro, medicgdes, mau uso de proteses, como o uso continuo, ma higiene
ou ma adaptacdo da base protética (VILA-NOVA et al.,2021). A formacao
de biofilme, composto majoritariamente por fungos do género Candida,
principalmente Céndida albicans, ¢ um importante fator etioldégico da
doenca (CARVALHO-SILVA et al., 2024). Dessa forma, a associacao do
biofilme e fatores predisponetes torna a infeccao por Candida spp. uma
doenca oportunista, pois se manifesta quando ha uma diminuicdo da
imunidade do hospedeiro (SHUI et al.,2021).

O uso de medicacao antifungica local ou sistémica é protocolo no
tratamento de candidose oral, porém o uso recorrente favorece o
desenvolvimento de fungos resistentes a esses medicamentos (VILA-NOVA
et al., 2021). Além disso, ha presenca de efeitos adversos, como gosto
desagradavel, reacdes gastrointestinais, alergia, insuficiéncia adrenal e
necrose hepatica provocados por essas medicacdes (SHUI et al., 2021).
Dessa forma, com o numero de crescente de candidose recorrente, ha a
necessidade de novas substancias para o tratamento de infeccdo por
Candida. Com isso, o presente trabalho desenvolveu formulagdes de géis
mucoadesivos contendo extratos naturais de roma e prépolis, e avaliou sua
acao antifungica contra diferentes cepas de Candida spp. Essas formulacdes
tém como objetivo aplicagdo tdépica em mucosas para o tratamento tanto

de candidose oral como vaginal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extratos utilizados nesse estudo

Neste estudo foi analisada a atividade antifingica de extratos naturais
de roma e propolis.

2.1.1 Preparo e solubilizacao dos extratos

O extrato glicdlico de casca de Punica granatum, roma, foi preparado
a partir de casca da roma desidratada, triturada e esterilizada adquirida da
Empresa Santos Flora (Santosflora Com. De Ervas, Mairipora, SP, CNPJ:
51.569.309/0001-38) de acordo Fernandes et al., 2018.

O extrato glicdlico de propolis, foi obtido a partir do Extrato
Padronizado de Propolis (EPP-AF® extrato alcdolico fornecido pela Apis
Flora) o qual foi submetido a evaporacao do solvente em rotaevaporador
(Berretta et al., 2012). Em seguida, o concentrado foi solubilizado em

propilenoglicol para concentracgao final de 30% p/v.

2.2 Preparo dos géis

Os géis mucoadesivos foram obtidos segundo Berretta, A. A. (2008)
e consistiram de uma base composta por poloxamer 407, 6leo de ricino
etoxilado, sorbato de potassio e agua. O sorbato de potassio foi adicionado
a agua seguida da dispersdao do polimero mantida em temperatura
refrigerada por 6 a 12 horas. As quantidades adequadas de cada extrato,
conforme o residuo seco definido e de acordo com ensaios pregressos para
obtencao da minima concentracdo inibitéria dos extratos isolados (1% de
propolis e 2,5% de romad), foram homogeneizadas em 6éleo de ricino
etoxilado e a mistura adicionada a dispersao do polimero até completa

homogeneizagao. (Berretta et al., 2008)
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2.3 Avaliacao do crescimento de colonias de Candida spp.
na presenca dos géis mucoadesivos

2.3.1 Ativacao das cepas e preparo dos indculos

Tabela 1. Diferentes espécies e cepas de Candida foram avaliadas.

Espécie de Candida Cepa de Referéncia Cepas clinicas
Candida albicans (Ca) SC5314 324LA/S4 (oral) e
568426 (de escarro)
Candida glabrata (Cg) ATCC 2001 D1 e AE2
Candida parapsilosis ATCC 22014 AM2 e AD
(Cp)
Candida tropicalis (Ct) ATCC 750 T2.2 e AG1

(* Cepas clinicas fornecidas gentilmente cedidas pela biblioteca de Candida
do Departamento de Engenharia Bioldgica da Universidade do Minho, Braga,
Portugal.)

Apds o descongelamento das crioculturas, uma algada de cada cepa
foi dispersa em placas de agar Sabouroud Dextrose (BD Difico, NJ, USA).
Todas as cepas clinicas e de referéncia apresentaram crescimento, com
excecao das cepas clinicas de Candida albicans 568426 (de escarro) (Figura
1).
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FIGURA 1. Fotos indicando o crescimento de cepas de referéncia e clinicas de Candida

glabrata e Candida tropicalis apds atiavacdo da criocultura.

2.4 Avaliacao do halo de inibicao das formulacoes dos
géis mucoadesivos

As leveduras foram recuperadas a partir de estoques mantidos a -
80°C, plagueadas em meio agar Sabouraud dextrose e incubadas a 37°C
por 24h. Apds, foi selecionada uma colOnia isolada, de cada espécie que foi
ressuspensa em solugao de PBS (137 mM NaCl, 2,7mM KCI, 2,7 mM KClI,
10 mM NaxHPO4, 1,8mM KH2PO4), centrifugada, ressuspensa novamente
em PBS e contada em camara de Neubauer. Um total de 5x107 células de
Candida spp. foi espalhado na superficie de placas de Petri contendo 30mL
de meio agar Sabouraud Dextrose (ASD). Apds a secagem do indculo, foi
depositado cerca de 1g de cada formulacdao em gel sobre o dgar contendo
o indculo. As placas foram incubadas a 37°C em aerobiose durante 24h e
posteriormente analisadas quanto ao surgimento de halo de inibicdao do

crescimento.



18

3 RESULTADOS

3.1 Cultura de Candida albicans, cepa de referéncia
SC5314

FIGURA 2. Suscetibilidade de Candida albicans SC5314 aos géis mucoadesivos
contendo os ativos isolados de roma (R), propolis (P) e roma e prépolis associados
(P+R). B1 e B2 indicam as formulagdes sem os ativos.

Na placa com o gotejamento do gel mucoadesivo sem os ativos (Bl e
B2) houve crescimento das leveduras de Candida albicans, demonstrando
que a base dos geis muco adesivos nao possui efeito fungicida ou
fungistatico.

Na placa com gotejamento dos géis de roma e propolis isolados, ndo
ha presenca de halo de inibicdo com nenhum dos ativos, demonstrando que
ambos nao sao efetivos contra Candida albicans.

Na placa com gotejamento do gel combinado com os extratos de roma
e propolis, ndao ha presenca de halo de inibicdo, demonstrando que nao

possuem acgao fungicida ou fungistatica contra Candida albicans.

3.2 Cultura de Candida glabrata, cepa de referéncia ATCC

2001 e cepas clinicas orais D1 e AE2
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FIGURA 3. Suscetibilidade de Candida glabrata (ATCC 2001, D1 e AE2) aos géis
mucoadesivos contendo os ativos isolados de roma (R), prépolis (P) e roma e propolis
associados (P+R). B1 e B2 indicam as formulagdes sem os ativos.

Para todas as cepas de Candida glabrata, independente se cepa de
referéncia ou clinicas, os geis mucoadesivos de roma e combinado de roma
e propolis promoveram halo de inibicdo, enquanto os géis sem os ativos e
o gel contendo somente propolis ndo tiveram agao contra nenhuma cepa de

Candida glabrata.

3.3 Cultura de Candida parapsilosis, cepa de referéncia
ATCC 22014 e cepas clinicas orais AM2 e AD
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FIGURA 3. Suscetibilidade de Candida parapsilosis (ATCC 22014, AM2 e AD) aos géis
mucoadesivos contendo os ativos isolados de roma (R), prépolis (P) e roma e prépolis
associados (P+R). B1 e B2 indicam as formulagdes sem os ativos.

As cepas AD e ATCC 22014 pareceram ser suscetiveis aos géis com o
ativo isolado de prépolis e os ativos combinados de roma e propolis, € a

cepa AM2 foi suscetivel somente ao gel com os ativos combinados.



21

3.4 Cultura de Candida tropicalis, cepa de referéncia ATCC
750 e cepas clinicas orais T2.2 e AG1

FIGURA 4. Suscetibilidade de Candida tropicalis (ATCC 750, T2.2 e AG1) aos géis
mucoadesivos contendo os ativos isolados de roma (R), prépolis (P) e roma e prépolis
associados (P+R). B1 e B2 indicam as formulagdes sem os ativos.

De um modo geral as cepas de Candida tropicalis nao foram
susceptivies aos géis mucoadesivos de roma, propolis e roma e propolis
associados, com excecao da cepa clinica 750 que apresentou uma discreta

suscetibilidade ao gel de roma.
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4 DISCUSSAO

A relevancia clinica das infeccoes oportunistas tem aumentado
rapidamente, tanto quanto o grupo de alto risco (individuos
imunocomprometidos). Entre microrganismos oportunistas presentes na
microbiota residente, Candida spp. representa um género muito importante
gue abrange espécies como Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, dentre outras. C. albicans é o patdgeno
mais prevalente, responsavel por infeccoes por Candida e coresponde a
aproximadamente 50% da candidose invasiva, enquanto C. glabrata é a
segunda espécie mais comum de candidose mucosa e invasiva em humanos
(Silva, et al., 2012).

Assim, a necessidade de se desenvolver novos farmacos sem efeitos
colaterais e que promovam menor resisténcia dos fungos motivou o
desenvolvimento de géis mucoadesivos em parceria com a empresa Apis
Flora, géis mucoadesivos para o tratamento e controle de candidose oral e
vaginal. Para o gel base, buscou-se ingredientes derivados de polimeros
naturais, onde fosse possivel a dissolugdo homogénia dos extratos naturais
e a manuencdo de sua atividade antifungica. A atividade antifungica dos
extatos isolados e associados foi previamente realizada, de forma que a
concentracgdo inibitéria minima (CIM) de cada extrato foi inserida do no gel
mucoadesivo. Estudos pregressos da efetividade desses géis contra cepas
de reféncia de Candida albicans foram também realizados pelo método de
dissolugao em caldo. Por sabermos uma grande variabilidade de
antimicrobianos em diferentes cepas de uma mesma espécie, o presente
trabalho buscou avaliar a acao desses géis mucoadesivos contra cepas
clinicas e de referéncia de diferentes espécies de Candida oriundas da
biblioteca do Centro de Engenharia Bioldgica da Universidade do Minho,
campus de Braga, Portugal. Foram realizados ensaios de suscetibilidade
dessas cepas por meio de avaliacao de formacao de halo de inibicao em
placas de agar ASD. Devido a conscisténcia bastante adesiva dos géis

mucoadesios envolvidos, houve uma certa dificuldade na padronizacao de
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pesagem dos mesmos para insercao na placas com agar contendo os
indculos, o que pode, de certa forma, ter interfirido no grau de acao

observado entre os diferentes géis.

Em relacdo as diferentes espécies de Candida avaliadas, Candida
tropicalis foi a espécie menos suscetivel, independente dos ativos (se
isolados ou combinados) e do tipo de cepa testada. J& Candida glabrata,
mostrou-se bastante suscetivel aos géis contendo extrato de roma e extrato
de roma e prépolis associados. Ja para Candida parapsilosis pareceu que a
suscetibilidade da cepa clinica AD foi levemente superior a cepa ATCC 22014
gue foi maior que a cepa clinica AM2 aos gel isolado de propolis e gel
combinado dos dois extratos. A formulacao base do gel, sem os ativos,
continha sorbato de potdssio que é um conservante para manter a
durabilidade do produto e promove certa inibicdo de crescimento de
microrganismos no periodo de armazenamento do produto. Mesmo com a
adicdo deste sal, os géis base testatos Bl e B2 ndo impediram o
crescimento dos fungos, ndo interferindo, assim, na suscetibilidade dos géis

contendo os ativos.

N3o houve crescimento de nenhuma cepa clinica de Candida albicans
retiradas da criocultura, assim nao foi possivel uma avaliagdo comparativa
entre cepas clinica e de referéncia dessa espécie sob acdo dos géis
mucoadesivos. A suscetibilidade da cepa de referéncia ATCC 5314 de
Candida albicans pareceu ser superior ao gel contendo os ativos isolados de
roma ou proépolis. No final do tratamento, a avaliacao foi comparada com a
avaliacao inicial e demonstrou que os dois geis, tanto o de miconazol quanto
o de extrato de prdpolis, obtiveram o mesmo efeito no tratamento da
doenca (SANTOS, et al. 2008). Dessa forma, demonstra efetividade do gel
com o extrato natural, que além do efeito antifungico, possui menos efeitos

adversos quando comprado ao tratamento convensional.

Garcia et al (2022), ao adicionarem extrato seco da casca de roma
ao um primer de cobertura, observaram, em um estudo in vitro, inibicao do

crescimento fungico de biofilmes de cepas de referéncia de Candida albicans
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(SC SC5314 e ATCC 90028) sobre dois reembasadores soft para bases
protéticas, Coe-Comfort® como um condicionador de tecido e Coe-Soft®
como um reembasador resiliente de curto prazo. Nao foram observadas
diferencas estatisticas significativas nas porcentagens de inibicdo entre os
o primer contendo extrato seco da casca de roma e primer com Nistatina
os periodos de 24 horas e 7 dias, para ambos os reembasadores e cepas de
C. albicans (Garcia et al, 2022)

Em um estudo clinico envolvendo 111 pacientes usuarios de proteses
totais com estomatite protética (CESAR DE SOUZA VASCONCELOQOS, L. et al.
2003), observou-se que um gel mucoadesivo com extrato da casca da roma
em tratamento prescrito por 15 dias 3 vezes ao dia promoveu a mesma
reducao de Candida spp. que o gel de miconazol (Daktarin®). Em outro
estudo clinico com 40 pacientes com estomatite protética, foi feita uma
comparacao do spray bucal Api-roma® spray bucal, que tem prdpolis
(0,5%), extrato de roma (0,9%), mel e dgua em sua composicao, com
miconazol 2% em gel (Daktarin®) (PARRO, Y. M. et al. 2022). Embora este
produto natural ndo tenha reduzido significativamente a carga fungica dos
pacientes, ao se comparar com um antifingico convencional, deve-se
considerar que além dos efeitos anti-Candida, a prépolis e a roma tém
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, ndo medidas diretamente
neste estudo, o que potencialmente poderia proporcionar beneficios
adicionais para o tratamento da estomatite protética. (PARRO, Y. M. et al.
2022)

A avaliacdao da acao de antifingicos contra espécies de Candidas-
nao albicans é de extrema importancia principalmente ao considerar-se a
sua resisténcia frente a antifungicos convencionais (SILVA et al. 2011).
Candida glabrata tem sido associada a patogénese de doencgas oportunistas,
porém sua resisténcia a antifungicos convencionais, como o fluconazol,
torna seu tratamento um desafio (SADEGHI et al. 2018). O resultado obtido
neste estudo demonstra que a Candida glabrata é suscetivel aos géis

mucoadesivos de extrato isolado de roma e de extratos combinado de roma
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e prépolis, o que pode oferecer um tratamento eficaz a candidose que tem

esse fungo como patdgeno.

Além do efeito antifungico proporcionado pelos géis mucoadesivos
com extratos naturais, ha outros beneficios presentes neles. Por exemplo,
o extrato de propolis tem acdao antibacteriana, anti-inflamatéria e
antioxidante além da atividade antinfungica (PRZYBYLEK et al. 2019).
Dessa forma, o uso de medicamentos fitoterapicos traz outros beneficios
além de sua agao contra as infecgdes orais em comparagao aos antifungico
comuns que possuem maiores efeitos colaterais, como alergias e efeitos
gastrointestinais, que nao estao presentes nos extratos naturais, o que

favorece o uso desses fitoterapicos (SILVEIRA et al.2023).

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento indicam que os géis
mucoadesivos contendos os extratos naturais isolados de proépolis ou de
roma e os extratos combinados de roma e propolis, possuem diferentes
efeitos entre as espécies de Candida, sendo Candida glabrata a espécie mais
suscetivel por apresentar menor crescimento fungico na presenca do gel e
Candida tropicalis a menos suscetivel por apresentar maior cresciemento.
Dessa forma, o uso dos géis mucoadesivos demonstram ter eficacia no

tratamento de candidiase oral, quando estudada in vitro.
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