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INTRODUCAO

0 género Candida sp. compreende 200 espécies co-
nhecidas °, mas somente uma dezena de espécies possui a
faculdade de adaptar-se a temperatura de 37°C, podendo
ser, ocasionalmente, patogénicas para o homem. Entre elas,
estdo: C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr (pseudotropicalis),
C. krusei, C. guilliermondii, C. parakrusei, C. zeylainoides, C.
stellatoidea e C. brumptii .

A candidiase é a principal infeccdo flngica oportu-
nista do ser humano, causada por leveduras do género Can-
dida sp., que fazem parte da microbiota endégena do corpo
humano. Por isso, podem acometer hospedeiros sadios, mas
a maioria das candidiases se desenvolve em individuos imu-
nocomprometidos, como os pacientes infectados pelo HIV,
os que receberam transplante de um 6rgao, os que fazem
tratamento com citostaticos, corticoides e tratamento pro-
longado com antibacterianos de amplo espectro. Além dis-
so, o comprometimento de barreiras anatémicas secunda-
riamente a queimadura ou procedimentos invasivos, como
o cateterismo, abrem portas para a invasao %5 4 1718,

As formas clinicas podem ser cutdnea, mucosa e sis-
témica. Na candidiase mucosa, os tecidos mais atingidos
sdo os da boca e da vagina. Na sistémica, a infeccao pode
atingir diversos 6rgaos, causando candidiase pulmonar, en-
docardite, nefrite e fungemia * %,

0 uso indiscriminado de antimicrobianos quimicos
sintéticos tem levado a selecdo de microorganismos pato-
génicos mutantes resistentes a esses compostos ?°. 0 flu-
conazol, antimicético usado na prevencao e tratamento de
candidiase orofaringea, tem sido associado ao aparecimen-
to de resisténcia secundaria das espécies isoladas ?.

Entre as pacientes com candidiase vulvovaginal trata-
das com drogas azolicas, 5 a 20% apresentam recidivas *2.

0 problema da resisténcia microbiana é crescente e
a perspectiva de uso de drogas antimicrobianas é incerta.
Esse contexto tem transformado os antimicrobianos natu-
rais em uma alternativa eficaz e econémica .

A propolis é conhecida, desde a Antiguidade, por suas
propriedades biolégicas, tendo atividade antibacteriana,

antiflngica, antiinflamatéria, analgésica, cicatrizante, an-
tioxidante, antiviral, antiprotozoarios, anestésica, imuno-
estimulante, e, até mesmo, anti-tumoral * & 621,26,

A grande variedade de seu uso deve-se a multipli-
cidade de seus componentes que varia de acordo com as
diferentes zonas geograficas, climaticas, e especialmente,
com as espécies vegetais visitadas pelas abelhas 1?2, Al-
guns componentes estdo presentes em todas as amostras,
enquanto outros ocorrem somente em propolis colhidas de
espécies particulares de plantas. Mais de 210 componentes
diferentes ja foram identificados, em amostras de origens
diversas, dentre eles: acidos graxos e fenélicos, ésteres, és-
teres fenélicos, flavonéides (flavonas, flavononas, flavonéis,
di-hidroflavonéis, etc.), terpenos, L-esteréides, aldeidos e
alcodis aromaticos, sesquiterpenos, naftaleno, aminoacidos,
carboidratos, vitaminas e substancias inorganicas * 2.

A pesquisa sobre a origem boténica da propolis verde
produzida por abelhas africanas (Apis mellifera) em regides
de cerrado, no sul, na zona da mata e em areas antrdpicas
do Estado de Minas Gerais foi iniciada em 1996 e concluida
ap6s dois anos. A pesquisa apontou a familia da planta
que serve de base a producgao da propolis verde. As abelhas
utilizam a planta conhecida popularmente por alecrim do
campo (Baccharis dracunculifolia), uma espécie tipicamente
brasileira, ndo adequada a outros paises ’.

0 presente estudo tem como objetivo avaliar a ati-
vidade antimicrobiana “in vitro” de extrato alcodlico de
propolis verde contra espécies de Candida sp. de origem
clinico humano, através do método de dilui¢do em agar, na
concentracdo de 15 mg/ml.

MATERIAL E METODOS

Extrato de prépolis

Foi utilizada amostra proveniente da cidade de Ita-
tiaiucu (MG). Aproximadamente 30 g de propolis verde bruta
foram adicionadas a 100 ml de alcool 70° GL e deixada sob
maceracao por 10 dias, em temperatura ambiente, na ausén-
cia de luz e com agitagdo diaria por 10 minutos. Apds o pra-
z0, o extrato foi filtrado e armazenado na auséncia de luz.
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Microrganismos

Foram testados dez microrganismos isolados de ori-
gem clinico humano: 1 de Candida guilliermondii, 1 de
Candida albicans ATCC, 1 de Candida glabrata ATCC, 1 de
Candida kefyr, 1 de Candida humicola, 1 de Candida zeylai-
noides, 1 de Candida parapsilosis, 1 de Candida famata, 1 de
Candida krusei ATCC e 1 de Candida tropicalis ATCC.

As cepas padrao (ATCC) sdo originarias da Fiocruz, e
as demais sdo originarias do Hospital Universitario Anténio
Pedro. Todas foram doadas pela Universidade Federal Flu-
minense (UFF).

Teste de sensibilidade

Inéculo: Cada isolado de Candida sp. foi cultivado
em agar Sabouraund dextrose a 37°C por 24 horas. Apds
a incubacdo, trés a cinco colonias de cada cultura foram
suspensas em 5 ml de agar BHI tendo a turbidez ajustada a
0,5 da escala McFarland.

Diluicdo em dgar: As placas foram preparadas com
19 ml de agar Sabouraund dextrose e 1ml de extrato de
prépolis, obtendo-se placas com concentracdo de 15 mg
de propolis por ml de agar. O extrato de propolis foi adi-
cionado ao agar Sabouraund estéril a temperatura de 50°C,
homogeneizado e distribuido em placas de Petri estéreis.

As placas foram inoculadas usando swab estéril e in-
cubadas a 37°C por 24 horas. Os isolados foram considera-
dos sensiveis ao extrato de propolis, quando nao ocorreu
crescimento visivel de Candida sp. nas placas.

Para controle negativo do solvente foram preparadas
placas com 19 ml de 4gar e 1ml de alcool 70° GL. O solvente
foi considerado inerte quando houve crescimento visivel de
Candida sp. nas placas ap6s 24 horas de incubacdo a 37° C.

Para controle do inoculo, foram preparadas placas so-
mente com agar Sabouraund dextrose. Estas foram semea-
das com o mesmo inéculo usado nos dois testes anteriores.
0 inoculo foi considerado aprovado quando houve cresci-
mento visivel de Candida sp. nas placas apés 24 horas de
incubacdo a 37° C.

RESULTADOS

Todos os isolados de Candida sp. cresceram sobre as
placas que continham apenas agar Sabouraund dextrose,
indicando que o inéculo estava em perfeitas condicoes para
a realizacdo do teste de sensibilidade e do controle nega-
tivo do solvente.

No teste de controle negativo do solvente, houve
crescimento visivel de todos os isolados de Candida sp.
mostrando que o solvente nao exerceu efeito inibitorio sob
as condicoes do teste.

Quanto ao teste de sensibilidade, todos os isolados
de Candida sp. mostraram-se sensiveis ao extrato alcoolico
de propolis, ndo havendo crescimento visivel sobre as pla-
cas ap6s 24 horas de incubacao a 37°C.

112 Infarnma, u1e, w578, 2007

DISCUSSAO

0 alcool 70° GL é referenciado, em varios trabalhos,
como liquido extrator mais apropriado para a prépolis.
Sawaya et al.”® concluiram que os extratos obtidos usan-
do etanol 30% continham somente os componentes mais
polares da propolis. Aqueles obtidos usando etanol 50%
continham outros componentes menos polares e aqueles
obtidos usando etanol 70% eram similares aqueles extrai-
dos com alcool absoluto e alcool de cereais.

Em outro estudo, Sawaya et al.?2 encontraram valores
de MIC que indicam que o efeito inibitério da prdpolis so-
bre as cepas de Candida sp. testadas deve-se a substancias
que sdo extraidas com mais eficiéncia usando-se solvente
com 50% ou mais de etanol. Além disso, Santos et al.?!
sugerem, em seu estudo, a utilizacdo de alcoolatura 70%
como a ideal para a obtencdo de tinturas de prdpolis.

0 método de diluicdo em agar é o mais satisfatorio
para testes de sensibilidade. Sawaya et al.?? compararam
quatro métodos de analise da atividade do extrato de propo-
lis, com diferentes composicdes, contra C. albicans, C. tro-
picalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. glabrata, C. lusitaneae,
C. stellatoidea e C. parapsilosis e concluiram que a diluicao
em agar mostra resultados mais claros, sendo encontrados
valores de concentracdo inibitoria entre 6 e 12 mg/ml.

Stepanovic et al. 2 também concluiram que a dilui-
cdo em agar é o método mais preciso, trabalhando com C.
guilliermondii, C. parapsilosis e C. albicans.

Ota et al. *® investigaram a atividade antifingica do
extrato hidroalcdolico da propolis brasileira contra C. albi-
cans, C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii, verificando
que 65% dos isolados testados nao cresceram em diluicoes
entre 9 e 10 mg/ml.

Fernandes Jr."* usando o método de diluicdo em agar
avaliou a atividade da propolis sobre C. albicans, C. parap-
silosis, C. tropicalis e C. guilliermondii, encontrando valores
de concentragao inibitoria entre 0,8 e 11 mg/ml.

0Os resultados do presente estudo sdao concordantes com
os resultados apresentados pelos autores citados, visto que
todos os isolados testados mostraram sensibilidade ao extra-
to alcdolico de propolis através do método de diluicdo em
agar com concentracdo de 15 mg de propolis por ml de agar.

CONCLUSAO

Concluimos que o método de diluicdo em agar mos-
tra resultados claros e precisos, que o alcool 70° GL nao
exerce atividade inibitéria sobre as espécies de Candida sp.
avaliadas, quando realizado teste nas condigdes expostas
no presente estudo. E que todos os isolados testados sao
sensiveis, “in vitro”, ao extrato alcéolico de prépolis verde
na concentracdo de 15 mg/ml, pois ndo observarmos cres-
cimento visivel de Candida sp. sobre as placas apds incuba-
cdo a 37°C por 24 horas.
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