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Resumo

A candidiase vulvovaginal (CVV), é um importante problema de saude
publica, que afeta um grande niumero de mulheres saudaveis em idade fértil
resultando em grande desconforto, prejuizos nas relagbes sexuais e
afetivas, além de prejudicar o desempenho laboral. E uma doenca causada
pelo crescimento anormal de fungos do tipo leveduras, que possuem uma
ampla distribuicdo geografica e estdo associadas a microbiota normal na
mucosa do trato genital feminino. Apesar da industria farmacéutica ter
investido e lancado novos antifiungicos nas trés ultimas décadas, o arsenal
terapéutico disponivel para o tratamento da CVV é bastante restrito.
Produtos naturais como a propolis podem apresentar multiplas acdes
terapéuticas, propriedades farmacéuticas, além do ponto de vista
econdmico. Sendo assim esse projeto propés um tratamento de CVV por
Candida albicans com o extrato de propolis (PES) incorporada em uma
inovadora formulacdo farmacéutica. Os testes in vitro e in vivo com PES e
também com a formulacdo de gel mucoadesivo a 16% (F16%) mostrou
resultados satisfatorios, com atividade antifingica semelhante ou até mais
eficaz que o antifingico de referéncia. E preciso ressaltar que F16% se
destaca de forma complementar, por -caracterizar-se como um gel
mucoadesivo termoresponsivo, permitindo a permanéncia da formulacao por
mais tempo na mucosa vaginal. Dessa forma, estes resultados mostram-se
relevantes e viabilizam estudos mais aprofundados para a busca de novas
terapias para os casos de CVV.
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Estima-se que o0s gastos com mulheres afetadas pela candidiase
vulvovaginal (CVV) sao de aproximadamente $1bilhdo/ano nos EUA
(Foxman et al, 2000). Na Europa, as espécies de Candida estdo listados
como a causa principal causa das infec¢des vaginais. Ja nos EUA e Brasil, a
CVV é a segunda causa de infeccdo vaginal, sendo precedida somente da
vaginose bacteriana (Foxman et al, 2013). Estima-se que aproximadamente
55.7% das mulheres adultas apresentem pelo menos um episédio em sua
vida, sendo que destas, 5% atingirdo o carater recorrente (CVVR). Um
obstaculo a ser superado é o tratamento da CVV e CVVR o qual é ainda
limitado pela eficacia reduzida das drogas atualmente disponiveis;
desenvolvimento de resisténcia; além do pequeno numero de drogas
antifingicas disponivel na atualidade. A Organizacdo Mundial de Saude tem
incentivado a utilizacdo de plantas como recurso para o tratamento de
muitas doencas. Produtos naturais podem apresentar mdultiplas acdes
terapéuticas, além de se constituirem em modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos. Neste sentido, o extrato de prépolis (PES) é
importante alternativa terapéutica do ponto de vista econémico e de eficacia
farmacoldgica. Ela apresenta inumeras propriedades farmacéuticas,
incluindo atividade anti-inflamatoria, antibacteriana e antifingica (Dota et al.,
2011; Pereira et al., 2011). PES é uma complexa mistura constituida por
47% de resina contendo vitaminas, sais minerais, compostos fendlicos como
flavondides, acidos graxos, alcoois aromaticos e ésteres; 30% de ceras; 5%
de pdlen, 4-15% de substancias volateis e matérias estranhas; e 13% de
substancias desconhecidas (Pereira et al., 2011). Entre estes componentes,
os flavonoides estdo presentes em altas quantidades, os quais seréo
identificados como sendo responsaveis pelas principais atividades
farmacoldgicas deste composto. Pereira et al 2011, estudou as propriedades
fisico-quimicas de um sistema (gel) mucoadesivo termoresponsivo contendo
propolis. O grupo avaliou que este sistema teve eficiente atividade
antifingica in vitro, tornando essa formulagcdo promissora para utilizagcdo em
CVV, visto que traz o diferencial de ser de facil administracdo e retengdo na
cavidade vaginal. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antifungica do extrato de propolis e de uma formulagcéo
farmacéutica contendo prépolis em candidiase vulvovaginal experimental por
C. albicans.

Materiais e métodos

Micro-organismo

Para o desenvolvimento do projeto, foi utilizado cepa padrédo C. albicans
ATCC 90028 estocadas a -80°C, na Micoteca do Laboratério de Micologia
Médica, UEM.

Teste de sensibilidade antifangica in vitro

O teste de susceptibilidade da cepa padrdo de C. albicans ao PES e ao gel
termoativo+propolis foi realizado pelo método de microdiluicdo em caldo, de
acordo com as normas de padronizagcdo publicadas nos documentos M27-
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A3 do Clinical Laboratory Standards Institute. O extrato de prépolis foi
testado nas concentracdes que variaram de 2680 a 5.23 pg/mL de polifendis
totais em &cido galico. A formulacdo do gel termoativo+propolis foi testado
nas concentractes de 2534.4 a 158.4 pg/mL de polifendis totais em acido
gélico. A menor concentragdo capaz de induzir o crescimento da levedura
testada, em relacdo ao controle positivo, foi identificada como a
concentracéo fungicida minima (CFM).

Teste de susceptibilidade antifingica in vivo

A utilizacdo de animais para o desenvolvimento da candidiase vulvovaginal
experimental foi realizada sob aprovacdo do comité de ética em animais
CEUA n°® 4717180616. Inicialmente os animais foram induzidas ao estado de
pseudoestrato por uma solucéo de 17-valerato de B-estradiol (Sigma®, EUA)
a 0.1 mg/animal semanalmente. Apds 72h da primeira dose de estrogénio,
C. albicans (2x10° UFC/mL) foi inoculado no canal vaginal de 5 grupo de
animais, sendo: grupo controle (sem tratamento), grupo PES (tratado com
PES, 32ug/animal de polifendis totais em acido galico), grupo gel (tratado
com a base do gel na auséncia do PES), grupo gel+propolis (tratado com a
formulagdo em gel incorporado com PES 152 pg/animal de polifendis totais
em acido galico) e grupo nistatina (tratado com 1.34mg/animal de nistatina).
Os animais foram tratados durante 7 e 14 dias. ApOs esse periodo 0s
animais foram eutanasiados com tiopental (100mg/kg) associada a lidocaina
(10mg/kg) e, mediante técnicas cirurgicas, o canal vaginal foi retirado
macerado em tampédo de lise para avaliacdo das unidades formadoras de
colonias (UFC).

Resultados e Discussao

O tratamento da CVV é um desafio na pratica clinica, e neste contexto novas
alternativas terapéutica sdo reconhecidas, com destaque para aquelas de
baixa toxicidade e custo acessivel. Os resultados in vitro deste trabalho
mostraram que que PES e o gel termoativo contendo prépolis foi eficiente
para a cepa padrdo de C. albicans (tabela 1). Apds o conhecimento da
potencialidade do PES e incorporado a uma formulacdo como agente
antifingico in vitro, nosso préximo passo foi avaliar a atividade desses

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima do Extrato de Propolis e Gel
termoativo contendo Propolis sobre Candida albicans ATCC 90028
Concentragao Inibitoria Minima (CIM)
pg/mL de polifendis totais em acido galico
Extrato de Propolis (PES)  Gel termoativo+PES

Candida albicans
ATCC 90028 167.5 2534 4

compostos em modelo experimental in vivo. Apés o estabelecimento da
CVV, os animais foram tratados durante 7 dias (Fig. 1A) e 14 dias (Fig. 1B).
Como avaliado na Figura 1, os resultados mostram que o PES teve atividade
antifngica  eficiente sobre CVV  experimental, reduzindo em
aproximadamente 2log UFC a carga fungica no tecido vaginal. Resultado
semelhante foi observado para o gel termoativo contendo propolis (F16%).
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Apés 7 dias de tratamento houve redugdo aproximada de 1.5 logUFC na
carga fangica, valor semelhante a atividade antifungica do extrato de
propolis, confirmando que a formulacdo em gel mantém a atividade
antifingica do extrato, mesmo apos incorporado a formulacédo. A Fig. 1B,
mostra que PES e o gel termoativo mantiveram atividade antifingica até o
altimo ponto avaliado. Além disso, a reducdo na carga fungica de ambos
compostos testados foram semelhantes a nistatina, atualmente uma droga
padrao para os casos de CVV nao-complicada.
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Figura 1. Eficacia do extrato de propolis e gel termoativo contendo prépolis em modelo experimental de
CVV. A) Grupo de animais tratados durante 7 dias B) Grupo de animais tratados durante 14 dias. C1: grupo
infectado e néo tratado, C2: grupo infectado e tratado com o gel termoativo na auséncia do PES, F16%: gel
termoativo com PES 16%, PES: extrato de prépolis, N: Nistatina. *p<0.05, test t Student, em comparacéo
com C1.

Conclusbes

O gel mucoadesivo termoresponsivo contendo propolis (F16%) mostrou
eficiente atividade antifangica in vitro e in vivo, sendo uma alternativa
eficiente para os casos de CVV.
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