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RESUMO:

INTRODUCAO: Candida albicans é uma das principais leveduras de importancia clinica.
Estudos tém mostrado que esta é a espécie mais encontrada em isolados clinicos. A infecgdo
pode ser aguda ou crénica, sendo importante ressaltar que o prevenir e tratar deve ser
acompanhado da educacdo em salude. O mel é um produto natural, resultante do
processamento do néctar das flores, que vem sendo utilizado devido as suas diversas
propriedades benéficas a saude como atividade antimicrobiana, propriedades cicatrizantes e
antioxidantes. O geopropolis vem sendo utilizado na medicina popular ha varios anos por ter
propriedades bioldgicas, tais como anti-inflamatdria, antibacteriana, antifingica e
antioxidante. OBJETIVOS: O presente estudo avaliou in vitro a capacidade inibitoria de
extratos de mel e geopropolis de Melipona  quadrifasciata sobre C. albicans.
METODOLOGIA: A avaliacdo da atividade de extratos de mel e geopropolis de M.
quadrifisciata sobre C. albicans foi realizada a partir da analise da capacidade inibitoria
utilizando-se ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM) dos diferentes extratos sobre o
fungo, bem como teste de sensibilidade em placa e teste de sensibilidade utilizando disco de
difusdo. RESULTADOS E DISCUSSAO: De acordo com os dados obtidos o mel de M.
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quadrifasciata ndo inibiu o crescimento de C. albicans em nenhuma das concentragdes
testadas bem como o geoprdpolis ndo apresentou inibicdo de crescimento nas células
leviduriformes nas concentracdes em questio CONCLUSAO: O mel e geoprdpolis da abelha
M. quadrifasciata ndo inibem o crescimento de C. albicans

Palavras-Chave: Candida spp, Melipona quadrifasciata, extratos.

ABSTRACT:

INTRODUCTION: Candida albicans is one of the main yeasts of clinical importance.
Studies have shown that this is the species most found in clinical isolates. The infection may
be acute or chronic, and it is importante to emphasize that prevention and treatment must be
accompanied by health education. Honey is a natural product resulting from the néctar
processing of flowers and has been used due to its various benefical properties to health, as
antimicrobial activity, healing properties and antioxidants. Just like the geoprépolis which has
been used in popular medicine for several years by their biological properties such as anti-
inflammatory, antifungal and antioxidants. OBJECTIVE: This study evaluated in vitro
inhibitory capacity of Melipona quadrifasciata honey and geoprdpolis extracts about C.
albicans. METHODOLOGY: The evaluation of the activity of honey and geoprépolis
v of M. guadrifasciata about C. albicans was carried out from the analysis of the inhibitory
capacity, using assays of Minimal Inhibitory Concentration (MIC) on the fungus, as well as
plate sensitivity test using diffusion disc. RESULT AND DISCUSSION: According to the
data obtained the M. quadrifasciata honey didn’t inhibit the growth of C. albicans in any of
the concentrations tested, as well as the geoprépolis did not present growth inhibition in the
yeast cells at the concentrations in question. CONCLUSION: M. quadrifasciata honey and
geoprodpolis do not inhibits the growth of C. albicans.

Keywords: Candida spp. Melipona quadrifasciata. Extract.

INTRODUCAO

Os representantes do género Candida pertencem ao Reino Fungi, grupo Eumycota, filo
Deuteromycota, classe Blastomycetes e fazem parte da familia Criptococcacea. As principais
leveduras deste género, que possuem importancia clinica sdo Candida albicans, Candida
glabrata, Candida kruzei, Candida parapilosis e Candida tropicalis. Pesquisas tem
demonstrado que a C. albicans € a espécie mais encontrada em isolados clinicos
(NONAKA,CAMARGO et al., 2008; TAIRA, 2011).

Trata-se de um fungo de colonizagdo assintomatica, sendo, portanto, comensal:
guando ha um comprometimento da microbiota normal ou sistema imunoldgico, torna-se
patogénico (CHAFFIN et al., 1998; GALVAN; MARISCAL, 2006; BARABEDO,
ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; COSTA, 2009; SGARBI, 2010).

A candidiase é uma micose causada por estes fungos do género Candida. A infeccédo
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pode ser aguda ou crénica, com lesdes superficiais ou profundas. A candidiase ¢ um
importante problema de saude puablica, pois observa-se um aumento no nimero de pessoas
com o desenvolvimento desta patologia, que traz desconforto pelos sintomas apresentados e
que, se ndo tratada adequadamente, pode se tornar recorrente, bem como levar a agravos da
salde do individuo (CHAVES; CAVALCANTI; PORTO 2003; ALANGADEN, 2011;
PEMAM et al., 2011).

E importante ressaltar que prevenir e tratar devem estar acompanhados da educagio
em saude uma vez que a mudanca de habitos se mostra imprescindivel para prevencao de
novos eventos. Reforga-se a necessidade de atuacdo da equipe de saude, principalmente em
relacéo a fatores predisponentes (COUTO et al., 2011).

O mel e o geopropolis das abelhas sem ferrdo da espécie Melipona quadrifasciata tem
sido utilizado popularmente com finalidades medicinais. O mel tem seu uso registrado
principalmente em zonas rurais e entre indigenas, que Ihe atribuem propriedades terapéuticas
especificas como o tratamento processos infecciosos. Com isso, tem conduzido a investigacao
de novos compostos com agdo antimicrobiana a partir do mel, em substituicdo a terapia
antimicrobiana  convencional (GARADEW; SHCMOLZ; LAMPRECHT, 2004).

Ja o geopropolis tem sido utilizado na medicina popular a milhares de anos por ter
propriedades bioldgicas, tais como anti-inflamatdria, antibacteriana, antifingica e
antioxidante (YANG; 2011), tendo também acdo hepato-protetora, antiviral, e possui a
capacidade de aumentar a resisténcia natural do corpo a infecgbes e tratar Ulceras
gastroduodenais (CASTALDO; CAPASSO, 2002). Foram demonstrados, ainda, resultados
promissores relacionados a atividade antioxidante, importante para manutencdo e prevengdo
de doencas (SILVA et al., 2013).

Devido ao aparecimento de cepas de C. albicans resistentes aos diversos antifingicos
existentes, surge a necessidade de estudos aprimorados na busca por novos candidatos a
farmacos, a partir de produtos naturais. Assim, o presente estudo se prop06s a verificar através
de métodos padronizados, a atividade antifingica de mel e extrato de geoprépolis da abelha

M. quadrifasciata sobre C. albicans.

METODOLOGIA
Trata-se de um estudo de carater quali-quantitativo, de abordagem indutiva, com

procedimento comparativo estatistico e técnica de documentacao direta em laboratorio.
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Obtencdo do mel e do extrato de geopropolis

As colmeéias das abelhas utilizadas ficam no meliponario da Universidade Federal de
Goias, proximo ao campus Samabaia da UFG, Goiania. Elas se alimentam de flores da
floresta estacional semidecidual que fica ao redor do meliponario. Somente no periodo seco
elas sdo alimentadas com um reforco de xarope de agucar, o mel como o geopropolis foram

coletados em uma sé parcela.

Cultivo e manutencéo do fungo

Para a realizacdo do cultivo, a cepa de C. albicans ATCC (90028) foi cultivada em
meio Agar Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L), meio
recomendado para o cultivo de leveduras e fungos patogénicos. Apds a solidificagdo do meio,
a cepa de C. albicans ATCC foi mantida em estufa a 36°C por sete dias, e depois submetida a
experimentacao ou novo repique (MENESES et al., 2012).

Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM)

Os ensaios de inibicdo foram realizados pelo método de macrodiluigdo de acordo com
a diretriz NCCLS M27-A2. Células leveduriformes de C. albicans que foram mantidas em
suas fases de crescimento exponencial em meio Sabouraud Dextrose, foram inoculadas em
meio liquido Sabouraud Dextrose (Enzima digestiva de caseina 5g, enzima digestiva de tecido
anima 15g, dextrose 40g, Agar 15g), onde foi suplementado com mel e geoprépolis . Dilui¢Ges
seriadas das solucdes estoque foram preparadas em meio Sabouraud Dextrose como diluente
para se obter concentracdes finais diferentes do composto em estudo. O crescimento do fungo

foi avaliado espectrofotomicamente a 520 nm quando sendo possivel determinar a CIM.

Teste de sensibilidade em placa
Para o teste de sensibilidade, foram utilizadas células leveduriformes de C. albicans
com sete dias de crescimento em agar Sabouraud Dextrose. Amostras contendo diferentes
concentracdes de mel e geoprdpolis foram inoculadas em meio sabouraud e posteriormente
semeada a C. albicans. As placas foram incubadas por sete dias a 36°C antes de serem

fotografadas de acordo com Betoni e colaboradores (2006).
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Teste de sensibilidade por disco de difusdo

A atividade antifungica de mel e geoprdpolis sobre C. albicans também foi verificada
utilizando-se discos de difusdo em &gar Sabouroad Dextrose. Discos de papel estéreis
(diametro de 6 mm) foram embebidos previamente no mel e geoprépolis, em diferentes
concentragBes. Posteriormente, foram semeadas células de C. albicans, em placas de Agar
Sabouroad Dextrose, e em seguida, os discos foram retirados dos tubos com uma pinca estéril,
e colocados sobre as placas contendo o meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36°C,
por 7 dias, e foram mensurados os halos de inibi¢cdo do crescimento, em milimetros, com o
auxilio de um paquimetro (BAUER et al; 1996, NCCLS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie M. quadrifasciata, conhecida popularmente como Mandacaia, tem sua
distribuicdo geogréafica assoaciada a regides que estejam 500 metros acima do nivel do mar.
Todavia, alguns estados da regido Nordeste ja estdo apresentando a producdo de tais abelhas
(BATALHA-FILHO et al., 2009). O mel produzido por esta espécie (FIGURA 1) é um
produto de facil comercializacdo por ser bastante apreciado e sua producdo € de cerca de 3
litros de mel/colmeia/ano (KLEINERT et al., 2009).

A) Favo B) Mel

FIGURA 1: Obtengdo do mel colhido a partir do favo da abelha M. quadrifasciata. Em A)

favo, em B) mel extraido.

Revista Eletrénica da Faculdade Evangélica de Ceres



REFACER v. 6, n. 1, 2017. ISSN: 2317-1367

Apos a secagem das amostras de geopropolis de M. quadrifasciata em temperatura

ambiente foram trituradas, depois foram submetidas ao etanol como solventes para a extracao

(Figura 2), que posteriormente foram evaporados e a porcentagem de rendimento calculada.
A) B) )

FIGURA 2: Obtencdo do extrato etandlico de geoprépolis de M. quadrifasciata. Em A)
Geopropolis; em B) Pulverizacdo do geopropolis; em C) Maceracdo do pulverizado obtido

com etanol.

Para célculo do rendimento de extrato de geopropolis, foram obtidos 13 gramas de
geoprodpolis apos pulverizacéo, este foi macerado com alcool etilico absoluto e posteriormente
filtrado em 4 etapas e seco em estufa com rendimento de 1,9 % , conforme observa-se na
Tabela 1.

TABELAL: Rendimento do extrato etanolico de geoprdpolis de Melipona quadrifasciata.

Espécie Extrato Massa (g) EE (9) Rendimento (%)

M.quadrifasciata ~ GEOPROPOLIS 13 0,247 1,9 (%)

*EE= Extrato etanolico

Cunha e colaboradores (2009), em estudo realizado com geoprépolis de Melipona
fasciculata Smith (TIUBA), ap0s 24 horas de contato com 100%, 70% e 50%, obtiveram
porcentagens de rendimento que variaram de 3,64 a 10,68%. Ja na extracdo feita apenas com
agua, os valores variaram entre 1,77 e 7,75%. Sendo assim, o rendimento encontrado no
estudo aqui conduzido, vai de encontro a dados encontrados na literatura, levando em
consideracdo que a quantidade de etanol aqui utilizada foi de 5 ml em 245 ml de agua
destilada.
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Para a investigacdo da menor concentracdo de mel de M. quadrifasciata que causa
alguma inibicdo no crescimento de células leveduriformes de C. albicans (CIM), foram
incubadas células fangicas em meio sabouraud dextrose liquido e também sélido, juntamente
com diferentes concentracdes do mel, além do controle na auséncia deste, os quais foram
incubados durante 7 dias sob temperatura de 36°C e posteriormente tiveram sua DO medida

(meio liquido) e fotografados (solido), conforme observa-se nas FIGURAS 3 e 4.

15
14,5
14
13,5
13
12,5
12

Nimero de céls. x 10°

11,5
11

10,5
mel
m Controle 250 mg/mL
500 mg/mL B 1000 mg/mL

FIGURA 3: Crescimento de C. albicans em meio sabouraud dextrose liquido. Em (A)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 250mg/mL de mel. (B)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 500mg/mL de mel. (C)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 1000mg/mL de mel. Em

(Controle) amostra de C. albicans crescida na auséncia de mel.

O teste do crescimento em meio de cultura liquido na presenca de candidatos € um
método quantitativo usado para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM). Assim,
para a determinagdo quantitativa da CIM do mel de M. quadrifasciata, diluicbes seriadas
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deste foram testadas quanto ao crescimento de células de C. albicans, conforme observa-se no
gréfico acima, inviabilizando-se o calculo da CIM, visto que, quantitativamente, ndo houve
inibicdo do crescimento de C. albicans na presenca do mel. Em contrapartida, resultados de
estudos realizados com amostra de mel Mandacia demosntraram atividade antimicrobiana
frente a E. coli com valor de 15 mg/ml, as demais apresentaram valores de CIM superiores a
15/ml (LIMA 2015).

250mg/mL  500mg/mL 1000mg/ml

—

CONTROLE

FIGURA 4: Crescimento de C. albicans em meio sabouraud dextrose sélido. Em (A)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 250mg/mL de mel. (B)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 500mg/mL de mel. (C)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 1000mg/mL de mel. Em

(Controle) amostra de C. albicans crescida na auséncia de mel.

De posse da figura acima é possivel observar que ndao houve inibicdo do crescimento
de C. albicans por acdo do mel de M. quadrifasciata nas concentracdes testadas. Estudos
demonstraram que, entre varios microorganismos testados, apenas a levedura C. albicans foi
resistente ao mel de Apis mellifera e também mel das abelhas sem ferrdo Frieseomelitta
doederleini, F. varia, M. asilvai, M. quadrifasciata anthidioides entre outras (PERALTA et
al, 2010; BASONI et al, 2012; BORSATO et al, 2013) .
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Em estudos feito por Portela (2006) e Peralta (2010), a resisténcia de C.albicans a
determinados produtos se deve a sua estrutura morfolégica que conta com uma parede celular
complexa, constituida de 80 a 90% de carboidratos.Os compostos S-glucanas e quintina estao
presentes na estrutura da parede celeular e conferem a célula uma maior rigidez, deste modo,
protege-a contra injurias mecanicas , evitando a lise osmdtica do protoplasto e o bloqueio do
ingresso de moléculas que podem ser toxicas, como alguns produtos fungicidas.

Em contrapartida, estudos realizados com o mel e geopropolis produzidos pela abelha
urucu (M. scutellaris) apresentaram uma notavel atividade antimicrobiana onde a acédo foi
bactericida para as cepas de bactéria E. coli, S. aureus e inibitoria para as cepas de C.albicans
(CABRAL, 2014).Vale considerar que os antifangicos presentes no mercado sdo substancias
purificadas que possuem alvos de acdo estabelecidos, enquanto que o mel é uma combinagéo

complexa de vérios constituintes com diferentes proporc¢des (PORTELA, 2006).

250 ppm 500 ppm 1000 ppm

FIGURA 5: Teste do disco de difusdo. Em (A) Triplicatas de amostras de C. albicans
crescidas na presenca de 250 mg/mL de mel. Em (B) Triplicatas de amostras de C. albicans
crescidas na presenca de 500 mg/mL de mel. Em (C) Triplicatas de amostras de C. albicans

crescidas na presenca de 1000mg/mL de mel.

O disco de difusdo é um método fisico empregado para testes de sensibilidade
antimicrobiana. Neste teste o microorganismo é avaliado com uma substancia biologicamente
ativa, ou candidato. E feito em meio de cultura sélido, tendo como indicativo de inibicdo do
crescimento a formacéo de um halo de inibicdo pela concentracdo da substancia (GADEA,
2008; FERNANDES, 2011; TAKEUCHI, 2012). O mel de M. quadrifasciata, em todas as
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concentracdes testadas, ndo apresentou halo de inibicdo do crescimento de C. albicans,
corroborando com os resultados obtidos nos testes de concentracao inibitéria minima (CIM).

Amostras contendo células fangicas foram inoculadas em meio sabouraud dextrose
liquido e solido suplementado com os extrato de geopropolis nas concentracdes de 25 mg/mL,
50 mg/mL e 100 mg/mL (FIGURAS 6 e 7).

14
13,5
13
12,5

12

Nimero de céls. x 10°

11,5
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geopropolis

® Controle 25 mg/mL
B 50 me/mL ® 100 ma/mL

FIGURA 6: Crescimento de C. albicans em meio sabouraud dextrose liquido. Em (A)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 25mg/mL de geoprépolis. Em
(B) Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 50mg/mL de geopropolis.
Em (C) Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 100mg/mL de

geoprodpolis. Em (Controle) amostra de C. albicans crescida na auséncia de geoprépolis.

Tanto no meio solido, quanto no meio liquido, ndo foi observada inibicdo no
crescimento de C. albicans. Comparando estes resultados com os obtidos em estudos
utilizando testes de difusdo em agar na presenca de mel e geoprépolis da abelha urucu (M.
scutellaris), foi possivel observar que estes aprensentaram uma notavel atividade
antimicrobiana contra B. cereus, sendo mais eficaz contra as cepas de E. coli, Staphylococcus

aureus (ALVES, 2014). Foi encontrado o mesmo resultado por Bobany e colaboradores
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(2010), onde foi observada alta susceptibilidade de Bacilus sp. em um estudo feito com mel

de Tetragonisca angustula.

25mg/m

L

2\

CONTROLE

FIGURA 7: Crescimento de C. albicans em meio sabouraud dextrose solido. Em (A)
Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 25mg/mL de geoprépolis. Em
(B) Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 50mg/mL de geopropolis.
Em (C) Triplicatas de amostras de C. albicans crescidas na presenca de 100mg/mL de

geopropolis. Em (Controle) amostra de C. albicans crescida na auséncia de geopropolis.

Observando-se a figura acima, levando-se em consideragdo a placa controle, os
resultados mostram que o crescimento de C. albicans ndo foi inibido em nenhuma das
concentragdes do extrato etandlico obtido a partir do geopropolis de M. quadrifasciata,
caracterizando auséncia do valor de concentracdo inibitéria minima (CIM).

Fato diferente foi observado em estudo realizado com amostras de mel de abelhas sem
ferrdo de Melipona, Scaptotrigona, Ttragona e Tetragonisca, provinientes do Estado do
Parana (Brasil), que apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli, S.aeurus e
C.albicans e entre o material testado, a amostra de mel de Scaptotrigona bipunctata destacou-

se como melhor agente antimicrobiano (BORSATO et al, 2013).
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Assim como realizado com mel de M. quadrifasciata, o extrato do geopropolis da
referida abelha também foi embebido, em diferentes concentracdes, em discos de difusdo

(FIGURA 8), para observagéo da formagéo de halos de inibig&o.

25mg/mL 50mg/mL 100mg/mL

FIGURA 8: Teste do disco de difusdo. Em (A) Triplicatas de amostras de C. albicans
crescidas na presenca de 25mg/mL de geoprdpolis. Em (B) Triplicatas de amostras de C.
albicans crescidas na presenca de 50mg/mL de geopropolis. Em (C) Triplicatas de amostras
de C. albicans crescidas na presenca de 100mg/mL de geoprépolis. Em (Controle) amostra de

C. albicans crescida na auséncia de geopropolis.

Em contrapartida ao resultado observado acima, o geopropolis produzido pelas espécie
Melipona scutellaris apresentaram uma notavel atividade antimicrobiana contra cepas de
Bacteria cereus, Staphyococcus aureus e Candida albicans, demostrando que o geopropolis
tem potencial para uso terapéutico no controle de combate de infeccdes microbianas,
necessitando estudos e pesquisas em diferentes areas geograficas mais detalhados sobre sua
composicdo (CARTAXO, 2012).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no teste para determinagdo da concentracdo
inibitéria minima, ndo foi possivel determinacdo de valores de CIM para mel e extrato de
geoproépolis da abelha M. quadrifasciata. Assim, somando-se aos resultados encontrados nos

demais testes apresentados neste artigo, pode-se concluir que tanto o mel quanto o extrato de
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geopropolis da referida abelha ndo apresentam atividade antifingica sobre C. albicans, o que
ndo evidencia potencial antifungico dos compostos avaliados, segundo as metodologias

testadas.
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