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DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
CONTRA Candida albicans DE FORMULACOES SEMI-SOLIDAS CONTENDO
PROPOLIS VERMELHA

Felipe Oliveira Bittencourt

A candidiase vulvovaginal € uma infeccdo comum que ocorre mundialmente e sua
incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas. Estima-se que aproximadamente 75% das
mulheres terdo a infeccdo pelo menos uma vez, e 40-50% delas apresentardo recorréncia. A
Candida albicans € isolada em 85-90% dos casos de candidiase vulvovaginal. As
substancias comumente utilizadas para o tratamento desta patologia sdo a nistatina e o
fluconazol. Recentemente a propolis tem atraido a atencdo de pesquisadores devido as
suas varias atividades bioldgicas e propriedades terapéuticas. Tem sido muito utilizada no
tratamento de infec¢des, redugéo de inflamacédo e promotor da cicatrizagéo de feridas. Seus
componentes podem variar dependendo da vegetacdo de origem, a qual as abelhas tém
acesso. Em geral, a prépolis é rica em flavonéides e numerosos estudos tém demonstrado
suas propriedades antibacterianas, antivirais e antifingicas. Este trabalho foi realizado com
o objetivo de estudar a atividade antimicrobiana da propolis vermelha sobre Candida
albicans e desenvolver uma formulacdo para uso vaginal contendo essa substancia.
Extratos hidroalcodlicos de propolis foram preparados e os flavondides presentes
determinados usando método colorimétrico. A atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcodlicos da propolis foi determinada pelo método de difusdo em disco obtendo halo
de inibicao de aproximadamente 13 mm em 600 pug e a concentracdo fungicida minima
(CFM) foi de 347,7 pg/mL. As formulagBes foram desenvolvidas utilizando como excipientes
o creme Lanette®, creme Polawax®, o creme-gel Hostacerin SAF®, o gel Aristoflex® e o gel
Natrosol (hidroxietilcelulose). A formulacdo com propolis vermelha que apresentou melhor
estabilidade, impressdo global e atividade antifungica (halo de 16,33 mm + 0,58) foi a

desenvolvida com o creme Lanette®.

Palavras-chave: propolis vermelha, Candida albicans, formas farmacéuticas semi-sélidas,

atividade antifingica.
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DEVELOPMENT AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY
AGAINST Candida albicans OF SEMI-SOLID FORMULATIONS WITH RED
PROPOLIS

Felipe Oliveira Bittencourt

Vulvovaginal candidiasis is a common infection worldwide, and its incidence has increased in
the last years. Approximately 75% of all women will have the infection at least once, and 40—
50% of them will present recurrences. Candida albicans is isolated in 85-90% of all cases of
vulvovaginal candidiasis. The substances commonly used in the treatment of this pathology
were nistatin and fluconazol. Recently, researchers have given special attention to propolis
due to its various biological activities and therapeutic properties. It is a natural product from
honeybees used in the construction and maintenance of their hives. It has been used for
hundreds of years to treat infections, reduce inflammation, and promote wound healing.
Propolis components can change depending on its origin and the plants to which the bees
had access. In general it is rich in flavonéides and numerous studies have attested the
antibacterial, antiviral, and antifungal properties of propolis. This work was carried out in
order to study in vitro antimicrobial activity of red propolis on Candida albicans, as well as to
develop a new vaginal formulation within propolis. Hydroalcoholic propolis extracts were
prepared and the flavonoids content was determined by colorimetric method. Antimicrobial
activity of propolis extracts was performed by disc diffusion method. The results showed
inhibition zone of 13 mm at 600 pg, and the minimal fungicidal concentration (MFC) was
347,7 pg/ mL. The excipients used to develop the formulations were Lanette”, Polawax ",
Hostacerin SAF ", Aristoflex” or Natrosol (hydroxyethylcellulose). The formulations with red
propolis developed with Lannete” presented the best stability, global impression and

antifungical activity.

Key-words: red propolis, Candida albicans, semi-solid pharmaceutical dosage, antifungical

activity.
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INTRODUCAO

De acordo com dados historicos, as vulvovaginites sao conhecidas desde a época de
Hipocrates, e desde entdo foram consideradas um agravo a saude das mulheres. Muitos
trabalhos tém enfocado os aspectos microbiolégicos desta afec¢do, mas ainda pouco se
conhece sobre outros fatores que podem favorecer ou dificultar a sua instalagdo (LINHARES
et al., 1998; MARTINS, 2007; OLIVEIRA e SOARES, 2007).

Nos Estados Unidos da América mais de dez milhdes de consultas anuais sao
realizadas em funcdo deste problema (HAEFNER, 1999), sendo também o motivo mais
frequente da procura nas clinicas particulares e nos servicos publicos especializados
(SOBEL, 1999). Segundo GIRALDO et al. (1997), no Brasil em 1996 foi estimado um custo
aproximado de 180 milhdes de reais ao ano no tratamento das vulvovaginites representando
um grande gasto social e econdmico para o pais. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (RIBEIRO et al., 2001), a Candida albicans é a responsavel por 80-92% dos

episddios de candidiase vulvovaginal.

A Candida albicans pode viver em equilibrio no ambiente vaginal, sendo um
habitante comensal, sem que exista qualquer comprometimento a saude (KOBAYASHI et
al., 2001). Todavia, se uma possivel alteracdo local ocorrer, um processo infeccioso pode se
instalar. O sintoma da infec¢do é determinado pela resposta imunoldgica da paciente, que
podera ser mais do tipo alérgica do que pela propria presenca do microrganismo (CHEZ e
SOPER, 2002). O controle do crescimento fungico e bacteriano é realizado pelas células de
defesa com a ativacdo de varios mecanismos como fagocitose, producdo de
imunoglobulinas, entre outros. Qualquer alteracdo, por menor que seja nesses meios de
controle favorece a proliferacdo de microrganismos, que podem deixar de ser comensais e

passarem a atuar como infectantes (FEITOSA, 2003).

Os principais medicamentos utilizados para o tratamento de candidiase sao:
fluconazol, anfotericina B, itraconalzol, e nistatina. Entretanto, segundo SOUZA et al. (1989),
SFORCIN et al., (2000), STEPANOVIC et al. (2003), VARGAS et al. (2004) e FERNANDES
JR et al. (2006) o uso da propolis verde como medicamento contra a candidiase pode ser

uma alternativa aos demais tratamentos.

N&o obstante ja existam relatos conferindo & prépolis as mais variadas aplicagfes
em medicina popular e em veterinéria (GACS et al., 1993; HEINZE et al., 1998), os estudos

cientificos vém indicando que a propolis possui um grande potencial terapéutico,
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principalmente, em relacdo as atividades antineoplasica, antimicrobiana, antioxidante e
antiinflamatoria (GHISALBERTI, 1979; ARVOUET-GRAND et al., 1993; AHMED et al., 1996;
SOSA et al.,, 1997; PARK et al., 1998; MARCUCCI et al., 2001;MONTPIED et al., 2003).

A composicdo da propolis é determinada especialmente pelas caracteristicas
fitogeogréficas presentes ao redor da colméia (KUMAZAWA et al., 2004), podendo também
variar sazonalmente em uma mesma localidade (SFORCIN et al., 2000) e ser dependente
das diferentes racas de Apis mellifera (SILICI e KUTLUCA, 2005). Em decorréncia desta
composicdo quimica diferenciada, a prépolis apresenta variacdo em suas atividades

farmacoldgicas.

Uma variedade de propolis brasileira conhecida como prépolis vermelha vem sendo
estudada em Alagoas e esta despertando a atengdo do mercado internacional (SILVA et al.,
2007). A prépolis vermelha ainda foi pouco explorada cientificamente, porém ja se sabe que
pode ser encontrada em alguns estados brasileiros como Sergipe, Paraiba, Pernambuco e
Bahia (DAUGSCH et al.,, 2007). Em Sergipe, desde margo de 2006 esta variedade vem
sendo estudada, reunindo informagdes sobre suas propriedades, e desta forma fortalecendo
a geracao de emprego qualificado na regido, a agregacao de valor econdmico a prépolis
bruta, para gerar uma fonte econ6mica de exploracdo apicola e o extrativismo auto-
sustentavel. A atividade apicola, além de gerar empregos, conscientiza a comunidade
envolvida a respeitar e manter o meio ambiente, de maneira que a flora nativa (pasto

apicola) proxima aos apiarios permaneca preservada.

Neste contexto, 0 presente trabalho objetivou testar a atividade antimicrobiana da
propolis vermelha contra Candida albicans e desenvolver uma formulacdo semi-sélida de

uso vaginal contendo propolis vermelha.

Para o desenvolvimento de uma apresentacdo semi-solida para a propolis fez-se
necessario conhecer as suas caracteristicas fisico-quimicas e sua compatibilidade com as
opcoes de bases disponiveis no mercado. Em um desenvolvimento de férmula € de extrema
importancia estudar e avaliar os custos, efetividade, producéo e estabilidade da formulacdo
final. A escolha da formulagdo ideal para a administragdo da propolis e o0 seu
desenvolvimento levou em consideragdo além dos aspectos acima descritos, as
caracteristicas especificas da propolis como efetividade na base selecionada, solubilidade e

incorporacao, além da influéncia do pH e a viscosidade da formulacéo.

Dessa forma, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos, onde o primeiro
apresenta uma revisdo de literatura relativa ao tema e o segundo apresenta os resultados

na forma de um artigo.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Candidiase vulvovaginal

Diversos trabalhos sobre a microbiota vaginal tém sido publicados discorrendo sobre
0S microrganismos aerobios e anaerdbios e suas patogenias (GALLIS, 1980; ROSA e
RUMEL, 2004; TANAKA, 2007). O Trichomonas vaginalis, a Candida albicans, a Neisseria
gonorrhoeae, a Gardnerella vaginalis e a Chlamydia trachomatis sdo os patégenos mais
freqUentemente relacionados as cervicites e vaginites (GARLAND, 2001; MARTINS, 2007,
OLIVEIRA e SOARES, 2007). Os processos causados por Gardnerella vaginalis sdo
também conhecidos como vaginoses e os causados por T. vaginalis e Candida sp, como
vaginites (OPLUSTIL et al., 1999).

A candidiase vulvovaginal é caracterizada por uma inflamagéo da vagina provocada
pela infecgdo por Candida sp. A Candida ssp € o microrganismo responsavel por mais de
80% dos casos de candidiase hospitalares (COLOMBO e GUIMARAES, 2003). As pacientes
com candidiase podem ou n&o apresentar sintomas, tais como, corrimento espesso e
esbranquicado, prurido, avermelhamento da parte exterior da vagina e irritagdo ao urinar.
Quando esses sintomas ndo sao observados, o diagndstico pode ser estabelecido através
de cultura positiva de secrecdo vaginal (SOBEL et al., 1998). Alguns microbiologistas
afirmam que a Candida sp pode ser encontrada na vagina, sem causar sintomas, fazendo
parte da sua microbiota normal (HURLEY, 1981; OLIVEIRA e SOARES, 2007).

Segundo NETO, HAMDAN e SOUZA (1999) e RIBEIRO et al. (2001), poucos dados
epidemioldgicos sé@o relatados no Brasil. Estudos transversais realizados por estes
pesquisadores em 1996, 1998 e 1999 em Minas Gerais e no Espirito Santo, demonstraram
a prevaléncia de 25% de candidiase vulvovaginal entre as pacientes assintomaticas e de
60% entre as que apresentavam sintomas desta patologia. COLOMBO (2003) realizou um
estudo em seis hospitais do Rio de Janeiro e S&o Paulo, envolvendo 145 episodios de
candidiase, e concluiu que a Candida albicans era a espécie mais freqlientemente isolada,
aparecendo em 37% dos casos estudados. Dentre as mais de 180 espécies de Candida sp
catalogadas, a Candida albicans € responsavel por 90% das infecgcbes em pacientes com
candidiase recorrente e é a espécie isolada na grande maioria dos casos de candidiase
mucocutanea (CARVALHO et al., 2003). Dentre os fatores que predispdem a ocorréncia da
candidiase humana esporadica sdo o uso de antibidticos e contraceptivos, gravidez e

Diabetes mellitus.
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Em relacdo a terapéutica utilizada no tratamento desta patologia, varios farmacos
tém sido utilizados. Segundo RIBEIRO (1998), em estudo realizado com 120 amostras de
secrec¢do vaginal de mulheres com suspeita clinica de candidiase na cidade de Goiania —
GO, todas as espécies de Candida apresentaram-se sensiveis a anfotericina B e nistatina e
especificamente a Candida albicans mostrou-se sensivel ao cetoconazol (35,0%), fluconazol
(22,8%) e itraconazol (47,4%).

No estudo realizado por BERGENDAL e ISACSSON (1980) foi constatado que a
utilizacdo tépica da nistatina para o tratamento da candidiase demonstrou-se eficiente, pois
foi observado a eliminacéo de leveduras e a reduc¢do dos sinais clinicos. Porém, 40 dias
apos a suspensdo do tratamento, a colonizacdo por leveduras, e o aspecto edemaciado,

atingiu indices semelhantes aos encontrados anteriormente ao tratamento.

Nas ultimas décadas tem sido observado um crescente uso de produtos naturais na
prevencdo de doencas (PEREIRA, SEIXAS e NETO, 2002). Diversos relatos na literatura
tém demonstrado que estes produtos apresentam atividade antimicrobiana sobre os
patdgenos vaginais, entre eles a Candida albicans (CASTILHO, MURATA e PARDI, 2006;
LONGHINI et al., 2007; PACKER e LUZ, 2007). A descoberta de novos produtos naturais e
de seus compostos com atividade antimicrobiana é de grande importancia. Dentre o0s
produtos naturais recentemente estudados, a propolis se destaca devido as suas
propriedades farmacolégicas, tais como potencial antibacteriano, antifungico, antioxidante,
antiinflamatério, cicatrizante, anestésico e antitumoral (AHMED et al., 1996; PARK et al.,
1998; KOO et al., 2000; MARCUCCI et al., 2001).

Produtos naturais

Em muitas comunidades e grupos étnicos o0 conhecimento sobre plantas medicinais
representa, muitas vezes, 0 Unico recurso terapéutico basico para manutencdo da saude.
Desde os primérdios das civilizacdes as plantas séo utilizadas no tratamento e cura de
diversas enfermidades. As observacdes populares sobre o uso e a eficacia das plantas
contribuem para a divulgagdo das suas potencialidades terapéuticas, e embasam o

desenvolvimento de pesquisas cientificas em areas multidisciplinares (MACIEL et al. 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no inicio da década de 1990, divulgou que
65- 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de salde. Apesar da evolugdo da
medicina a partir da segunda metade do século XX, ainda existem inUmeros obstaculos

basicos na promoc¢ao da saude em algumas populagcBes carentes, que vao desde o acesso
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aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes
motivos, associados com o grande conhecimento popular e a facil obtencdo e uso das
plantas medicinais, contribuem para a utilizacdo das mesmas pelas populacfes dos paises
em desenvolvimento (VEIGA JR et al., 2005).

Atualmente, grande parte da comercializacdo de plantas medicinais é feita em lojas
de produtos naturais e farmacias, onde preparagfes vegetais sdo comercializadas com
rotulacdo industrializada. Em geral, essas prepara¢cfes sao produzidas a partir de plantas
cultivadas, o que descaracteriza a medicina tradicional que utiliza, quase sempre, plantas da
flora nativa. Além disso, a maioria ndo possui nenhum certificado de qualidade, o que tem
gerado discussdes para desenvolvimento de procedimentos para avaliacdo destes produtos
(VEIGA JR et al., 2005).

Segundo CASTILHO, MURATA e PARDI (2006), cerca de 30% dos medicamentos
utilizados séo originarios de plantas, isolados diretamente ou produzidos por sintese a partir
de um precursor vegetal. Os produtos naturais continuam sendo umas das maiores fontes
para a descoberta de novos medicamentos com atividade antimicrobiana, cicatrizante,

antiinflamat6ria, antineoplasica, entre outras.

O Sistema Publico de Saude (SUS) brasileiro ndo possui politicas de assisténcia
farmacéutica capazes de suprir as necessidades medicamentosas de parte da populacao, o
que gera grandes dificuldades na obtencdo dos medicamentos essenciais. Com a
descentralizacdo do poder publico, atualmente no Brasil, 0s municipios atingem a gestao
plena, com autonomia para implantar programas de assisténcia a saude, quando
necessarios. Desta forma, alguns estados e municipios brasileiros vém realizando nas duas
tltimas décadas a implantacdo de um Programa de Fitoterapia na Atengdo Priméria a
Salde, com o intuito de suprir as caréncias medicamentosas de suas comunidades (SILVA
et al. 2006).

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos da
midia, o valor dos medicamentos tradicionais e seus inumeros efeitos adversos contribuem,
a cada dia, para o aumento do consumo de produtos a base de fontes naturais. Desta
forma, o conhecimento mais aprofundado das atividades biologicas destes produtos faz-se
necessario para que a terapéutica seja segura. A propolis, além de muito utilizada
popularmente, tem suas funcdes discutidas em uma vasta literatura com comprovagao

cientifica dos seus efeitos biolégicos (VEIGA JR et al., 2005).
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Propolis

A prépolis € uma substancia resinosa, gomosa e balsamica, coletada pelas abelhas
Apis mellifera, de diversas partes da planta como broto, botdes florais e exsudados
resinosos, as quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, cera e pdlen para a ela-
boracdo do produto final. Seu emprego na vida da colénia esta relacionado com suas
propriedades mecanicas, sendo utilizada na constru¢cdo e adaptacdo da colméia, e
antimicrobianas, garantindo um ambiente asséptico (FUNARI e FERRO, 2006; PARK,
IKEGAKI e ALENCAR, 2000). Ela é um produto muito conhecido e empregado pela
medicina popular devido suas propriedades biolégicas antibacteriana, antifingicas e
reparadoras (LIMA et al., 2006).

Tém sido usados extratos etandlicos, hidroalcodlicos e aquosos da prépolis em
diferentes situagfes como agentes antimicrobianos (MARCUCCI et al., 2001; PARK et al.
1998; AHMED et al., 1996), como antiinflamatérios (MONTPIED et al., 2003; SOSA et al.,
1997), como cicatrizante (GHISALBERTI, 1979), em ferimentos orais e da pele (ARVOUET-
GRAND et al., 1993; PARK et al., 1998). Além disso, também vem sendo utilizada pelas
indastrias farmacéuticas e alimenticias na forma de alimentos funcionais (ACKERMANN,
1991).

Pelo menos 200 componentes diferentes ja foram identificados em amostras de
propolis de origem diversas. Dentre esses, acidos graxos, ésteres fendlicos, flavondides
(flavonas, flavanonas, flavondis, di-hidroflavondis, etc.), terpenos, aldeidos e alcoois
aromaticos, sesquiterpenos e naftaleno. Para estas classes de substancias, destacam-se a
dos flavondides e a dos &cidos fendlicos, pois tem sido descrito como responsaveis por
parte das atividades biol6gicas constatadas para a propolis (GREENAWAY et al., 1991;
AGA et al., 1994; BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI et al., 1996, MARCUCCI et al., 2001;
FUNARI e FERRO, 2006).

Segundo KOSALEC et al. (2005), OLIVEIRA et al. (2006) e PARKER e LUZ (2007) a
concentracdo de flavonbdides nas amostras é o que confere a propolis sua atividade
antimicrobiana. Em seus estudos eles constataram resultados positivos na utilizacdo da
propolis em testes nas seguintes bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis; na levedura: Candida albicans; e nas
bactérias Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa. Foi observado também que as
bactérias Gram-positivas apresentaram maior sensibilidade que as Gram-negativas aos
extratos de propolis nas variedades estudadas. FERNANDES JR et al. (2006) verificou que

amostras de propolis verde coletados em trés cidades brasileiras Botucatu (SP), Mossoro
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(RN) e Urubici (SC) tiveram halos de inibicdo completamente diferentes quando testados
Nos mesmos microrganismos citados acima, demonstrando que a biodiversidade local altera

0S componentes bioativos presentes em cada amostra.

A composicdo, o cheiro, a cor e 0os componentes quimicos da propolis variam de
acordo com a espécie vegetal utilizada pelas abelhas e do local onde ela foi coletada
(KOSALEC et al., 2005). A quantidade de componentes contido nas amostras de diferentes

prépolis depende também destas particularidades.

A prépolis vermelha tem sido encontrada em Cuba e na Venezuela, onde foram
identificados 0s seus antecessores botanicos como sendo respectivamente a Clusia
nemorosa e a Clusia scrobiculata. Desde a década de 90 ja existem trabalhos descrevendo
o potencial biolégico destas variedades como antimicrobianos, cicatrizantes e antioxidantes
(TRUSHEVA et al., 2006).

Existem poucos trabalhos publicados sobre prépolis vermelha brasileira. Apés
revisdo bibliografia foram encontrados apenas oito artigos publicados sobre esta variedade
de apiderivado, sendo todos relativamente recentes (SAWAY et al., 2004; TRUSHEVA et al.,
2006; ALENCAR et al., 2007; AYRES, MARCUCCI e GIORGIO, 2007; DAUGSCH et al.,
2007; SILVA et al, 2007; SALOMAO et al., 2007; OLDONI, 2007). Tais trabalhos trazem
informacfes que demonstraram o potencial biolégico desta variedade de prépolis, além da
descricdo dos constituintes bioativos (TRUSHEVA et al., 2006; OLDONI, 2007), composi¢cao
guimica e origem boténica (SAWAY et al., 2004; DAUGSCH et al., 2007; SILVA et al, 2007;
ALENCAR et al., 2007).

Em relacdo a atividade biolégica da propolis vermelha brasileira, a literatura
apresenta resultados positivos dos extratos contra Leishmania amazonenses (AYRES,
MARCUCCI e GIORGIO, 2007), Staphylococcus aureus (TRUSHEVA et al.,, 2006;
DAUGSCH et al., 2007; ALENCAR et al., 2007; SALOMAO et al., 2007), Staphylococcus
mutans (ALENCAR et al.,, 2007), Escherichia coli (TRUSHEVA et al.,, 2006), Candida
albicans (TRUSHEVA et al., 2006; SALOMAO et al., 2007), Trypanosoma cruzi,
Streptococcus pneumoniae, Klebisiella pneumoniae, Candida albicans, Sporothrix schenckii
e Paracoccidioides brasiliensis (SALOMAO et al., 2007).

ALENCAR et al. (2007) estudaram a composi¢do quimica da prépolis vermelha

proveniente do sul do estado de Alagoas e relataram que a mesma possui 20 componentes

guimicos diferentes daqueles comumente encontrados nos 12 tipos de propolis catalogados
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por PARK et al. (2000). Além disso, eles concluiram que essa variedade de propolis possui
qguatro tipos de isoflavonas nunca antes encontrados em apiderivados, comprovando ser

uma nova variedade com potencial biol6gico diferente das propolis ja estudadas.

DAUGSCH et al. (2007) concluiu em seu trabalho que a origem botanica principal da
propolis vermelha é a Dalbergia ecastopyllum. ApoOs coletar amostras de prépolis vermelha
de cinco estado do nordeste brasileiro (Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba) ele
as comparou através de testes em Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
em Fase Reversa (RPHPTLC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
(RPHPLC) com resinas da D. ecastopyllum constatando perfis muito similares. Ainda neste
trabalho foram testados extratos hidroalcodlicos da prdépolis coletadas nos seis estados,
através do método do disco, em Staphylococcus aureus ATCC 25923 obtendo resultados

positivos na inibicdo desse microrganismo.
Formas farmacéuticas topicas

Para o tratamento da candidiase vulvovaginal existem dois tipos de administracéo de
farmacos: formulagbes de uso oral e uso vaginal. Na terapéutica oral, os medicamentos
mais utilizados sdo o fluconazol, cetoconazol e itraconazol na forma de céapsula e
comprimido revestido (RIBEIRO, 2002). Para o uso vaginal os medicamentos mais utilizados

sdo a nistatina e a anfotericina B em creme e 6vulo vaginal.

No desenvolvimento de uma forma farmacéutica eficiente alguns parametros devem
ser levados em conta. A escolha dos excipientes deve ser realizada através de estudos de
compatibilidade do ativo com os mesmos, da biodisponibilidade do farmaco na formulacéo
final e de sua estabilidade (KOROLKOVAS, 2002).

Para o tratamento de afecgBes vaginais existem trés opc¢bes de formas
farmacéuticas semi-sélidas: cremes, creme-gel e gel. Este tipo de formulagcdo deve ser de
facil aplicagéo, possuir viscosidade (adesividade) compativel que permita a permanéncia da
forma na mucosa vaginal e como as outras formas semi-sélidas ser compativel com o ativo
e ter estabilidade adequada (KOROLKOVAS, 2002).

Os cremes sdo emulsfes heterogéneas, termodinamicamente instaveis, formados
pela associacdo de substancias lipofilicas (fase oleosa) com hidrofilicas (fase aquosa)
através de agentes emulsificantes (tensoativos). Uma das fases se apresenta descontinua e
dispersa em goticulas envolvidas pelos agentes tensoativos emulsificantes, responsaveis
pela estabilidade fisica e pela manutencdo da dispersdo na segunda fase (fase continua).

Sao classificadas de acordo com sua fase externa, sendo chamadas de emulsdes 6leo em
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agua (O/A) ou agua em oOleo (A/O) (GENNARO, 2004). As emulsdes tipo O/A sdo as mais
utilizadas devido ao seu aspecto menos oleoso, mais agradavel tanto para aplicagéo topica
(loces, leites e cremes) quanto para a administracdo por via oral (emulsdes farmacéuticas)
(GENNARO, 2004; RIBEIRO, 2002). As bases na forma creme mais utilizadas na farméacia
magistral séo o creme Polawax® e creme Lanette®, devido ao custo baixo e facilidade de

incorporacédo para a maioria das substancias ativas.

Lanette® (&lcool cetoestearilico e cetil estearil sulfato de sédio) é uma cera auto-
emulsionante de natureza anidnica, muito usada e relativamente antiga. O Polawax® (&lcool
cetoestearilico e monoestearato de sorbitano polioxietileno) é uma cera auto-emulsionante
de natureza nao-idnica e de alta densidade. Constitui um sistema completo de emulséo,
entretanto, de acordo com a solubilidade do ativo, pode ser adicionada a sua formulacao
Oleos, ceras e outras gorduras (ZANIN et al., 2001).

Segundo SAMPAIO (1999), as bases nao-ibnicas auto-emulsionantes vieram
substituir as bases aniénicas cada vez mais, pois as Ultimas ndo séo totalmente estaveis em
pHs inferiores a 2,5, sdo incompativeis com tensoativos catidnicos e sais de metais
polivalentes, como aluminio, chumbo, estanho e zinco e também porque podem causar

problemas dermatoldgicos.

Os géis sao sistemas semi-sélidos, que consistem em suspensdes formadas por
pequenas particulas inorganicas ou por grandes moléculas organicas penetradas por um
liguido. Os géis de fase Unica sdo macromoléculas organicas, as quais podem ser de origem
sintética (Aristoflex®) ou natural (tragacanto), distribuidas uniformemente através de um
liquido. Geralmente se apresentam em uma fase aquosa, podendo ser utilizado também
alcodis e 6leos como fase dispersora. Os géis sdo utilizados topicamente e em cavidades
corporais e sdo consideradas formas farmacéuticas de escolha devido a sua consisténcia,
facilidade de aplicacé@o, remocao e uso. Em géis, geralmente observa-se uma liberagdo mais
rapida do farmaco independentemente da sua solubilidade em agua, quando comparado a
cremes e pomadas (USP 24, 1999). Em farmacias magistrais geralmente séo utilizados géis
de Carbopol 934°, natrosol e Aristoflex®. O gel de carbopol, apesar de apresentar a
aparéncia de maior apelo mercadoldgico é pouco estavel as alteragdes de pH, restringindo-

se a formulacdes neutras.

z

O Aristoflex® & um polimero sintético de &cido sulfénico acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona pré-neutralizado que permite formar um gel de excelente consisténcia em
sistemas aquosos. Também é utilizado como agente espessante em emulsfes 6leo/agua.

Seu pH varia entre 4 a 6 e sua viscosidade entre 48.000 a 80.000 mPa.s (solu¢do 1% em
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agua). O gel de Aristoflex® forma uma rede quimicamente estavel e apresenta maior
viscosidade e valor de cisalhamento do que outros géis (ZANINI, 2007; LOFFLER e
MILLER, 2002).

O natrosol (hidroxietilcelulose) € um gel ndo i6nico usualmente selecionado pelas
suas propriedades de elevar a viscosidade, suportar incorporacdo em ampla faixa de pH,
apresentar estabilidade e geralmente ser compativel com diversas vias de administracao
(LUBI, SATO e GAENSLY, 2003). Segundo SATO et al. (2007) o gel natrosol é
constantemente usado como agente de consisténcia em emulsdes com a finalidade de

melhorar a estabilidade e a aplicabilidade.

Outra forma alternativa de formulagéo € o creme-gel. O creme-gel pode ser obtido a
partir de Hostacerin SAF®, sendo este uma base auto-emulsionante, de carater anionico,
desenvolvida para possibilitar o preparo de emulses em temperatura ambiente. Ele é
composto por associagdes de promotores de viscosidade, emulsionantes e emolientes, se
diferenciando de outras bases auto-emulsionantes ndo apenas pela facilidade do preparo
instantaneo em temperatura ambiente, mas principalmente porque dao origem a emulsdes
com aspecto e textura agradavel e grande estabilidade a incorporacao dos principais ativos
dermatoldgicos (KOROLKOVAS, 2004). O creme-gel € uma emulsdo que contém polimeros
formadores de gel, os quais podem interferir na viscosidade do produto. A viscosidade de
uma emulsdo € aumentada em funcdo da concentragcdo de solidos e da acdo de aditivos
(PALMA e GIUDICI, 2006). O informe técnico do fornecedor relata que o polimero formador

de gel do Hostacerin SAF® é o gel Aristoflex®.

Para o desenvolvimento racional de formas farmacéuticas estaveis e seguras torna-
se importante a avaliagdo de uma série de parametros, tais como, 0 exame macroscopico

da formulag&o apos incorporagéo do ativo, pH, viscosidade e estabilidade fisica e térmica.

Os ensaios macroscopicos sao realizados para avaliagdo das caracteristicas do
produto testado, tais como, aspecto, cor, odor, sabor e tato. Tais parametros avaliam
alteracBes como separacao de fases, precipitacdo e turvacdo. Geralmente é utilizada uma
amostra de referéncia (ou padrdo) para comparar com o produto desenvolvido (BRASIL,
2007).

Dentre os parametros macroscopicos importantes, destaca-se a cor da formulacao.
A alteracdo de cor pode indicar reacbes de degradacdo, tipo oxidacdo, ou também
incompatibilidade entre as substancias presentes na formulacdo (GENNARO, 2004). Outro

parametro importante para a avaliagdo da estabilidade do produto é o pH da formulacéo.
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Reacdes de degradacdo podem alterar o pH, sendo este indicador de qualidade do produto.
O pH também pode alterar a biodisponibilidade do produto. A depender do pH da
formulacdo, o farmaco podera estar na forma ionizada, o que dificulta a absorgédo pelo
endotélio. No caso de tratamento contra microrganismos vaginais, tais como a Gardnerella
vaginalis, o pH pode ser crucial para o éxito da terapéutica. Este microrganismo se
desenvolve em pH acima de 4,5 e dificulta o desenvolvimento de Lactobacillus sp, o qual
esta presente na microbiota vaginal saudavel. Desta forma, o ajuste do pH da formulacéo
pode facilitar o restabelecimento do equilibrio microbiano local, agindo sinergicamente com
o farmaco antimicrobiano (CATLIN, 1992).

A viscosidade do produto pode influenciar na aplicagdo e uso do mesmo. A
viscosidade é a resisténcia que o produto oferece a deformacao ou ao fluxo, e depende das
caracteristicas fisico-quimicas e das condi¢bes de temperatura do material (CORREA et al.,
2005; CHORILLI et al, 2007). A reologia estuda a fluidez e a deformagédo das substancias
sob cisalhamento. Quando se estuda os fluidos em um viscosimetro rotacional e se elabora
um sistema de coordenadas da velocidade de fluxo em funcdo da forca de fluxo, obtém-se
reogramas de caracteristicas préprias, tornando-se possivel verificar se 0 comportamento é
newtoniano ou nao newtoniano e caracterizar a plasticidade, pseudoplasticidade, a
dilatancia, bem como a presenca ou néo de tixotropia (PADER, 1993; AULTON, 2005).

A viscosidade depende da temperatura, sendo importante controlar a mesma durante
as determinacfes experimentais (LEWIS, 1993). No caso de produto para uso vaginal é
importante avaliar a viscosidade a temperatura ambiente, para obter valores sobre seu
escoamento durante a aplicacdo do produto e armazenamento do mesmo e também a 37°C,
temperatura corporal, para obter informacdes sobre o comportamento reolégico do produto

in loco.

O gel e o creme-gel normalmente apresentam comportamento pseudoplastico e a
principal caracteristica é a de reducdo da viscosidade quando submetido a uma elevada
tensdo de cisalhamento, retornando a viscosidade inicial ao cessar-se o cisalhamento. Além
disso, o comportamento tixotropico também pode estar presente, devido ao aglomerado de
particulas que formam uma estrutura similar ao de uma rede, e que sob tensédo sofre
desestruturacdo tempordria na trama, com perda de viscosidade (PADER, 1993; AULTON,
2005).

Para a determinacdo do grau de tixotropia, 0 material em estudo é submetido a um
gradiente de cisalhamento crescente, ocorrendo uma desorganizacdo maior ou menor da

estrutura, até que se obtenha o que se chama de ponto superior da curva, sendo submetido
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logo apds a gradientes de cisalhamento decrescentes. S&o, assim, obtidas duas curvas,
uma ascendente e outra descendente indicando, respectivamente, desorganizacdo e
reorganizacao estrutural do sistema. O tracado dessas duas curvas delimita uma éarea
chamada de histerese que traduz o tempo que o sistema leva para refazer a viscosidade
inicial, indicando o seu grau de tixotropia. Geralmente os cremes sdo formas que
apresentam grau de tixotropia. Quando, nos reogramas, as curvas ascendente e
descendente se sobrep8em, ndo ha tixotropia, indicando reorganizacdo estrutural imediata,

caracteristico de gel e creme-gel (AULTON, 2005).

A estabilidade fisica do produto pode ser verificada pela exposicdo do mesmo ao
estresse mecanico. A centrifugacdo do produto é utilizada para observar a separacdo
(quebra) de fases e conseqlientemente sua estabilidade fisica. Este ensaio também pode
ser efetuado utilizando temperaturas mais altas, avaliando a estabilidade térmica do produto
em relacdo a separacdo de fases. A forca da gravidade atua sobre os produtos, fazendo
com que suas particulas se movam no seu interior. A centrifugacdo produz estresse na
amostra, simulando um aumento na for¢ca de gravidade, aumentando a mobilidade das
particulas e antecipando possiveis instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma
de precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de sedimento compacto e coalescéncia,
entre outras (PROENCA et al., 2006).
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CAPITULO Il — (ARTIGO) DESENVOLVIMENTO E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA
Candida albicans DE FORMULACOES SEMI-SOLIDAS
CONTENDO PROPOLIS VERMELHA
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Desenvolvimento e avaliacdo da atividade antimicrobiana contra
Candida albicans de formulacdes semi-sélidas contendo propolis

vermelha.

RESUMO

A Candida albicans € um microrganismo associado a maioria das vulvovaginites. Varios
produtos naturais tém sido estudados para o tratamento da candidiase, sendo a prépolis
citada por diversos autores como produto promissor. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e avaliar o potencial antifangico de formula¢des contendo prépolis vermelha,
sendo esta um produto ainda pouco explorado cientificamente. Os resultados da andlise dos
flavonéides indicaram que o conteudo destes no produto foi em torno de 1,8%. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco obtendo halo de inibicdo de
cerca de 13 mm para 600 pg de propolis e a concentragédo fungicida minima (CFM) foi de
347,7 pg/mL. As formulagbes foram desenvolvidas utilizando como excipientes o creme
Lanette®, creme Polawax®, o creme-gel Hostacerin®, o gel Aristoflex® e o gel Natrosol
(hidroxietilcelulose) e avaliadas quanto ao pH, estabilidade fisica e térmica, perfil reoldgico e
avaliacdo macro e microscopica. A formulagdo com propolis vermelha que apresentou
melhor estabilidade, impressao global e atividade antifungica (halo de 16,33 mm) foi a

desenvolvida com o creme Lanette®.

Palavras-chave: propolis vermelha, Candida albicans, formas farmacéuticas semi-sélidas,

atividade antifangica.

ABSTRACT

Candida albicans is a microorganism associated to the majority of vulvovaginities. Several
natural products have been studied for the candidiasis treatment and propolis has been
shown in many works as promissory product. Propolis is a natural flavonoids-rich product
that has presented excellent antifungal activity. Once there are only few reports about
biological properties of red propolis, the aim of this work was to develop formulations
containing this natural product, as well as to evaluate their antifungal activity. The contents of
flavonoids were approximately 1.8%. The antimicrobial activity was performed by diffusion

method and showed inhibition zone of 13.18 mm using 600 pg, and the minimum fungicidal
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concentration (MFC) was 347.7 pg/ mL. The formulation has been developed using Lanette™
cream, Polawax cream, Hostacerin SAF" cream-gel, Aristoflex  gel and Natrosol gel
(hydroxyethylcelullose) as excipients. The formulation with red propolis presenting the best

stability and antifungal activity (zone of 16,33 mm) was with Lanette™ cream.

Key-words: red propolis, Candida albicans, pharmaceutical dosage, antifungal activity

1. INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal é caracterizada por uma inflamagéo da vagina provocada
pela infeccdo por Candida sp, sendo a Candida albicans responséavel por 80 — 92% dos
casos de candidiase (COLOMBO e GUIMARAES, 2003). As pacientes com candidiase
geralmente apresentam sintomas, tais como, corrimento espesso e esbranquigado, prurido,
avermelhamento da parte exterior da vagina e irritagdo ao urinar (SOBEL et al., 1998). Esta
patologia varia de 25% na populacdo feminina em geral a 42% entre as mulheres
adolescentes (RYLANDER et al., 2004). Os principais medicamentos utilizados para o
tratamento de candidiase sdo o fluconazol, o itraconalzol e a nistatina. Entretanto, o uso da
propolis verde como medicamento contra a candidiase € uma alternativa aos demais
tratamentos (SOUZA et al.,1989; VARGAS et al., 2004; FERNANDES Jr. et al., 2006;
SFORCIN et al., 2000; STEPANOVIC et al., 2003). Estudos cientificos vém indicando que a
propolis possui um grande potencial terapéutico, principalmente, em relacdo as atividades
antineoplasica, antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatéria (GACS et al., 1993; HEINZE
et al., 1998; CASTALDO e CAPASSO, 2002).

A composigao da prépolis varia principalmente devido as condig6es ambientais, raga
da abelha e localizacdo (SFORCIN et al., 2000; KUMAZAWA et al., 2004). Atualmente
existem varios tipos de propolis catalogadas no Brasil, sendo esta variacdo decorrente da
biodiversidade e das dimensfes geogréaficas do pais (PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002;
SALATINO et al., 2005). A propolis verde € a mais estudada, porém a prépolis vermelha tem
despertado grande interesse, por ser uma variedade mais rara encontrada principalmente
nos estados de Alagoas e Sergipe. Recentes estudos relatam que esta variedade tem
apresentado atividade antioxidante e antimicrobiana positiva em testes preliminares in vitro,
sugerindo que este produto também apresenta potencial farmacolégico e composicao rica
em compostos bioativos (ALENCAR et al., 2007; TRUSHEVA et al.,, 2006; AYRES,
MARCUCCI e GIORGIO, 2007; DAUGSCH et al., 2007; SILVA et al, 2007; AWALE et al.;
2007).
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Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo testar a atividade
antimicrobiana da propolis vermelha sergipana contra Candida albicans, desenvolver
formulacdes semi-sélidas de uso vaginal contendo este ativo e verificar o potencial

antimicrobiano das mesmas.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Material

Foi utilizada amostra de prépolis vermelha, proveniente de apiario situado no
municipio de Brejo Grande/Sergipe/Brasil (S — 10°28°25” e W — 36°26’12”), coletada em
dezembro de 2006. Os excipientes utilizados para a preparacdo das formas farmacéuticas
vaginais foram o creme Polawax®, o creme Lanette®, creme-gel Hostacerin SAF®, gel de
hidroxietilcelulose (Natrosol) e gel de Aristoflex®, todos adquiridos em farmacia de
manipulacdo do municipio de Aracaju/SE. O microrganismo utilizado foi a Candida albicans
ATCC — 10231 proveniente do laboratério de materiais de referéncia da Fundagdo Oswaldo
Cruz — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Foram utilizados
meios de cultura Agar Sabouraud e Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid/England).

2.2 Caracterizacdo da propolis vermelha

A amostra foi analisada quanto ao aroma, massa, aspecto, consisténcia,
granulometria, estrutura, cor e impurezas visiveis segundo Instrucdo Normativa n°03
(BRASIL, 2001). Foi determinado o teor de umidade e cinzas na prépolis conforme
metodologia descrita pela Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 1997) em

triplicata.
2.3 Obtencéo do extrato seco de propolis

Os extratos hidroalcodlicos de propolis foram obtidos conforme BRITO et al. (2007).
Amostras de 2 g de propolis vermelha foram pesadas e um volume de 200 mL de uma
solucdo etanol a 70% foi adicionado. A extracdo foi realizada durante um periodo de 24
horas em temperatura ambiente. Apds este periodo, o solvente foi eliminado por
rotaevaporacdo e o rendimento calculado em relacdo a massa inicial da propolis antes da

extragdo e expresso em porcentagem.
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2.4 Determinagédo da concentracao de flavonadides.

O teor de flavonodides no extrato de propolis foi determinado segundo KOSALEC et
al. (2005). Flavonas e flavondis foram expressos como equivalente de quercetina, apés
obtencdo de uma curva padrdo (ANEXO I[). Para obtencdo da curva padrdo foram utilizadas
solucBes de quercetina em diferentes concentragdes (20, 40, 60 e 80 e 100 pug/mL). Foi
utilizado 0,5 mL da amostra (diluida 1:10) ou solu¢cdo de quercetina, as quais foram
adicionados 1,5 mL de etanol 95% (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10% (m/v), 0,1 mL
de acetato de potassio 1 mol/L e 2,8 mL de agua destilada. Para o branco, foi substituido o
nitrato de aluminio a 10% (m/v) e o acetato de potassio 1 mol/L por 4gua destilada. Apés
repouso da solugcdo por 40 minutos, em temperatura ambiente, foi feita a leitura em
espectrofotbmetro em comprimento de onda 415 nm. Todas as andlises foram realizadas

em triplicata.
2.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A cepa de Candida albicans ATCC 10231 proveniente do Laboratério de Materiais de
Referéncia da Fundagéo Osvaldo Cruz — INCQS (Rio de Janeiro) foi utilizada para os testes
microbioldgicos. O material liofilizado foi reativado em meio Agar Sabouraud e incubado a
37°C por 24 horas.

A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusdo em disco de acordo
com o método descrito por KIM, MARSHALL e WEI, 1995; SIVROPOULOU et al., 1995. Foi
inoculado caldo BHI com Candida albicans e incubado a 37° C/24horas. ApGs este periodo,
o indculo foi ajustado ao tubo 0,5 da escala McFarland (1,5 x 10 UFC) em solucéo salina.
30 uL desta cultura foi inoculada por espalhamento em placas contendo agar Sabouraud,
nas quais foram depositadas discos de papel filtro impregnados com solucdes de prépolis
vermelha contendo 80, 200, 400 e 600 ug e incubadas por 24 horas a 37 °C. A atividade

inibitéria foi determinada pela medicdo da zona de inibicao.

Para determinagcdo da concentragdo fungicida minima foram utilizados tubos
contendo 5,0 mL do caldo BHI, 4 mL de solucéo de propolis vermelha, seguido de diluicdo
seriada gerando concentracdes entre 290 e 14.800 pg.mL™ de prépolis (FERNANDES Jr. et
al., 2006). Foi adicionado aos tubos 1 mL de inéculo a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
UFC) e incubado por 37°C/24 horas (DOTTO et al., 2006; PAREKH e CHANDA, 2007). Ap6s
este periodo, 100 pL dos contetdos dos tubos foram inoculados em superficie em placas de

agar Sabouraud, sendo estas incubadas a 37°C/24 horas. Este experimento foi realizado em
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duplicata. Apds o periodo de incubacdo foram observadas as placas que apresentaram

crescimento fangico.
2.6 Desenvolvimento da forma farmacéutica

Foram utilizadas 5 bases cosméticas para incorporacdo do extrato seco de propolis
vermelha, sendo duas emulsbes (creme Lanette® e creme Polawax®), um creme-gel
(Hostacerin SAF®) e dois géis (Aristoflex® e Natrosol). Foi preparada uma solucéo a 7,5% a
partir do extrato seco de prépolis vermelha, usando como veiculo de solubilizacdo alcool
absoluto. A incorporacdo foi realizada por meio de diluicdo geométrica, gerando uma
concentracéo final de 5 mg de prépolis por grama de base. Formulacdes com pH 4,4

também foram preparadas utilizando solucdo de &cido citrico a 1% para ajuste.

As formulagBes obtidas foram avaliadas em relacdo as suas caracteristicas
macroscopicas, tais como separacao de fases, precipitacdo ou turvacdo, ressecamento, pH,
consisténcia e cor (BRASIL, 2007).

A determinacdo da viscosidade aparente das formulagbes foi realizada utilizando
viscosimetro rotativo Visco Star-R Modelo: V 10002 (Fungilab S.A.) com “spindle” R7 ou R6,
a 20°C. A velocidade de cisalhamento aplicada foi entre 0,3 a 200 RPM, com 2 minutos de
intervalo entre cada medicdo. As determinacfes da viscosidade foram realizadas em
triplicata (LUBI, SATO e GAENSLY, 2003).

A estabilidade fisica e térmica das formulacdes foram avaliadas por centrifugacdo
(High Speed Brushless Centrifuge MPW-3505) a 2325 x g durante 10 minutos nas
temperaturas de 25 e 35°C.

2.7 Ensaio microbiolégico das formulacdes

A avaliacdo da atividade fungica das formulacbes foi realizada seguindo a
metodologia descrita por PEREIRA e GOMEZ (2007), com algumas modificagdes. 100 pL
de in6culo (0,5 da escala de McFarland) foi adicionado em placas com agar Sabouraud.
Foram adicionados 0,2 mL de amostra em po¢os com 5 mm de didmetro previamente
perfurados no agar. As amostras testadas foram Hostacerin SAF® base, Hostacerin SAF®
com Nistatina 25.000 Ul/g, Hostacerin SAF® com prépolis 5 mg/g pH 4,3 e Hostacerin SAF®
com prépolis 5 mg/g pH 6,2, Lanette® base, Lanette® com Nistatina 25.000 Ul/g, Lanette®
com prépolis 5 mg/g pH 4,3 e Lanette® com préopolis 5 mg/g pH 6,2. As placas foram
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incubadas a 37° C/24 horas. A inibic&do foi detectada pela presencga de halos ao redor dos

pocos. O experimento foi realizado em triplicata.

2.8. Andlise Estatistica

A diferenca da medida dos halos de inibicdo de extratos de prépolis e das
formulacdes foi realizada com auxilio do programa Statistica, versao 7.0. Aplicou-se analise
de variancia (ANOVA), sendo que as diferencas significativas foram determinadas pelo teste
de Tukey. Diferencas entre as médias a um nivel de 5% (p<0,05) foram consideradas

significativas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da propolis vermelha

A amostra coletada apresentou aroma balsamico acentuado, o que além de
identificar o produto ainda indica se tratar de uma amostra nova. A cor forte avermelhada é
caracteristica da prépolis produzida por algumas colméias da regido norte de Sergipe e sul
de Alagoas. O material se apresentou isento de impurezas do tipo abelhas, madeira,
vegetais e outros. A granulometria da amostra selecionada foi heterogénea, ndo pulverizada
com pedacos de diferentes tamanhos e consisténcia rigida a temperatura ambiente, o que
pode indicar elevado teor de resinas. Segundo FUNARI e FERRO (2006), o alto teor de
resinas é favoravel uma vez que as substancias provenientes destas possuem inumeras

atividades bioldgicas ja comprovadas.

A amostra apresentou teor de cinzas e umidade dentro dos limites estabelecidos na
legislacdo (tabela 1) (BRASIL, 2001). Apesar disso, o teor de ceras esta muito proximo do
valor limite, considerando o desvio encontrado nas analises. E importante ressaltar que os
limites definidos pela normativa, referem-se a propolis mais comum e mais estudada
(propolis verde) no Brasil. A prépolis vermelha apresenta aspecto muito distinto da prépolis
verde. Desta forma, os teores de umidade, cinzas, além da composicao de ceras e outros
componentes podem ser diferentes, sendo que os limites devem ser observados e

estabelecidos para esta nova variedade.

O rendimento da extracdo foi de 43,5%, acima do valor minimo especificado na
legislacdo (35%), mostrando-se soluvel no solvente extrator. O teor de flavonbdides em
amostras de extrato seco deve apresentar no minimo de 0,25% (m/m) e na prépolis no

minimo 0,5% (m/m), segundo normativa n°3 (BRASIL, 2001). O teor obtido no extrato
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hidroalcodlico foi proximo a 2%, caracterizando-o como um extrato que possui médio teor de
flavondides (tabela 1). Todos os parametros estudados identificam a prépolis e demonstram

gue a mesma néo foi adulterada.

Tabela 1-Parametros fisico-quimicos da prépolis vermelha e do extrato de propolis vermelha

Teste Valores de Referéncia * Média dos resultados + DP**
(Yom/m) (Yom/m)
Umidade Maximo de 8 6,47 + 1,31
Cinzas Maximo de 5 4,39 + 0,67
Flavonoides Baixo: até 1,0
Médio: >1,0-2,0 1,87+ 0,26
Alto: >2,0

* Valores de referéncia de acordo com legislacé@o vigente (BRASIL, 2001)
** DP: desvio padréo

3.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

A prépolis vermelha apresentou halos com tamanho entre 9,65 a 13,18 mm contra C.
albicans (tabela 2). A maior inibicdo ocorreu na presenca de prépolis na concentragédo de
600 pg (13,18 £ 2,14 mm), o que representa 11,22 ug de flavondides. A maioria dos
trabalhos ndo correlaciona a quantidade de flavondides presentes na amostra com a
atividade biolégica encontrada. Os flavondides sdo compostos considerados como
marcadores quimicos da amostra e segundo literatura sdo estas as moléculas responsaveis
pelas atividades biolégicas (GREENAWAY et al., 1991; AGA et al., 1994; BANKOVA et al.,
1995; MARCUCCI et al., 1996, MARCUCCI et al., 2001; FUNARI e FERRO, 2006). Esta
correlagdo é muito importante devido a composi¢cdo quimica da propolis ser amplamente

variada.

Tabela 2 — Atividade antifungica de extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha em Candida

albicans.
Prépolis (ug) Flavondides (ug) Diametro dos halos (mm)
80 1,50 10,35 + 2,70*"
200 3,74 9,65+ 0,77%
400 7,48 11,90 + 2,39”
600 11,22 13,18 + 2,14"

* média + desvio padrao; letras iguais representam valores estatisticamente iguais (p>0,05)
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Comparando o maior halo de inibicdo da prépolis vermelha do estado de Sergipe
(13,18 + 2,14 mm para 600 ug de prépolis) com o menor obtido por SALOMAO et al. (2007)
gue testou amostras de propolis vermelha oriundas de Alagoas para inibicdo de Candida
albicans (halo de 21 mm para 400 ug) observou-se significativa diferenca no halo de inibicéo.
O autor ndo quantificou o marcador quimico na amostra e por isso néo foi possivel comparar
0 comportamento microbiolégico em relacdo ao teor de flavonoides. O valor de halo
diferenciado pode ser devido a diferente concentracdo deste marcador. A prépolis vermelha
de Alagoas passou por procedimento de extracdo diferente, protegendo seu extrato da luz.
Desta forma pode-se aumentar a estabilidade dos constituintes presentes na amostra. Além
disso, apesar dos estados em questdo (Alagoas e Sergipe) serem muito proximos, a
biodiversidade é fator fundamental e afeta a qualidade dos constituintes presentes no
produto. Segundo PEREIRA et al. (2002) e CASTRO et al. (2007), a composi¢ao quimica da
prépolis varia de acordo com a flora regional, a sazonalidade, 0 manejo e variedade da
abelha presente no apiario. No caso da propolis vermelha, sua origem boténica ndo esta
totalmente elucidada, apesar de ja estar correlacionada com espécies encontradas nas
proximidades dos apiarios.

Outro ponto que diferencia o presente trabalho do autor citado € a metodologia do
ensaio microbiolégico. SALOMAO et al. (2007) realizou o ensaio utilizando pogos contendo
200 pL de solucdo de prépolis, enquanto que na técnica utilizada neste trabalho, o material
foi aplicado em um disco de papel de filtro, e portanto apresentou-se na forma soélida. Sabe-
se que a forma de apresentacdo do material pode interferir no perfil de resposta. OLIVEIRA
(2005) testou os dois métodos utilizando extrato de Syzygium cumini (jamboldo) e observou
que existe diferenca significativa dos diametros encontrados pelas duas técnicas. Na maioria
de seus resultados foi observado que a técnica de pocos apresenta maior halo de inibicdo
para uma mesma concentragdo. A transferéncia de massa no meio liquido € favorecida em

relacdo ao meio solido.

OLIVEIRA (2005) testou ainda miconazol 50 pg como controle positivo para C.

albicans pela técnica de disco obtendo halo de 20,0 mm. Ja o extrato de jambolao
apresentou halo de inibicdo de 15,3 mm utilizando uma massa de 3200 pg. Segundo o autor,

os resultados séo promissores para o uso deste extrato.

FARIAS BUFFON e CINI (2003) testaram a nistatina a 100.000 Ul/ mL (150.000 UI)
utilizando método do pogo. O halo de inibicdo apresentado foi de 17 mm para Candida

albicans. A nistatina € um farmaco comumente utilizado para candidiase.
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Segundo SILVA et al. (2006) a propolis verde coletada na microrregido do Brejo
Paraibano/PB em diferentes épocas do ano testadas a 30% em solucdo alcodlica ndo
apresentou atividade antimicrobiana e antifungica sobre Candida albicans e Staphylococcus

aureus.

Em relacdo a concentracdo fungicida minima (CFM), foi observado que a partir da
concentracdo 347,7 ug/mL de propolis vermelha ndo houve crescimento fingico apos o
periodo de incubacdo de cinco dias. FERNANDES Jr et al. (1995) e OTA et al. (2001)
estudaram extratos etandlicos de propolis verde de doze diferentes regibes do Brasil
obtendo as concentra¢cdes minimas fungicidas de 3800 pg/mL em C. albicans e 9000 pg/mL
em Candida sp respectivamente. Comparando estes resultados, foi observado que pode-se

considerar significativo o resultado obtido com o extrato de prépolis vermelha.

Segundo KOSALEC et al. (2005), OLIVEIRA et al. (2006) e PARKER e LUZ (2007), o
teor de flavondides nas amostras estd relacionado as propriedades antimicrobianas da
prépolis. Considerando o resultado do teor de flavondides obtido na amostra estudada
(1,87%= 0,26), conclui-se que a CFM em relagcdo aos flavonoides foi de 6,50 pg/mL.
BATISTA, BIRMAN e CURY (1999) em seus estudos concluiram que a CFM dos
medicamentos fungicidas de referéncia no mercado para o tratamento de C. albicans, foram
0,15 pg/mL, 64 pg/mL e 64 pg/mL para anfotericina B, cetoconazol e miconazol,
respectivamente. No estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2006) a CFM do extrato de
prépolis verde para 67 cepas diferentes de levedura causadoras de onicomicoses foi de 200
pug/mL de flavonodides. Desta forma, observa-se que o extrato de prépolis vermelha estudado

apresenta potencial fungicida comparavel a outras substancias ja utilizadas.
3.3 Desenvolvimento da forma farmacéutica

As formulacdes contendo prépolis em gel Natrosol e Aristoflex® apresentaram
imediata separacdo de fases. Durante o procedimento de incorporacdo foi observada a
incompatibilidade da solucao de propolis vermelha com as referidas bases. No processo de
espatulacdo houve precipitacdo da propolis, gerando residuos na formulacao final. Esse
evento foi ocasionado provavelmente devido aos componentes do extrato seco de prépolis
vermelha apresentarem baixa solubilidade em agua. Apesar da utilizacdo de um co-solvente
(propilenoglicol), o qual propicia a total solubilizagdo do extrato de propolis vermelha, o alto
teor de agua na formulag&o diminuiu a estabilidade do sistema, facilitando a precipitacdo do
material. Microscopicamente foi observado que 0s géis apresentaram alto teor de residuos

de propolis, entretanto diferentemente do Natrosol, o gel Aristoflex® ndo apresentou
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separacdo de fases e sim uma baixa solubilidade da prépolis da dispersdo polimérica
(ANEXO Il e 11I).

Na incorporacdo em creme-gel Hostacerin SAF® foi observada compatibilidade
adequada do produto com a base, permanecendo uma quantidade minima de residuos. A
formulacdo com Hostacerin SAF® ndo apresentou precipitacdo apos procedimento de
incorporacdo. Microscopicamente, a formulacdo se assemelha ao gel de Aristoflex®, mas
com uma quantidade muito inferior de residuos, provavelmente devido ao contetdo lipofilico
do creme-gel (ANEXO 1V). A diminuicdo do contetdo aquoso facilitou a incorporacdo da
propolis e solubilizagdo da mesma no meio. No trabalho desenvolvido por MARQUELLE-
OLIVEIRA et al. (2007) utilizando proépolis verde foi evidenciado que formulacées com maior

teor lipidico suportavam melhor a incorporacao de extrato de propolis.

Durante a incorporacg&o nos cremes Polawax® e Lanette®, os quais possuem um teor
lipidico superior as formulagdes descritas anteriormente, foi observada uma interacao
adequada das bases com o extrato de prépolis, ndo apresentando separagdo de fases ou
precipitacdo. Foi observada microscopicamente uma pequena quantidade de prépolis nédo

solubilizada na formulac&o com o Polawax® (ANEXO V e VI)

O odor antes e apdés a incorporacao da propolis nas diferentes bases néo foi alterado

e a alteragdo da cor foi devido a caracteristica intrinseca do extrato incorporado.

As formulagdes de propolis com creme Lanette®, creme-gel Hostacerin SAF® e
creme Polawax® foram as que apresentaram melhor impresséao global, sendo as mesmas

selecionadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana.

A determinacédo do pH é importante durante o desenvolvimento de um produto, pois
avalia a estabilidade do produto durante o periodo de estocagem, assegura o pH compativel
com os componentes da formulagcdo e como o local de aplicagcdo, evitando irritacdes. Os
pHs das bases Lanette®, Hostacerin® e Polawax® foram 6,3, 6,3 e 6,1, respectivamente.
Ap0s incorporacédo da prépolis nas trés bases foi observado que ndo existiu variacdo no pH.
MARQUELLE-OLIVEIRA et al. (2007) desenvolveram formulagées com creme Polawax® e
creme-gel Hostacerin SAF® e evidenciaram que a adicdo de propolis verde ocasionou ligeira

reducdo do pH, sendo estas duas formulagfes as mais estaveis dentre as estudadas.

Nas formulacdes contendo prépolis vermelha onde o pH das formulaces foi ajustado
para aproximadamente 4,3 foi observado mudancas na coloracdo sem comprometimento da
aparéncia do produto final (ANEXO VII).
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Em relacdo a estabilidade fisica do produto, foi observado que os cremes Lanette® e
Hostacerin SAF® apresentaram estabilidade superior ao creme Polawax® quando
submetidos a condi¢Bes de estresse térmico e mecanico. O creme Polawax® apresentou
separacao de fases ap6s 10 minutos de centrifugacdo na temperatura de 33°C. As demais
bases testadas ndo apresentaram separacao de fases até a temperatura de 35 °C (ANEXO
VIIl). MARQUELE-OLIVEIRA et al. (2007) estudaram a incorporacéo de prépolis verde em
creme Polawax®. Neste estudo os autores relatam que esta formulagdo apresentou

estabilidade fisica e funcional durante o periodo estudado.

Para todas as bases e formulagdes testadas, os resultados do perfil reolégico
evidenciaram fluxo n&o newtoniano, com variacdo da viscosidade com o grau de
cisalhamento aplicado, sendo que a tenséo e o gradiente de cortes ndo foram diretamente
proporcionais, originando diferentes valores de viscosidade. Assim, as bases gel Aristoflex®,
gel Natrosol e creme-gel Hostacerin SAF® apresentaram fluxo ndo newtoniano do tipo
pseudoplastico tempo independente, com diminuicdo da viscosidade com o aumento do
grau de cisalhamento. Os cremes Lanette® e Polawax® também apresentaram fluxo ndo
newtoniano do tipo pseudoplastico, porém apresentaram area de histerese, demonstrando
um comportamento tempo dependente. Os cremes possuem uma viscosidade menor que as
dos géis e uma menor capacidade de retornar a forma original no tempo do experimento.
Séo classificados como tixotrépicos. Os géis apresentaram melhor desempenho reoldgico, e
devido a essa caracteristica sdo amplamente utilizados como veiculos (BARRY, 1983;
RICCI et al., 2002; CHORILLI et al., 2007).

A determinacdo do perfil reologico das formulagbes € fundamental, pois traz
informagfes importantes sobre os efeitos da formulacdo e do processamento sobre as
caracteristicas do produto e sobre sua qualidade e estabilidade. Esse perfil esta relacionado
com seu enchimento e retirada do material de acondicionamento, com a espalhabilidade e
aderéncia do material sobre o local de aplicagdo, com a biodisponibilidade dos ativos, com a
aceitabilidade pelo paciente e com a estabilidade fisica do produto (SORIANO et al., 1996;
BORGHETTI E KNORST, 2006). Aditivos reolégicos podem ser adicionados as formulacdes
com o objetivo de alterar seu perfil de fluxo e aumentar a estabilidade do produto final
(CHORILLI et al., 2007).

As formulacdes semi-sélidas possuem propriedades adequadas para 0 uso topico,
pois se deformam facilmente quando aplicados. No caso das formulagbes testadas, uma
pequena tensdo é capaz de diminuir acentuadamente a viscosidade. Desta forma, o material

flui com facilidade. No momento que a tensdo é retirada, rapidamente o material se
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reestrutura e retorna a viscosidades maiores. Neste momento o material ja foi aplicado e

deve permanecer no ambiente vaginal, se escorrer.

O creme Lanette® apresentou menor viscosidade aparente apds incorporacéo da
prépolis, porém o ajuste de pH nao alterou significativamente a viscosidade aparente (figura
1). O creme Polawax® apresentou perfil reoldgico muito semelhante, com ligeiro aumento de
viscosidade aparente apés incorporacao do extrato de propolis e ajuste de pH (figura 2). O
creme gel Hostacerin SAF® apresentou comportamento semelhante ao dos géis, sendo que
apoés incorporacao da propolis e alteracdo de pH ndo houve alteragdo no perfil reoldgico
(figura 3).

300000 —e— Lanette (curva descendente)

—=— Lanette + propolis pH 6,1 (curnva descendente)

s)

; 250000 —— Lanette + propolis pH 4,3 (cunva descendente)

200000 4 ---¢-- Lanette (curva ascendente)

---8--- Lanette + propolis pH 6,1 (curva ascendente)
150000 (

---a - Lanette + propolis pH 4,3 (curva ascendente)

100000 &

Viscosidade aparente (mPa

50000 1 2%

0 50 100 150 200
Velocidade (rpm)

Figura 1 — Viscosidade aparente do creme Lanette®, creme Lanette® apds incorporacdo do

extrato de propolis e creme Lanette® contendo prépolis e com pH ajustado em 4,3.
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Viscosidade aparente (mPa.s) x 10-3

100 1 —=a— Polawax + propolis pH 6,3 (curva descendente)
---0--- Polawax + prépolis pH 6,3 (curva ascendente)
80 A —a— Polawax + propolis pH 4,45 (curva descendente)
--- -- Polawax + prépolis pH 4,45 (curva ascendente)
60 - —e— Polawax pH 6,3 (curva descendente)

---0--- Polawax pH 6,3 (curva ascendente)

0 20 40 60 80 100

Velocidade (rpm)

Figura 2 — Viscosidade aparente do creme Polawax®, creme Polawax® apés incorporagéo do

extrato de propolis e creme Polawax® contendo prépolis e com pH ajustado em 4,45.

Viscosidade aparente (mPa.s) x 1073

1500 —=a— Hostacerin + prdpolis pH 6,3 (cuna descendente)
---0--- Hostacerin + propolis pH 6,3 (curva ascendente)
1250 A
—a— Hostacerin + propolis pH 4,45 (curva descendente)
1000 --- & - - Hostacerin + propolis pH 4,45 (curva ascendente)
] —=e— Hostacerin pH 6,3 (curva descendente)
750 1 & ---0--- Hostacerin pH 6,3 (curva ascendente)
500 1
250
O T T T rl‘ T :I
0 5 10 15 20 25 30

Velocidade (rpm)

Figura 3 — Viscosidade aparente do creme-gel Hostacerin SAF®, creme-gel Hostacerin SAF®

apos incorporacéo do extrato de prépolis e creme-gel Hostacerin SAF® contendo prépolis e

com pH ajustado em 4,4.

3.4 Ensaio microbiolégico das formulactes

Ap6s a realizacdo dos ensaios microbiolégicos foi observado que o creme-gel

Hostacerin SAF® com prépolis vermelha em diferentes pHs apresentou halos de inibico

muito pequenos para C. albicans (tabela 3). Porém, a base sem incorporacdo de ativos
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apresentou halo de aproximadamente 10 mm, inibicdo esta provavelmente resultante do

conservante existente na base.

Tabela 3. Diametros dos halos de inibicdo da Nistatina (controle positivo) e das formulagcdes

com propolis vermelha em Candida albicans em Hostacerin® e Lanette® em diferentes pHs.

Amostras Hostacerin® Lanette®

Halos de inibicdo (mm) (Média + DP)

Base (controle negativo) 10,33+0,58™ 11,67+2,08*

Nistatina (5000 Ul) 15,00+0,00" 19,00+1,00°
Prépolis pH 4,43 (1 mg) 4,00+1,73% 16,33+0,58%*
Prépolis pH 6,43 (1 mg) 3,33+0,58%* 16,33+1,53%

* = |etras iguais representam valores estatisticamente iguais (p>0,05) numa mesma coluna

Os resultados sugerem uma forte interacdo entre a base Hostacerin SAF® e a
propolis, originando a inativacdo das substancias com atividade antimicrobiana. A
incorporacdo do extrato nesta base apresentou-se inefetiva contra C. albicans,
demonstrando que uma base inerte pode interagir com os ativos, alterando sua capacidade
farmacoldgica. E imprescindivel a selecdo dos adjuvantes farmacotécnicos ideais para cada
substancia, ndo somente do ponto de vista da estabilidade, custo e aparéncia, mas
principalmente em relacdo a sua efetividade. Nesta mesma base, foi observado halo de
inibicdo significativo para a nistatina (15 mm) compativel com os obtidos por FARIAS
BUFFON e CINI (2003). Este resultado aponta que a referida base é compativel com a
nistatina, apesar da formulacdo utilizando Lanette® o mesmo ter apresentado halo de
inibicdo superior (tabela 3). A escolha da base ideal deve ponderar os parametros acima

relacionados (custo, aparéncia, estabilidade) com os dados da atividade do produto.

As formulacdes com o creme Lanette® e a propolis vermelha apresentaram halo de
inibicdo em torno de 16 mm resultado que demonstra perfeita compatibilidade da base com
o ativo. O resultado da formula¢do contendo propolis foi significante quando comparado ao
da formulag@o com nistatina, pois a concentracdo de flavondides (possivel responsavel pela
acao fungicida) é de 0,010 mg/mL e a de nistatina (4400 Ul — 1 mg) é de 1,14 mg/mL, mais

de cem vezes inferior a concentracao do farmaco de referéncia.
No que diz respeito a influéncia do pH na formulacdo a sua manutencéo em torno de

4,5 é uma caracteristica importante para as formulas vaginais, pois preserva o pH vaginal

minimizando o desenvolvimento de patdégenos. Para as formulacdes de Lanette®, como
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pode-se verificar na tabela 3, em testes in vitro, a alteragdo do pH nao influenciou no

resultado final de inibig&o.

4. CONCLUSAO

Apbs observacdo dos resultados deste trabalho concluiu-se que o extrato
hidroalcodlico de propolis vermelha do litoral norte do estado de Sergipe inibiu Candida
albicans ATCC — 10231 e apresentou acao fungicida em uma concentracéo de 347,7 pg/mL.
Também foi observado que, dentre as bases estudadas, a que possui melhor caracteristica
fisico-quimica para a incorporacgéao e veiculagédo do ativo, sendo o melhor excipiente na acao

antifungica da propolis vermelha foi o creme Lanette®.
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ANEXO |

Absorvancia em 415nm
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Curva padréo de quercetina para determinagéo do teor de flavondides da amostra de

propolis vermelha da regido de Brejo Grande/SE.
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ANEXO I

Fotomicrografias do gel natrosol antes (A) e ap0s a incorporacdo do extrato de
prépolis a 1% (B), nos aumentos 40 (A40 e B40), 100 (A100 e B100), 400 (A400 e B400) e
1000 (A1000 e B1000) vezes.
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ANEXO Il

Fotomicrografias do gel aristoflex® antes (A) e apés a incorporacdo do extrato de
prépolis a 1% (B), nos aumentos 40 (A40 e B40), 100 (A100 e B100), 400 (A400 e B400) e
1000 (A1000 e B1000) vezes.
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ANEXO IV

Fotomicrografias do creme-gel Hostacerin® antes (A) e ap6s a incorporagdo do
extrato de prépolis a 1% (B), nos aumentos 40 (A40 e B40), 100 (A100 e B100), 400 (A400 e
B400) e 1000 (A1000 e B1000) vezes.
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ANEXO V

Fotomicrografias do creme polawax® antes (A) e apds a incorporacdo do extrato de
prépolis a 1% (B), nos aumentos 40 (A40 e B40), 100 (A100 e B100), 400 (A400 e B400) e
1000 (A1000 e B1000) vezes.
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ANEXO VI

Fotomicrografias do creme Lanette antes (A) e apds a incorporacdo do extrato de
prépolis a 1% (B), nos aumentos 40 (A40 e B40), 100 (A100 e B100), 400 (A400 e B400) e
1000 (A1000 e B1000) vezes.
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ANEXO VI

Foto do creme-gel Hostacerin® (A), do creme Lanette® (B) e do creme
polawax® (C) antes (Al, B1 e C1) e depois (A2, B2 e C2) da acidificagdo da

formulacao
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ANEXO VIII

Creme polawax® centrifugado a 33°C, 5000 RPM em 10 min.

Creme Lanette® centrifugado a 35°C, 5000 RPM em 10 min.

F 1

"“ﬂ.

Creme — gel Hostacerin® centrifugado a 35°C, 5000 RPM em 10 min.
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