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Andréa Bessa Teixeira®
RESUMO

As infecgbes fungicas podem acometer o organismo humano superficial ou
sistematicamente, e as espécies fungicas de Candida que sdo responsaveis por
grande parcela dessas infecgbes, oferecem um risco para saude publica por
consequéncia da resisténcia de cepas aos antimicrobianos disponiveis. Os
tratamentos atuais consistem em antifungicos que apresentam considerada
toxicidade devida grande semelhanga das células fungicas as humanas, fomentando
uma tendéncia para a procura e prescricdo de terapias alternativas. Dentre as
opg¢des com mais adesao, estdo a aplicagdo do 6leo de coco e do acido bdrico na
vulva e canal vaginal, como ferramenta terapéutica contra o surgimento de novas
espécies mais resistentes aos medicamentos tradicionais. O estudo objetiva analisar
in vitro as propriedades antifungicas dessas duas substancias contra cepas de
Candida e comparar com as pesquisas anteriores relacionadas. Foram realizados
experimentos utilizando avaliagdo do crescimento fungico em escala, com placas de
96 pocos. A analise foi realizada observando o crescimento de ponto de
microorganismo no fundo dos pogos que continham diferentes concentragbes de
fluconazol, 6leo de coco extra virgem e acido bodrico. Nao houve a expressao
antifungica esperada das substéncias testadas, o que reforgca a necessidade da

realizagao de outros estudos.
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1 INTRODUGAO

Apesar de nao estar no foco dos estudos e pesquisas cientificas, a area da
micologia possui muitas ramificagées inexploradas, como também muitas condi¢oes
de saude provenientes de infecgdes fungicas sao negligenciadas pela populagao e
mesmo por profissionais da saude (COSTA, 2015). Ainda que a maioria das
infestacbes fungicas estejam distribuidas em populacbes de pessoas
imunocomprometidas, “a candidiase vulvovaginal recorrente aparece em mulheres
com a infeccdo por Candida no minimo quatro vezes no intervalo de um ano”
(LOPES, 2019).

A candidiase vulvovaginal (CVV) é definida como a infecgdo da vulva e vagina
que acomete um terco das mulheres em idade reprodutiva. E causada por fungos do
género Candida, sendo que a espécie Candida albicans é responsavel pela maioria
dos casos. Clinicamente, ¢é caracterizada pela presenca de corrimento
esbranquicado prurido, ardor, disuria, edema e eritema vulvovaginal (SOARES et. al
2018).

O tratamento antifungico prescrito sem diagnostico ou utilizado em
automedicacao pode influenciar na recorréncia e resisténcia das cepas de Candida e
consequentemente tornar a farmacoterapia disponivel, que ja €& toxica,
progressivamente incapaz de impedir a proliferacdo dos fungos com menores doses
(CAMPOQS, 2020).

Foi relatado em experimentos que o acido bodrico, substancia antisséptica e
adstringente, utilizada também como antifungico, pode ser eficiente em pacientes
com candidiase vulvovaginal quando recorrente ou em infecgbes de Candida que
seja nao albicans, quando ha falha no tratamento primario com farmacos (CHEW &
THAN, 2016). Na perspectiva de (FELIX et. al 2019) o acido bérico embora néo
tenha um mecanismo de acdo inteiramente esclarecido, retarda e dificulta o
crescimento dos fungos e demonstrou inibir fatores de viruléncia da Candida
albicans.

Segundo (OGBOLU e COLABORADORES, 2007) em sua pesquisa o 6leo de
coco foi mais ativo em espécies de Candida como; C. albicans, C.stellatoidea,

C.tropicalis, C. glabrata e outras espécies, em comparacdo ao Fluconazol, por
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técnica de difusdo em agar. Os autores da pesquisa alegaram que o éleo de coco é
utilizado no tratamento de infec¢des fungicas em consideragédo ao surgimento de
novas espécies mais resistentes aos medicamentos tradicionais para o tratamento
de candidiase.

A agao sintomatica contra o incémodo, prurido e vermelhidao é relatada pelas
usuarias, mas seria necessario um estudo controlado com pesquisa clinica para
confirmacado do efeito. Ja os estudos voltados para a propriedade antifungica
apresentam divergéncias ao informar a eficiéncia das duas substancias, o que
embasa e justifica a realizagdo de uma nova pesquisa executada a partir de analise
microbiolégica, em que serdo considerados pontos como: fornecedor, manipulagao
em ambiente e temperatura controlados e utilizagdo de materiais adequados.

Assim, é cada vez mais presente a busca e prescricdo de tratamentos
alternativos, e esta pesquisa objetiva analisar se o 6leo de coco e o acido bdrico,
indicados por muitos profissionais da saude para tratamento da candidiase
vulvovaginal, realmente possuem acgao antifUngica sobre cepas de Candida, e qual

seria a quantidade minima necessaria para expressao da inibigao fungica.



2 METODOLOGIA

2.1 Tipo de estudo
O presente estudo é de abordagem qualitativa de natureza aplicada. E uma
pesquisa experimental de carater exploratério utilizando métodos de pesquisa

laboratorial.

2.2 Local e periodo

A pesquisa documental foi realizada por meio de referéncias publicadas nos
acervos digitais PubMed e Scielo. E o experimento, no Laboratério de Analises
Clinicas de um Centro Universitario de Fortaleza/CE no bairro Jacarecanga, no

periodo de outubro a novembro de 2023.

2.3 Cepas Microbianas

Foi utilizada uma cepa de Candida albicans proveniente da ATCC 10231
(American Type Culture Collection) semeada em placa de Petri e conservada sob
refrigeragdo, com o objetivo de garantir a conservacdo das caracteristicas

bioquimicas e evitar contaminagao ou alteragdo microbiolégica.

2.4 Preparo do inéculo

O repique das cepas foi realizado em tubos contendo caldo BHI com utilizagao
da alga bacteriolégica e acondicionado em estufa a 37°C apds 24h, observou-se o
crescimento no fundo do tubo e foi realizada a diluigao em outro tubo contendo 3mL
de solugdo salina, adicionando o conteudo microbiolégico em duplicata de 1
microlitro até ser visivel a turvacdo da solugao salina, e realizada novamente a

incubacao em temperatura de 37° C.

2.5 Método utilizado

Seguindo a Norma M27-A2 (ISBN 1-56238-469-4), que foi utilizada para
orientagdo do estudo, foi realizado o teste de microdiluicdo em placas com multiplos
pocos (96 pocos em formato de U). Para controle positivo foram preparadas

concentragcdes de fluconazol com utilizacdo de 0,128g do p6é em 100mL de agua
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para injecdo, quantidade em que foi visivel total solubilizagdo do po, é observada
uma solugdo homogénea. Apds os resultados, foi avaliada a necessidade da
realizacdo de um segundo experimento com maiores concentragbes. A
concentragdo inicial do fluconazol no segundo experimento foi alterada para 0,488g
em 10mL de agua para injegao. A tabela abaixo demonstra as quantidades de todas

as substancias que sofreram alteracao, utilizadas nos dois experimentos.

Tabela 1: Quantidades iniciais utilizadas para cada experimento.

RS EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2
(g) DILUENTE (g) DILUENTE
Fluconazol 0,128 100mL 0,488 10mL
Acido bérico 0,5 50mL 1 18mL
Oleo de coco E.V 5 1g 10 1g

(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)

As concentragdes das solucdes teste foram preparadas em 12 tubos de
eppendorf para cada substancia e adicionado 500yl de diluentes em cada
eppendorf, sendo no acido bérico e fluconazol a agua destilada e para o 6leo de
coco o Tween 80. Foram realizadas diluigdes seriadas iniciando com solugdes mais
concentradas, adicionando 500pl de diluente até originar as menos concentradas,

como demonstrado na Imagem 1 e na Tabela 2.

Imagem 1: Primeira e ultima concentracdo das substancias testadas, diluidas em

eppendorf.
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(Fonte Dados da pesquisa, 2023)



Tabela 2: Concentracdes das diluicdes seriadas.

Experimento 1 C Inicial c1 c2 c3 c4a c5
Fluconazol 1,28 2,56E-03 5,12E-06 1,02E-08 2,05E-11 4,10E-14
Oleo de coco 5000 1,00E+01 2,00E-02 4,00E-05 8,00E-08 1,60E-10
Acido Borico 10 2,00E-02 4,00E-05 8,00E-08 1,60E-10 3,20E-13
Experimento 1 ce c7 c8 co Cc10 Cc11
Fluconazol 8,19E-17 1,64E-19 3,28E-22 6,55E-25 1,31E-27 2,62E-30
Oleo de coco 3,20E-13 6,40E-16 1,28E-18 2,56E-21 5,12E-24 1,02E-26
Acido Borico 6,40E-16 1,28E-18 2,56E-21 5,12E-24 1,02E-26 2,05E-29
Experimento 2 C Inicial c1 c2 c3 ca c5
Fluconazol 48,8 9,76E-02 1,95E-04 3,90E-07 7,81E-10 1,56E-12
Oléo de coco 10000 2,00E+01 4,00E-02 8,00E-05 1,60E-07 3,20E-10
Acido Borico 55,56 1,11E-01 2,22E-04 4,44E-07 8,89E-10 1,78E-12
Experimento 2 cé c7 c8 Cc9 Cc1i0 C11
Fluconazol 3,12E-15 6,25E-18 1,25E-20 2,50E-23 5,00E-26 9,99E-29
Oléo de coco 6,40E-13 1,28E-15 2,56E-18 5,12E-21 1,02E-23 2,05E-26
Acido Borico 2 3,56E-15 7,11E-18 1,42E-20 2,84E-23 5,69E-26 1,14E-28

(Fonte Dados da pesquisa, 2023)

Os valores das concentragdes foram calculados a partir da conversdo das
unidades para pg/ul, originando as concentragdes iniciais (C.Inicial), que foram
divididas progressivamente por 500ul até a ultima concentragdo de cada substancia
teste (C11).

O preenchimento dos pocgos foi realizado com 100ul de caldo BHI, 80ul de
suspensao microbiana contendo Candida albicans e 20ul da solugao teste. No
primeiro experimento, nas colunas A e B foram adicionadas as concentragdes da
solucao teste de acido bdrico, C e D dleo de coco, E e F fluconazol para controle
positivo e para controle negativo no G tween 80 e na fileira H agua destilada. Ja no
segundo experimento, houve mudanga das linhas A e B, que passaram a conter

fluconazol, e E e F acido borico, como melhor exemplificado na figura abaixo.



Figura 1: Localizagao das solugdes teste nas placas dos experimentos.
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(Da silva e Pereira, 2023)

As placas foram incubadas em estufa a uma temperatura de 35°C, e
analisadas a presenca ou auséncia de crescimento visivel. Os pogcos das placas de
microdiluicdo receberam uma pontuacdo baseada na comparacido de seu

crescimento com os pogos controle (que ndo continham Fluconazol).

Seguindo a Norma M27-A2 — Método de Referéncia para Testes de Diluicao
em Caldo para a Determinagéo da Sensibilidade de Leveduras; a Terapia Antifungica
Norma Aprovada — Segunda Edigdo do NCCLS, utilizamos a seguinte escala, onde

foi atribuido um valor numérico a cada ponto da placa de microdilui¢ao:

0= Opticamente claro;

1= Crescimento indefinido;

2= Reduc¢ao proeminente do crescimento;
3= Ligeira reducao do crescimento;

4= Nenhuma reducéao do crescimento.

2.6 Analise de dados
Os dados foram colhidos em bancada de Ilaboratério e descritos
detalhadamente, os resultados foram analisados, comparados e dispostos

estatisticamente através de graficos e imagens.



3 RESULTADOS

3.1 Primeiro experimento em placa de 96 pogos

Imagem 2: Resultado da placa do experimento 1.

(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)

24 horas apoés a preparacado da placa de 96 pogos no primeiro experimento

foram observados os seguintes resultados:

Tabela 3: Disposi¢ao dos resultados do experimento 1 relacionando a concentragéao.

Experimente 1 |ESCALAO ESCALA 1 ESCALA 2 ESCALA 3 ESCALA 4 Localiza¢do na placa - 100%
Acido Bérico - 100% (Ciaté C11) |Linhas A e B (24 pocos)
Oleo de coco 16,6% (Ci até C1) 83,4% (C2 até C11) |Linhas C e D (24 pocos)
Fluconazol - 100% (Ci até C11) |Linhas E e F (24 pogos)
Tween 80 100% (Ci até C11) |Linha G (12pogos)

Agua destilada 100% (Ci até C11) |Linha H (12pocos)

(Fonte Dados da pesquisa, 2023)




Grafico 1: Resultados do experimento 1.

EXPERIMENTO 1
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(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)

Apos a visualizagdo do crescimento na amostra de controle positivo, foram
embebidos 4 discos de papel filtro esterilizados nas concentragdes do primeiro
experimento das substancias fluconazol, acido bérico, 6leo de coco e agua destilada
e adicionadas em placas de petri semeadas com a cepa de Candida, novamente

nao houve inibicdo de crescimento, como exposto na imagem abaixo.

Imagem 3: Placas semeadas com discos embebidos nas concentragbes do

experimento 1.

(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)
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3.2 Segundo experimento em placa de 96 pogos com aumento de concentragao

das substancias.

Imagem 4: Resultado da placa do experimento 2.

y

(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)

Foi realizado o experimento novamente, com o aumento das concentragbes das
substancias, sendo: 0,488g de fluconazol para 10mL de agua para injetaveis, 1g de
acido boérico para 18mL de agua para injetaveis e 10g de éleo de coco extra virgem
para 1g de Tween 80. Os resultados obtidos foram classificados na mesma escala

do anterior, obtendo os seguintes resultados:

Tabela 4: Disposi¢cao dos resultados do experimento 2 relacionando a concentragao.

Experimento 2 |ESCALAOQ ESCALA 1 ESCALA 2 ESCALA 3 ESCALA 4 Localizag&o na placa - 100%
Fluconazol - - 16,6% (Ci até C1) - 83,4% (C2 até C11) |Linhas A e B (24 pocos)
Oleo de coco - 50% (Ci até C5) 16,6% (C6 até C8) | 33,3% (C7 até C11) - Linhas C e D (24 pogos)
Acido Bérico - - 16,6% (Ci até C1) - 83,4% (C2 até C11) |Linhas E e F (24 pogos)
Tween 80 - 100% (Ci até C11) - - - Linha G (12pocos)

Agua destilada - - - - 100% (Ci até C11) |Linha H (12pocos)

(Fonte Dados da pesquisa, 2023)
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Grafico 2: Resultados do experimento 2.

EXPERIMENTO 2
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(Fonte: Dados da pesquisa, 2023)

Foi observado em alguns pogos do segundo experimento coloragao estranha
distribuida de forma aleatdria. Considerando que o Fluconazol deveria atuar como
controle positivo, 0 que nao foi observado nos experimentos, pode-se sugerir que a
diluicdo realizada resultou em uma concentragao inferior a necessaria para acao
antifingica mesmo com aumento no segundo experimento, a qualidade do
fornecedor escolhido, ou ainda uma possivel resisténcia da cepa utilizada. Ja para
as substancias testadas, 6leo de coco e acido boérico ndo foi comprovada a acgao
esperada. O Tween 80 n&o agiu como controle negativo em todos os pogos,

diferente da agua destilada que apresentou crescimento total.
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4 DISCUSSAO

De acordo com os autores (VIEIRA e SANTOS, 2017) a resisténcia clinica
ocorre devido a impossibilidade do antifungico agir no seu alvo, varias espécies de
leveduras do género Candida tém a habilidade de produzir biofilme, inclusive a C.
albicans. Mecanismos de resisténcia de C. albicans por fluconazol, podem ocorrer
por diversos fatores como mutacdo e recombinagao mitoticas, por superexpressao
de bombas de efluxo e formacao de biofilmes.

O Nitrato de Miconazol € um antifungico topico comumente indicado para
tratamento da Candidiase vulvovaginal, e estd disponivel no mercado em
apresentagdes em bisnaga com 80g do principio ativo e 14 aplicadores, sendo a
posologia prescrita aproximadamente de 5g inseridas o mais profundo possivel na
vagina, uma vez ao dia, durante 14 dias consecutivos. Por conta da disponibilidade
para o experimento, foi utilizado o Fluconazol, e ndo o Nitrato de Miconazol, porém
por as demais substancias testadas tratarem de opg¢des para uso topico, o ideal
seria uma reformulagdo dos experimentos utilizando para comparativo de controle
positivo o Nitrato de Miconazol.

O resultado do presente estudo demonstrou auséncia de inibicdo de
crescimento fungico com o 6leo de coco extra virgem. (PINHO e SOUZA, 2018)
expressam em sua pesquisa que embora varios autores tenham relatado alguma
atividade antimicrobiana provinda dos extratos obtidos por C. nucifera L., (6leo de
COCO puro) seus experimentos como o Oleo extraido por método artesanal, ndo
manifestou inibicdo do crescimento de Candida albicans e revelou inefetividade
contra outros microrganismos estudados.

Um estudo realizado por (SELLEM et. al 2016) identificou que a monolaurina,
um subproduto da gordura do coco e parte importante do 6leo de coco, apresentou
potenciais atividades antifungicas contra Candida albicans in vitro, podendo também
modular a resposta pro inflamatéria do hospedeiro quando avaliado em testes de
suscetibilidade e em ensaios de biofilme.

(ANDREOLA, DA CRUZ e DEXHEIMER, 2022) utilizaram duas técnicas, apos
o crescimento das cepas a agao antifungica do 6leo foi testada por difusdo em agar

Mueller-Hinton em disco-difusdo embebido com 6leo de coco e difusdo em meio
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solido. Entre as cepas utilizadas estdo a Candida albicans ATCC 10231; Candida
albicans 0057-L. ApoGs as técnicas percebeu-se que o 6leo de coco comercial ndo
apresentou potencial antimicrobiano minimo para promover inibicdo do crescimento
microbiano. Foi observado que o 6leo de coco pode apresentar fungdes importantes
no processo anti-inflamatério e no reparo de tecidos, sendo assim, o uso
etnofarmacolégico do 6leo pode permitir o alivio de sintomas provocados por
infeccbes como irritagdo local, prurido, ardéncia, porém sem controlar o agente
etioldgico, necessariamente.

O acido bdrico quando em maiores concentracdes pode apresentar reducao
do crescimento da Candida albicans, como foi verificado no segundo experimento,
mas € necessaria a observagao durante o uso em relagao a possiveis irritagdes das
mucosas. (CHEW & THAN, 2016) relataram em seus experimentos que o acido
bdrico utilizado também como antifungico, pode ser eficiente em infecgdes de
Candida nao albicans, o que supde nao ser eficiente na Candida albicans que é de
interesse da pesquisa vigente; além de citar que o acido bodrico é inorganico, fraco e
poucas vezes € utilizado como tratamento primario ou alternativo para candidiase,
mas a indicacdo e manipulacdo de ovulos vaginais contendo acido bérico para

tratamento da candidiase é amplamente divulgada em sites e redes sociais.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

E necessaria a realizagdo de outros estudos abordando diferentes
metodologias para comprovagao da atividade antifungica das substéncias testadas,
como também dados colhidos através de estudos clinicos que evidenciem possivel
acao de inibicdo ou diminuicao dos sintomas em episddios de candidiase. Apesar de
ainda existirem poucos testes que validem a utilizagdo de diversas terapéuticas
alternativas, as consequéncias negativas destas, tendem a ser menores ou mais
facilmente contornaveis que quando comparadas ao uso de antimicrobianos, visto
que estes causam resisténcia de microrganismos, enfraquecimento do organismo
humano e até mesmo intoxicagao.

O farmacéutico deve desempenhar um papel mais proativo em relacéo a
desmistificagdo de informagdes sobre tratamentos para candidiase vulvovaginal com
o 6leo de coco e acido borico, que sdo amplamente divulgados, mas ndo possuem
comprovagao cientifica. Como também orientar sobre os cuidados para evitar a
infecgdo e reincidéncia, tais como: evitar uso indiscriminado de produtos e
cosmeéticos intimos, principalmente na regido vaginal; atentar-se para a utilizagao de
preservativos, priorizar alimentacdo equilibrada e dosar o consumo de bebidas
alcodlicas. Educar sobre quando ha necessidade de consultar um ginecologista ou
quando pode ser uma situagao autolimitada, evita progressédo de possiveis doencgas
como também idas desnecessarias ao médico, o que reforca a importancia da

consulta e assisténcia farmacéutica.
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