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RESUMO

Devido ao surgimento continuo de cepas resistentes aos agentes antifungicos, é
necessario investigar novos compostos com atividade contra esses patdgenos
oportunistas, preferencialmente com menos efeitos colaterais do que os atualmente
disponiveis. Portanto, as atividades antimicrobianas de derivados naturais, como a
prépolis, tém sido pesquisadas nos ultimos anos como alternativas para novas
estratégias terapéuticas. O estudo objetivou determinar a atividade antifiUngica de
diferentes extratos de prépolis (EP) brasileiras contra as leveduras Candida albicans
e Candida krusei. Duas amostras de propolis in natura de Jatai (J) e Mandacaia (M)
foram obtidas em meliponérios localizados na regido Sul do Brasil. As outras sete
amostras de propolis eram comerciais (4 EP verdes produzidos em apiarios do Distrito
Federal (PC, PW, A e TB), 2 EP de Jatai (JPC) e de Mandacaia (MPC) produzidos em
meliponario do Distrito Federal e 1 EP de Mandacaia (MM) produzido em meliponario
do Rio Grande do Sul). A atividade antifiingica por ensaio de disco-difusdo apresentou
halo de inibicdo para C. krusei com o uso do EP de Mandacaia (MM) e dos EP verdes
(PW, PC e TB). Nenhum dos extratos de propolis tiveram halo de inibicdo contra C.
albicans. Na determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), os extratos
de propolis apresentaram CBM de 0,20 a <0,06 mg/mL para C. albicans e CBM de
0,20 a 0,07 mg/mL para C. krusei. As CBMs dos EP verdes (PW, TB e A)
apresentaram menor concentracdo em relacdo aos demais EP para ambas as
leveduras testadas. Os EP de Jatai (J e JPC) ndo demonstraram atividade fungicida
(CBM) contra C. krusei. O EP de Jatai (J) apresentou Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) de 0,02 mg/mL para C. albicans e 0,15 mg/mL para C. krusei e o EP de Jatai
(JPC) apresentou CIM de 0,02 mg/mL para C. krusei e <0,01 mg/mL para C. albicans.
Assim, os extratos de propolis brasileiros analisados neste estudo, especialmente os
verdes, demonstraram ter atividade antifungica contra C. albicans e C. krusei. A
prépolis € um produto natural, eficaz, de baixo custo e que esta disponivel para a
populacao brasileira, podendo oferecer grande ajuda na prevencéo e tratamento de

candidiases.

Palavras-chave: Prépolis, Candida albicans, Candida krusei, infec¢bes fungicas,

agentes antifungicos.



ABSTRACT

Due to the continuous emergence of strains resistant to antifungal agents, it is
necessary to investigate new compounds with activity against these opportunistic
pathogens, preferably with fewer side effects than those currently available. Therefore,
the antimicrobial activities of natural derivatives, such as propolis, have been
researched in recent years as alternatives for new therapeutic strategies. The study
aimed to determine the antimicrobial activity of different extracts of Brazilian propolis
(EP) against Candida albicans and Candida krusei. Two samples of propolis in natura
from Jatai (J) and Mandacaia (M) were obtained from meliponaries located in southern
Brazil. The other seven propolis samples were commercial (4 green EP produced in
apiaries in the Federal District (PC, PW, A and TB), 2 EP from Jatai (JPC) and
Mandacaia (MPC) produced in the Federal District and 1 EP from Mandacaia (MM)
produced in Rio Grande do Sul). The antifungal activity by disk-diffusion assay showed
a halo of inhibition for C. krusei with the use of Mandacaia EP (MM) and greens EP
(PW, PC and TB). None of the propolis extracts had an inhibition zone against C.
albicans. In determining the Minimum Bactericidal Concentration (MBC), the propolis
extracts showed MBC from 0.20 to <0.06 mg/mL for C. albicans and MBC from 0.20
to 0.07 mg/mL for C. krusei. The CBMs of the green EP (PW, TB and A) showed a
lower concentration compared to the other EP for both tested yeasts. The EP from
Jatai (J and JPC) did not show fungicidal activity (CBM) against C. krusei. The EP from
Jatai (J) presented a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 0.15 mg/mL for C.
krusei and 0.02 mg/mL for C. albicans and the EP from Jatai (JPC) presented a MIC
of 0.02 mg/mL for C. krusei and <0.01 mg/mL for C. albicans. Thus, the Brazilian
propolis extracts analyzed in this study, especially the green ones, demonstrated
antifungal activity against C. albicans and C. krusei. Propolis is a natural, effective,
low-cost product that is available to the Brazilian population and can offer great help in

the prevention and treatment of candidiasis.

Keywords: Propolis, Candida albicans, Candida krusei, fungal infections, antifungal

agents.
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1 INTRODUCAO

O género Candida representa um conjunto de fungos leveduriformes
pertencentes ao filo ascomiceto. As espécies do género Candida séao principalmente
organismos de vida livre, vivem de forma simbionte em individuos saudaveis, sendo
encontradas na cavidade oral, tratos geniturinarios e gastrointestinais (ROCHA et al.,
2021; SOUZA et al., 2022).

As patologias geradas pelo género Candida vao desde micoses superficiais até
infeccdes sistémicas. O fato de uma determinada espécie de Candida se comportar
como um patdégeno oportunista ou comensal depende de uma série complexa de
interacdes entre o microrganismo, o hospedeiro e a microbiota presente no local de
interacdo (SANTOS et al., 2018).

Segundo Turner e Butler (2014), as populacdes imunocomprometidas
adquirem mais frequentemente infec¢des por Candida, e nesse grupo estao criangas
e idosos, assim como, pessoas com a microbiota alterada e individuos com lesdes na
pele e mucosas.

Conforme Srivastava, Singla e Dubey (2018), a candidiase é um importante
problema de saulde, especialmente para pessoas hospitalizadas. As espécies C.
albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis sdo frequentemente
destacadas e identificadas como patdégenos oportunistas. Estas cinco espécies estao
agrupadas no que é conhecido como o complexo de espécies patogénicas de Candida
(TURNER e BUTLER, 2014).

Devido ao surgimento continuo de cepas resistentes aos agentes antifungicos,
€ necessario investigar novos compostos com atividade contra esses patégenos
oportunistas, preferencialmente com menos efeitos colaterais do que os atualmente
disponiveis (SRIVASTAVA; SINGLA; DUBEY, 2018).

A propolis contém diversos compostos com propriedades biologicas, em
particular flavonoides e compostos fendlicos. Entre as atividades biolégicas atribuidas
a propolis estdo as antibacterianas, antifungicas, antioxidantes e capacidade anti-
inflamatoria (PAZIN et al., 2017). Assim, as atividades antimicrobianas de derivados
naturais, como a prépolis, tém sido pesquisadas nos ultimos anos como alternativas

para novas estratégias terapéuticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candida albicans e Candida krusei

O género Candida possui cerca de 150 a 200 espécies, as quais habitam
diversas partes do corpo humano, podendo estar presentes na pele, trato
gastrointestinal, mucosas do trato respiratério e sistema urogenital. Além de ser o
principal grupo de leveduras responsaveis por causar infec¢cdes oportunistas no ser
humano (PEREIRA et al., 2021).

Dentre as infec¢des causadas pelas espécies de Candida, podemos destacar
a candidiase vaginal, pois essa infec¢éo fungica principalmente quando de repeticéo,
afeta milhées de mulheres no mundo, diminuindo a qualidade de vida dessa
populacdo (ARAUJO et al., 2020).

Espécies de Candida desencadeiam infec¢cbes superficiais nas mucosas e na
pele, e causam candidemia quando alcancam a corrente sanguinea, e em tecidos
mais profundos ocasionam a candidiase invasiva. Ha também casos de candidiase
sistémica quando ocorre disseminacdo hematogénica ou inoculacéo direta num local
estéril (VIEIRA e NASCIMENTO, 2017). O Ministério da Saude (MS) relata que
anualmente a candidiase invasiva afeta mais de 250 mil pessoas mundialmente,
sendo responsavel por mais de 50 mil mortes (BRASIL, 2022).

Candida albicans é um fungo que foi descrito pela primeira vez por Langenbeck
em 1830, como uma estomatite cremosa de paciente com febre tifoide (ALMEIDA,
2016). C. albicans € uma levedura diploide com diferentes caracteristicas morfolégicas
e fenotipicas, que transita entre as formas de leveduras, pseudo-hifas e hifas
(SOARES et al., 2019). C. albicans € o agente etiol6gico mais frequente da candidiase
causando cerca de 35-65% dos casos de candidemia, embora outras espécies de
Candida também sejam relevantes no cenario clinico (GRAVIRIA e MONTES, 2020).

Candida krusei possui células cilindricas com até 25 mm de comprimento
(SILVA et al., 2021). Faz parte das espécies emergentes de Candida sendo um agente
causador de aproximadamente 5% dos casos relatados de candidiase sistémica
(NAVARRO-ARIAS et al., 2019). E frequentemente encontrada em pacientes que
tiveram exposicao prévia ao fluconazol (LARA e GIL, 2017).

Na atualidade, o tratamento de candidiase consiste na administracdo de

medicamentos, tanto tdépicos quanto de uso sistémicos, isolados ou associados,
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conforme as manifestacdes clinicas (SOBREIRA et al., 2020). O surgimento de cepas
resistentes de C. albicans e C. krusei (Figura 1) geram inUmeras intercorréncias de

saude, uma delas é a diminui¢do por op¢des de tratamentos para infec¢des flngicas.

Figura 1 - Candida albicans e Candida krusei.

C. albicans C. krusei

Fonte: autoria propria (2023).

Sachivkina, Podoprigora e Bokov (2021) apontam que muitas vezes sao
necessarias concentracdes elevadas de alguns antifangicos, como a anfotericina B,
para anular a atividade metabdlica dos biofilmes de Candida, sendo importante o
surgimento de novas opc¢des de tratamentos de infec¢cdes com formacéao de biofilmes.
A preservacao de muitas espécies é garantida pela ajuda do biofilme, que oferece
protecdo fisica contra o sistema imunologico e dificulta a penetracdo de
antimicrobianos, ajudando na resisténcia a essas drogas (SACHIVKINA,
PODOPRIGORA e BOKOV, 2021).

Embora C. albicans seja considerada mais patogénica, a C. krusei possui maior
prevaléncia em dados epidemiolégicos (VIEIRA e NASCIMENTO, 2017). Graviria e
Montes (2020) afirmam que as terapias antifingicas padrdes para infeccdes
sistémicas causadas por C. krusei apresentam baixa resposta e alta taxa de
mortalidade entre 40-50%. No Brasil, os dados apontam para a ocorréncia de 2,5
casos de candidemia para cada mil internacdes hospitalares (BRASIL, 2022).

Devido a dificuldade em realizar o diagnostico das infeccbes hospitalares
causadas por Candida, frequentemente ocorre atrasos na escolha terapéutica e isso
leva ao agravamento da infeccéo (VIEIRA e NASCIMENTO, 2017). Embora existam
drogas com atividade contra varias espécies de Candida, seu uso € limitado devido
ao surgimento de cepas resistentes e a estreita margem de seguranga para muitos
desses compostos (SRIVASTAVA; SINGLA; DUBEY, 2018).
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2.2 Abelhas Apis Mellifera e Abelhas sem ferréo

As abelhas Apis mellifera (Figura 2) se destacam dentre todas as espécies de
abelhas por serem as mais eficientes na producgdo de prépolis, cerca de 100 a 300
gramas de propolis sdo extraidas de cada colmeia anualmente. Existe uma
classificacéo para os tipos de propolis produzidos pelas abelhas A. mellifera, baseada
na origem botanica, coloracdo e composicdo quimica. A propolis verde é
extensamente estudada, tendo como matéria prima o alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia) (CRUZ et al.,2021).

As abelhas africanizadas do género Apis sdo um hibrido resultante do
cruzamento entre a subespécie A. mellifera Linnaeus, originalmente introduzida no
Brasil para producdo de mel e a subespécie africana A. mellifera scutellata Lepeletier
importada para melhorar a produtividade (SUREK et al., 2021).

Figura 2 — Abelha africanizada (Apis mellifera).

Fonte: Modificado de Prudek (2017).

As abelhas do género Melipona sdo encontradas em regides tropicais como o
Brasil, e geralmente produzem a propolis acrescida de terra, gerando a geopropolis
(CRUZ et al., 2021). Existem cerca de 350 a 600 espécies de abelhas do género
Melipona no Brasil, e entre elas estdo as abelhas Jatai (Tetragonisca angustula) e
Mandacaia (Melipona quadrifasciata) (CARDOZO, 2015).

Amplamente distribuida no territério brasileiro, a meliponinea Tetragonisca
angustula, popularmente conhecida como abelha Jatai (Figura 3), € uma das espécies

mais abundantes nos neotrépicos. A Jatai € uma espécie de pequeno porte importante
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para os ecossistemas devido ao seu potencial polinizador e produz mel e prépolis com
relevantes propriedades medicinais, sendo por isso alvo de pesquisas cientificas
(BARREIRAS et al., 2020).

Figura 3 - Abelha Jatai (Tetragonisca anguscula).

Fonte: Modificado de Turrini (2018).

A abelha popularmente conhecida como Mandacaia (Melipona quadrifasciata)
(Figura 4) é encontrada em varias regides do Brasil e bastante utilizada para producéo
de mel. Apresenta uma producdo de mel de 2 a 3 litros/colmeia/ano, sendo este um
produto diferenciado, apreciado e de facil comercializagdo. Também é polinizadora
dos grandes ecossistemas brasileiros, tendo papel importante na conservacdo da
diversidade ecoldgica (AVILA et al., 2016).

Figura 4 - Abelha Mandacaia (Melipona quadrifasciata),

-
p

-

Fonte: Modificado de Margraf (2022).
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2.3 Propolis: fonte botéanica e caracteristicas fisico-quimicas

As abelhas produzem a propolis a partir de materiais balsamicos coletados das
plantas (CRUZ et al., 2022). As partes das plantas utilizadas pelas abelhas para essa
coleta sdo de botbes de flores, sépalas e pétalas, folhas, caules e cascas de arvores
(PEREIRA et al., 2021). Assim, diferentes tipos de propolis variam em sua composi¢ao
quimica pelo fato de possuirem diferentes origens de espécies vegetais, o que
modifica os metabdlitos secundarios (CRUZ et al., 2021).

Na obtencédo da prépolis o apicultor realiza a coleta através da raspagem da
colmeia (PORTILHO et al., 2013) e a composi¢céo quimica da propolis varia conforme
as condicdes ambientais, época de colheita, clima e area geografica (LOPEZ, 2014).
Os flavonoides, assim como os acidos fendlicos, cetonas, ésteres e aldeidos fendlicos
sdo 0s compostos mais importantes com atividade antimicrobiana encontrados na
propolis (PEREIRA et al., 2021).

As propolis brasileiras produzidas pelas abelhas A. mellifera podem ser
classificadas em 13 tipos, baseada em suas caracteristicas fisico-quimicas, como, cor,
textura e perfil quimico (FREIRES et al., 2016). Assim, a fonte botanica de onde as
abelhas coleta a resina esta entre os fatores responsaveis pelas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas da propolis (CAMPOS et al., 2015).

A prépolis verde tem como principal fonte vegetal, o alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia). A artepilina C é um composto quimico bastante descrito,
um &cido cinamico com propriedades antimicrobianas, antitumorais e anti-
inflamatérias, encontrado principalmente na propolis verde (CRUZ et al., 2021).

Ja as prépolis produzidas pelas abelhas sem ferrdo necessitam de mais
estudos para determinacao de fonte botanica e composicdo quimica. Cardozo (2015)
identificou maior presenca de derivados do acido benzoico, diterpenos e triterpenos
na composicdo quimica das propolis produzidas pelas abelhas sem ferrdo Jatai,
Mandacaia e Manduri coletadas em diversos locais do Brasil.

2.4 Propolis: atividades biolégicas

A propolis & popularmente conhecida em todo o0 mundo como um produto

natural, e tem sido amplamente aceita em muitos paises como um suplemento
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alimentar para promover a saude e prevenir doencas (ANDRE et al., 2022). Assim
suas atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiviral e
imunomoduladora resultam em grande interesse tanto pela industria farmacéutica
como alimenticia (CRUZ et al., 2021).

A propolis possui atividade inibitdria contra microrganismos através de
diferentes mecanismos e funcédo imunomoduladora, conseguindo modificar a resposta
imune das células do hospedeiro (ALMUHAYAWI, 2020). Os mecanismos inibitorios
da propolis sobre os microrganismos podem se dar por capacidade de alteracdo da
permeabilidade da membrana celular, inibicAo da divisdo celular, reducdo da
capacidade da formar biofilmes, e reducdo da resisténcia a certos antibioticos
convencionais (BOUCHELAGHEM, 2022).

A descoberta de novos compostos quimicos com potentes atividades contra
biofilmes flungicos tem sido de grande interesse na area médica, devido a toxicidade
dos antifungicos atuais, sua resisténcia microbiana e efeitos colaterais (FREIRES et
al., 2016). Varios estudos foram realizados comprovando a atividade antimicrobiana
da propolis, destacando-se por promover um tratamento potencialmente eficaz,
seguro e de baixo custo (PEREIRA et al., 2021).

Além de fornecer efeitos antifingicos, a propolis também proporciona alivio
precoce dos sintomas causados pelas candidiases devido as suas propriedades
anestésicas, e sua eficacia tem se mostrado satisfatéria em comparacdo ao
antifiingico nistatina (PASUPULETI et al., 2017).

2.5 Prépolis e legislagéo brasileira

A prépolis € um dos produtos utilizados na apiterapia para promocdo e
manutencdo da saude, incluida pelo Ministério da Saude (MS) através da Portaria n°
702 de marco de 2018, nas novas préaticas da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no ambito do SUS (BRASIL, 2018). Os
medicamentos de uso topico a base de propolis possuem indicacdes como
cicatrizante, anti-inflamatoério, e antisséptico para uso na cavidade bucal (BRASIL,
2016).

Segundo Malaspina e Palma (2015), apenas produtos registrados no MS
podem conter bula ou indicagao terapéutica, ja os produtos registrados no Ministério
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da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento devem ser comercializados apenas como
complemento alimentar sem indicacao terapéutica.

Na legislacdo brasileira o regulamento técnico para fixacdo de identidade e
qualidade da prépolis foi aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) em 2001, porém sem estabelecer métodos de analises da
prépolis. Contudo, verificam-se os requisitos fisico-quimicos do extrato de prépolis,
onde o extrato seco deve conter o minimo de 11% (m/v) (BRASIL, 2001). Soares e
colaboradores (2017) aponta que no Brasil atualmente um dos principais parametros
para analisar a propolis € pela porcentagem de extrato seco na amostra.

A legislacéo brasileira define a propolis (Figura 5) como sendo composta de
resinas, 6leos essenciais, produtos balsamicos, polen, microelementos e cera, e que
o extrato de prépolis possua os compostos sollveis da prépolis em solucao
hidroalcoolica. Outro fator importante na legislacao é a definicdo do extrato de prépolis
como produto proveniente da extracdo dos componentes sollveis da prépolis em
alcool neutro, por processo tecnolégico adequado (BRASIL, 2001).

Processos como limpeza e selecdo sdo etapas obrigatorias na produgdo da
prépolis e extrato de prépolis, submetidos as normas higiénicas sanitarias para

produtos de abelhas estabelecidas pelo MAPA e Secretaria de Defesa Agropecuéria

através da Portaria/SDA n°486/2021 (BRASIL, 2021).

——

Fonte: Modificado de Auhustsinov{ch (2052).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo dessa pesquisa foi determinar a atividade antifingica de diferentes
extratos de propolis brasileiras (propolis verde de abelhas Apis mellifera e prépolis de

abelhas Jatai e Mandacaia) contra as leveduras Candida albicans e Candida krusei.

3.2 Objetivos especificos

e Estudo da atividade antifungica dos extratos de prépolis por ensaio de disco-
difuséo;
e Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM);

e Determinacdo Concentracao Inibitéria Minima (CIM).
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4 JUSTIFICATIVA

Recentemente, muitas leveduras patogénicas do género Candida spp.
desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia contra agentes antifingicos.
Muitas infeccBes nosocomiais estdo associadas ao uso de dispositivos meédicos (por
exemplo, cateteres), que sdo locais propicios para o desenvolvimento de biofilmes
criados por fungos. O biofilme fungico tem funcdo de protecéo contra antimicrobianos
e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Assim, tanto a candidiase sistematica quanto
a candidiase relacionada com biofilme s&o dificeis de curar e requerem tratamento
prolongado, que muitas vezes leva ao desenvolvimento de resisténcia da levedura a
drogas antifingicas comuns.

Todos o0s aspectos apresentados acima indicam claramente que ha uma
necessidade urgente de desenvolver novos agentes antifiingicos eficazes, baratos e
nao abrangidos pelos mecanismos de resisténcia atualmente existentes. Produtos
naturais de diversas origens constituem um grupo promissor, mas ainda subestimado,
de potenciais agentes antifungicos, e entre eles, a propolis parece ser especialmente
interessante. De acordo com Gucwa et al. (2018), polifendis e flavonoides séo alguns

dos compostos presentes na propolis que possuem elevada atividade antimicrobiana.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao dos extratos alcoolicos a partir de propolis in natura

Duas amostras de prépolis bruta (uma de Jatai e outra de Mandacaia) foram
obtidas em meliponarios localizados na regido Sul do Brasil. Os extratos contendo
30% (p/v) de prépolis in natura foram preparados por maceracao etandlica (96°GL)
sob agitacdo mecanica, a temperatura ambiente por 18 horas. O extrato obtido foi
filtrado em papel de filtro e submetido as andlises de atividade antimicrobiana. O

Quadro 1 apresenta a identificacdo das prépolis in natura do estudo.

QUADRO 1 - Amostras (in natura) dos extratos de prépolis

Amostra Tipo Procedéncia
Jatai (J) Jatai in natura Parana
Mandagcaia (M) Mandagaia in natura Santa Catarina

Fonte: autoria propria (2022).

5.2 Amostras comerciais de extratos de propolis

Foram utilizados sete extratos de propolis comerciais que sdo apresentados no
Quadro 2.

QUADRO 2 - Amostras (comerciais) dos extratos de propolis

Amostra Tipo Procedéncia
Jatai (JPC) Jatai (comercial) Distrito Federal
Mandagcaia (MPC) Mandagcaia (comercial) Distrito Federal
Mandacaia (MM) Mandacaia (comercial) Rio Grande do Sul
Verde (PW) Verde (comercial) Distrito Federal
Verde (PC) Verde (comercial) Distrito Federal
Verde (A) Verde (comercial) Distrito Federal
Verde (TB) Verde (comercial) Distrito Federal

Fonte: autoria propria (2022).

5.3 Preparo dos in6culos microbianos
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Os in6culos utilizados foram cepas dos fungos Candida albicans ATCC 10231
e Candida krusei ATCC 6258. Os indculos foram preparados através de suspensao
direta do crescimento microbiano em caldo Luria Bertani (LB) com turvagao
equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x10° - 1,0x108 UFC/mL) sendo ajustada

entre 0,08 — 0,10 de densidade Optica a 625 nm em espectrofotdmetro.

5.4 Estudo da atividade antifungica dos extratos de prépolis por ensaio de

disco-difusao

O método de ensaio de disco-difusdo foi realizado utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para
realizar o ensaio de disco-difusdo, com o auxilio da al¢a de drigalski, o in6culo fungico
foi semeado na superficie de uma placa de agar Muller-Hinton, até a obtencdo de um
espalhamento uniforme. Apés a secagem do indculo, foram aplicados discos de papel
de filtro, com 6 mm de diametro, impregnados com 20 uL dos extratos de propolis. Os
testes foram realizados em duplicata e as leituras foram realizadas apos 24 horas de
incubacgéo a 37°C, por meio da medi¢gdo dos halos de inibigdo do crescimento em

milimetros de diametro.

5.5 Determinagcdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da

Concentragdo Inibitdria Minima (CIM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) é definida como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a contagem microbiana
em 99,9%. Foram realizadas diluicbes em caldo LB dos in6culos na concentracéo de
0,5 na escala de Mc Farland na ordem de 1:150, resultando em uma concentracao de
1,0x108 UFC/mL.

Entdo, adicionou-se em tubos eppendorff 0,2 mL do inéculo na concentracdo
de 1,0x10® UFC/mL e 0,2 mL das diferentes concentracdes de extratos de prépolis,
resultando em uma concentracédo final de 5,0 x10°> UFC/mL.

Como controle positivo (com crescimento dos fungos) foi utilizado 0,2 mL do

inéculo na concentracdo de 1,0x10® UFC/mL e 0,2 mL de caldo LB. Como controle
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negativo (inibicdo do crescimento dos fungos) foi utilizado 0,2 mL do caldo LB e 0,2
mL de extrato de prépolis.

Os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas e entdo as diluicdes foram
plagueadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 37°C por 18-24 horas e a CBM foi
determinada na menor concentracdo dos extratos de prépolis onde nédo foram
observadas colbnias nas placas.

De acordo com a CLSI (2015), a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é
definida como a menor concentragdo de um agente antimicrobiano que impede o
crescimento de um microrganismo determinado por turbidez em testes de
sensibilidade por diluicdo em caldo. A metodologia para a determinacédo da CIM foi
modificada de acordo com Ristivojevi¢ et al. (2018).

Apbs o periodo de incubacao das diferentes diluicbes do agente antimicrobiano
com o in6culo do fungo, o método colorimétrico da resazurina sédica 0,01% foi
utilizado, aplicando-se 20 uL da solugao de resazurina em 100 yL de cada teste, para
realizar a leitura visual dos resultados, em que a cor azul caracteriza a inatividade e a
cor rosa o crescimento das leveduras.

Portanto a CIM foi definida como a menor concentracdo dos extratos de
prépolis que inibiram o crescimento microbiano e apresentaram cor azul na presenca

da resazurina.

5.6 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata. O valor
de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA né&o pareado e quando as
médias foram significativamente diferentes a p<0,05, o teste de Tukey foi usado para
comparacao das médias. O coeficiente de variacao foi determinado, em porcentagem,
a fim de analisar a dispersdo dos dados em torno da média. Os dados foram

analisados com uso do software STATISTICA® versao 10.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Atividade antifungica por ensaio de disco-difusdo dos extratos de prépolis

A Tabela 1 apresenta os resultados do ensaio de disco-difusdo dos extratos de
prépolis para as leveduras C. albicans e C. krusei. Apenas a levedura C. krusei
apresentou halos de inibicdo para os extratos de prépolis verdes comerciais do Distrito
Federal (PW, PC e TB) e para o EP comercial de Mandacaia do Rio Grande do Sul
(MM). Além disso, a amostra de EP verde TB apresentou a melhor atividade
antifangica (halo de 19 mm) em relacdo aos demais EPs (halos de 5 a 12 mm).
Nenhum dos extratos de prépolis (Verdes e abelhas sem ferrdo) obtiveram inibicao do

crescimento fungico para C. albicans.

TABELA 1 - Atividade antifangica dos extratos de prépolis, expressa em diametro dos
halos (mm), obtida através do ensaio de disco-difusédo

Procedéncial/Tipo de C. albicans C. krusei

Prépolis Halo (mm) Halo (mm)

Extratos de propolis de abelhas sem ferréo

1 SC/M N N
2 PR/J N N
3 DF/ JPC N N
4 DF/ MPC N N
5 RS/ MM N 5a
Extratos comerciais de propolis verdes
6 DF/ PW N 12 b
7 DF/ PC N 6a
8 DF/ A N N
9 DF/TB N 19c

Fonte: Autoria prépria. Notas: M = Mandacaia in natura Santa Catarina. J = Jatai in natura Parana. JPC
= Jatai comercial Distrito Federal. MPC = Mandacaia comercial Distrito Federal. MM = Mandagcaia
comercial Rio Grande do Sul. PW = Verde comercial Distrito Federal. PC = Verde comercial Distrito

Federal. A = Verde comercial Distrito Federal. TB = Verde comercial Distrito Federal. Os resultados
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foram expressos como média de analises em triplicata £ desvio padrao. (N) ndo houve halo de inibicao;
as médias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo

com o teste de Tukey.

Bezerra et al. (2020) analisaram a atividade de EP verde obtido em Minas
Gerais contra trés espécies de Candida, e obtiveram bons resultados para C. albicans
com halo de inibicdo de 15,1 a 20,1 mm. Os resultados de Sierra et al. (2019),
demonstraram diferencas de zonas de inibicdo contra um isolado clinico de C.
albicans, sendo que o extrato de propolis da abelha sem ferrdo Melipona beechi
mostrou halo de inibicdo de 20 mm.

Todavia, estudos que avaliaram a atividade antifungica de extratos de propolis
verdes e de abelhas sem ferrdo pelo método de disco de fusdo contra C. krusei séo
escassos, 0 que limita a comparacéo com os resultados deste trabalho, nesse sentido,
€ possivel comparar com outros tipos de EP brasileiros. Silva et al. (2019) utilizaram
extrato de prépolis vermelho adquirido em Alagoas, e obtiveram halo de inibicdo
contra C. krusei de 12,4 mm.

Gniewosz et al. (2022) indicaram que filmes de pululano com extratos de
propolis da Polbnia podem ser considerados como embalagem ativa natural para
proteger os alimentos contra fungos, e em seus resultados esses EP produziram
zonas de inibicdo contra C. albicans e C. krusei de 10,2 e 9,4 mm, respectivamente.

Um teste de disco-difusdo em agar realizado por Pedroso et al. (2014)
demonstrou que quatro isolados de C. krusei foram resistentes aos antifungicos
anfotericina B, fluconazol e itraconazol, enquanto um dos halos de 19 mm produzido
pelo voriconazol foi similar ao EP verde TB do presente estudo.

Conforme Papp et al. (2021), as diferencas nas atividades antifingicas em
diversas amostras de propolis sdo atribuidas a origem geografica, método de
extracdo, época de colheita e composicao quimica variada. Levando em conta o que
foi observado, as diferengas nos diametros das zonas de inibigdo da propolis podem
ser explicadas pelas diferentes composi¢oes desses produtos e pelas diferentes
formas de induzir o efeito antimicrobiano. E apesar dos extratos de propolis serem
liquidos, a propolis possui alta viscosidade o que limita sua difusdo, tornando o método
de disco-difuséo limitado para avaliar a atividade antimicrobiana dos EP (AWAWDEH
et al., 2018; VICA et al., 2022).
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6.2 Determinagcdo da Concentragcdo Bactericida Minima (CBM) e da
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de propolis para as

leveduras C. albicans e C. krusei

Os resultados deste estudo mostraram que o0s extratos de propolis
apresentaram CBM de 0,20 a <0,06 mg/mL para C. albicans e CBM de 0,20 a 0,07
mg/mL para C. krusei (Tabela 2). As CBMs dos extratos de propolis verdes comerciais
do Distrito Federal (PW, TB e A) apresentaram maior destaque em relagéo aos demais
EPs para ambas as leveduras testadas. Os EPs de abelhas sem ferrdo Jatai (J e JPC)

nao demonstraram atividade fungicida (CBM) contra C. krusei.

TABELA 2: Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) e da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos de prépolis para leveduras C.
albicans e C. krusei.

C. albicans C. krusei
Procedéncia/Tipo CBM (mg/mL) CIM CBM (mg/mL) CIM
de Propolis (mg/mL) (mg/mL)
Extratos de prépolis de abelhas sem ferrédo

1 SC/M 0,15a <0,01a 0,20 a <0,01

2 PRAJ 0,20 b 0,02 b N 0,15a

3 DF/ JPC 0,20 b <0,0la N 0,02 b

4 DF/ MPC 0,20 b <0,01a 0,15b <0,01

5 DF/ MM 0,20 b <0,0la 0,15b <0,01

Extratos comerciais de prépolis verdes

6 DF/ PW <0,06 c <0,01a 0,10 c <0,01

7 DF/ PC 0,20 b <0,0la 0,20 a <0,01

8 DF/ A 0,20 b <0,0la 0,07 c <0,01

9DF/ TB <0,06 c <0,01a 0,15b <0,01

Fonte: Autoria Prépria. Notas: M = Mandagcaia in natura Santa Catarina. J = Jatai in natura Parana. JPC
= Jatai comercial Distrito Federal. MPC = Mandacaia comercial Distrito Federal. MM = Mandacaia
comercial Rio Grande do Sul. PW = Verde comercial Distrito Federal. PC = Verde comercial Distrito
Federal. A = Verde comercial Distrito Federal. TB = Verde comercial Distrito Federal. Os resultados
foram expressos como média de analises em triplicata + desvio padrdo. As médias na mesma coluna

com letras diferentes sado significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.
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Corréa et al. (2020) obtiveram CBM de 3,35 a 6,70 mg/mL usando amostras de
extratos de propolis verdes originarias do Parana contra diferentes isolados de C.
albicans de pacientes com candidiase vaginal. Da mesma forma os EP verdes PW e
TB desse estudo foram eficazes contra C. albicans em concentra¢des fungicidas ainda
menores, 0 que evidencia o potencial efeito antifingico desses extratos de propolis
verdes do Distrito Federal.

Ademais, nenhum dos EP verdes alcangaram a concentracao inibitria minima,
pois todas as diluicbes testadas foram capazes de ter efeito bacteriostatico nos dois
fungos testados (Tabela 2). Capoci et al. (2015) reportaram que os extratos de prépolis
verdes brasileiros apresentaram CIM entre 0,07 e 0,55 mg/mL contra C. albicans.
Corréa et al. (2020) obtiveram CIM de 0,84 a 1,68 mg/mL usando amostras de extratos
de propolis verdes originarias do Parana contra diferentes isolados de C. albicans de
pacientes com candidiase vaginal.

O EP de Jatai in natura do Parana (J) apresentou CIM de 0,02 mg/mL para C.
albicans e 0,15 mg/mL para C. krusei e o EP de Jatai comercial do Distrito Federal
(JPC) apresentou CIM <0,01 mg/mL para C. albicans e 0,02 mg/mL para C. krusei
(Tabela 2). Peter (2015) analisou extratos de prépolis de Jatai originarias do RS e
obteve CIM e CBM de 54,9 mg/mL para o género Candida spp. Isso demonstra que
extratos de prépolis de abelhas Jatai podem produzir efeito fungicida contra espécies
de Candida a depender da concentracdo do EP, sugerindo que em certas
concentracdes os ativos da propolis podem néo estar em quantidades suficientes.

A atividade antifungica de EP de Mandacaia foi testada por Santos et al. (2017)
gue encontraram CIM de 20,5 mg/mL e CBM de 28,3 mg/mL. De acordo Salatino et
al. (2019), ndo se estudou muito sobre as prépolis de abelhas sem ferrédo, apesar disso
ha dados disponiveis que indicam que este tipo de prépolis possui certa semelhanca
com as propolis das abelhas Apis mellifera com ferrdo. Sugere-se que as atividades
biol6gicas das propolis brasileiras sejam devidas ao alto teor de compostos fendlicos
(ROCHA et al., 2013).

Ao comparar os resultados deste estudo com resultados de EP de outros
paises, Sierra et al. (2019) usaram extratos de prépolis de abelhas sem ferrdo
Melipona beechi originarias do México, e obtiveram CIM de 0,02 mg/mL para C.
albicans, semelhante ao EP Jatai (J). Tamfu et al. (2020) analisaram compostos
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isolados de amostras de EP obtidas em Camardes, e obtiveram CIM de 0,16 mg/mL
para C. krusei.

Diversos efeitos da propolis na saude bucal tém se mostrado eficaz, o que
levaram seu uso em doencas periodontais (HUSAIN et al., 2017). Extratos de propolis
vermelha brasileiras analisadas por Siqueira et al. (2015), tiveram CIM de 0,03-0,06
mg/mL para espécies de Candida isoladas de pacientes com periodontite crénica.

Verifica-se ainda que as propriedades antifungicas da prépolis estdo
relacionadas com seus diversos constituintes, como a crisina e derivados do acido
cindmico, e essas informacdes podem contribuir para selecionar moléculas e
amostras da propolis para melhorar a eficacia em tratamentos antifangicos (PEIXOTO
et al., 2022). Portanto, as propolis ttm demonstrado bons resultados para serem
utilizados como uma nova alternativa, visando solucionar o problema de resisténcia

encontrado nos antifngicos convencionais.
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7 CONCLUSAO

Os extratos de propolis brasileiros analisados neste estudo, especialmente 0s
verdes, demonstraram ter atividade antifungica contra C. albicans e C krusei.
Inimeros estudos demonstram que as diferentes espécies de Candida sdo um grande
problema de infec¢gBes oportunistas e a propolis € um produto natural, eficaz, de baixo
custo e que esta disponivel para a populacdo brasileira, podendo oferecer grande

ajuda na prevencdao e tratamento de candidiases.
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APENDICES

APENDICE 1 - Atividade antifungica por ensaio de disco-difusdo em C. albicans

APENDICE 1.1 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifingica por disco-difusdo dos extratos de propolis verde comercial A,

Distrito Federal.

APENDICE 1.2 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis verde comercial PC,
Distrito Federal.
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APENDICE 1.3 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis verde comercial PW,

Distrito Federal.

APENDICE 1.4 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis verde comercial TB,
Distrito Federal.
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APENDICE 1.5 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifangica por disco-difusdo dos extratos de prépolis de Jatai in natura,

Parana.

APENDICE 1.6 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de prépolis de Mandacgaia in natura,
Santa Catarina.
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APENDICE 1.7 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis de Jatai, JPC, Distrito

Federal.

APENDICE 1.8 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis de Mandacaia, MPC,
Distrito Federal.
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APENDICE 1.9 - Imagens das placas com C. albicans nos ensaios de atividade
antifungica por disco-difusdo dos extratos de propolis de Mandacaia MM, Rio
Grande do Sul.
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APENDICE 2 - CBM para C. albicans

APENDICE 2.1 - Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluicfes do extrato de propolis verde A — DF (A): A1 -0,2 mg/mL; A2
-0,15mg/mL; A3-0,10 mg/mL; A4-0,07 mg/mL; A5-0,06 mg/mL; (+) =controle
positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 2.2 — Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde PC - DF: PC1-0,2 mg/mL; PC2
- 0,15 mg/mL; PC3 - 0,10 mg/mL; PC4 - 0,07 mg/mL; PC5 - 0,06 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 2.3 — Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde PW - DF: PW1 - 0,2 mg/mL;
PW2 - 0,15 mg/mL; PW3 - 0,10 mg/mL; PW4 - 0,07 mg/mL; PW5 - 0,06 mg/mL,;

(+) = controle positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 2.4 — Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis verde TB — DF: TB1-0,2 mg/mL; TB2
- 0,15 mg/mL; TB3 - 0,10 mg/mL; TB4 — 0,07 mg/mL; TB5 - 0,06 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 2.5 — Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluic6es do extrato de propolis de Jatai in natura, Parana (J): J1-0,2
mg/mL; J2 - 0,15 mg/mL; J3 - 0,10 mg/mL; J4 — 0,07 mg/mL; J5 — 0,06 mg/mL;
(+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 2.6 — Imagens das placas com C. albicans ATCC apds tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis de Mandacaia in natura, Santa
Catarina (M): M1 - 0,2 mg/mL; M2 - 0,15 mg/mL; M3 - 0,10 mg/mL; M4 - 0,07
mg/mL; M5 - 0,06 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 2.7 - Imagens das placas com C. albicans apds tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de prépolis de Jatai — DF (JPC): JPC1 - 0,2
mg/mL; JPC2 - 0,15 mg/mL; JPC3 - 0,10 mg/mL; JPC4 - 0,07 mg/mL; JPC5 -

0,06 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 2.8 — Imagens das placas com C. albicans ap06s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis de Mandacgaia — DF (MPC): MPC1 —
0,2 mg/mL; MPC2 - 0,15 mg/mL; MPC3 - 0,10 mg/mL; MPC4 - 0,07 mg/mL; MPC5
- 0,06 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 2.9 — Imagens das placas com C. albicans ap6s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis de Mandagaia RS (MM): MM1 - 0,2
mg/mL; MM2 - 0,15 mg/mL; MM3 - 0,10 mg/mL; MM4 - 0,07 mg/mL; MM5 - 0,06

mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 3 - CBM para leveduras C. krusei

APENDICE 3.1 - Imagens das placas com C. krusei ap6s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis verde DF (A): A1 - 0,2 mg/mL; A2 —
0,15 mg/mL; A3 - 0,10 mg/mL; A4 - 0,07 mg/mL; A5 - 0,06 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 3.2 - Imagens das placas com C. krusei apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde DF (PC): PC1-0,2 mg/mL; PC2
- 0,15 mg/mL; PC3 - 0,10 mg/mL; PC4 - 0,07 mg/mL; PC5 - 0,06 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 3.3 — Imagens das placas com C. krusei ap6s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis verde DF (PW): PW1 - 0,2 mg/mL;
PW2 - 0,15 mg/mL; PW3 - 0,10 mg/mL; PW4 - 0,07 mg/mL; PW5 - 0,06 mg/mL;
(+) = controle positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 3.4 - Imagens das placas com C. krusei apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde DF (TB): TB1-0,2 mg/mL; TB2
- 0,15 mg/mL; TB3 - 0,10 mg/mL; TB4 — 0,07 mg/mL; TB5 - 0,06 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.



53

APENDICE 3.5 — Imagens das placas com C. krusei ap6s tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de prépolis de Jatai in natura, Parana (J): J1 -1
mg/mL; J2 - 0,5 mg/mL; J3-0,3 mg/mL; J4 - 0,25 mg/mL; J5-0,2 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 3.6 — Imagens das placas com C. krusei ap6s tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de prépolis de Mandacaia in natura, Santa
Catarina (M): M1 - 0,2 mg/mL; M2 - 0,15 mg/mL; M3 - 0,10 mg/mL; M4 - 0,07
mg/mL; M5 - 0,06 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 3.7 — Imagens das placas com C. krusei apds tratamento com
diferentes diluicBes do extrato de prépolis de Jatai, DF (JPC): JPC1-0,2 mg/mL;
JPC2-0,15mg/mL; JPC3-0,10 mg/mL; JPC4 -0,07 mg/mL; JPC5-0,06 mg/mL;
(+) = controle positivo e (-) = controle negativo.

APENDICE 3.8 — Imagens das placas com C. krusei ATCC apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis de Mandacaia, DF (MPC): MPC1 - 0,2
mg/mL; MPC2 - 0,15 mg/mL; MPC3 - 0,10 mg/mL; MPC4 - 0,07 mg/mL; MPC5 —

0,06 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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APENDICE 3.9 — Imagens das placas com C. krusei ATCC ap6s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis de Mandacaia RS (MM): MM1 - 0,2
mg/mL; MM2 - 0,15 mg/mL; MM3 - 0,10 mg/mL; MM4 - 0,07 mg/mL; MM5 - 0,06
mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.



56

APENDICE 4 - Determinacéo da CIM utilizando a resazurina como indicador de

viabilidade celular para C. albicans

APENDICE 4.1. Imagem da determinacdo da CIM em microplaca utilizando a
resazurina como indicador de viabilidade celular, (C. albicans) e os extratos de
prépolis: 1 (VERDE PC), 2 (MANDACAIA MPC), 3 (JATAI JPC), 4 (JATAI J), 5
(MANDACAIA M), 6 (VERDE A), 7 (VERDE PW), 8 (MANDACAIA MM) e 9 (VERDE
TB). Cor azul = morte celular e cor e rosa fluorescente = resazurina reduzida a

resorufina pelas enzimas O0xido-redutases presentes nas células vivas.
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APENDICE 5 - Determinac&o da CIM utilizando a resazurina como indicador de

viabilidade celular para C. krusei

APENDICE 5.1. Imagem da determinacdo da CIM em microplaca utilizando a
resazurina como indicador de viabilidade celular, (C. krusei) e 0os extratos de
prépolis: 1 (VERDE PC), 2 (MANDAGCAIA MPC), 3 (JATAI JPC), 4 (JATAI J), 5
(MANDACAIA M), 6 (VERDE A), 7 (VERDE PW), 8 (MANDACAIA MM) e 9 (VERDE
TB). Cor azul = morte celular e cor e rosa fluorescente = resazurina reduzida a

resorufina pelas enzimas 6xido-redutases presentes nas células vivas.



