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Resumo

Potencial antifungico e antibiofilme sobre isolados patogénicos de Candida néo-

albicans de diferentes tipos de prépolis brasileiras

Palavras-chave: prépolis, biofilmes, Candida ndo-albicans, microdilui¢cdo em caldo

A propolis € um material resinoso coletado pelas abelhas de diversas partes das plantas
como brotos, folhas jovens e exsudatos. E utilizado para embalsamar animais que
tenham morrido dentro da colmeia, vedar as paredes e conferir protecdo frente a
doencas. O emprego desse produto natural com finalidade medicinal remonta a
antiguidade, tendo iniciado junto com antigas civilizacdes como a Egipcia, Grega e
Romana e perduram até os dias atuais com ampla utilizacdo em multiplas finalidades
terapéuticas médicas e veterinarias. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antifingico, a capacidade de remover e inibir biofilmes de espécies de Candida néo-
albicans de diferentes tipos de propolis e analisar a composicdo quimica da propolis
obtida do Rio Grande do Sul (RS). Foram realizadas maceragcOes e extracoes
sequenciais com solventes em ordem crescente de polaridade a fim de purificar os
extratos. Em seguida foi feita a determinacdo da atividade antifingica pelo método da
microdiluicdo em caldo e o ensaio de remocao e inibicdo de biofilmes através de teste
em corpo de prova (utilizando cateter como material teste). Apos, foi realizada a
analise quimica da fracdo diclorometano de propolis obtida do RS. De modo geral, 0s
extratos e fracOes de propolis vermelha e propolis nativa do RS demonstraram forte
atividade anti-Candida frente as leveduras testadas e significativa capacidade de
remocdo de seu biofilme aderido em cateteres, como corpo de prova. A propolis verde
apresentou baixo espectro de acdo antifingica. A analise quimica da fracdo
diclorometano de propolis obtida do RS levou ao isolamento dos flavonoides
pinocembrina, pinostrobina e pinostrobina chalcona. Os resultados evidenciam o
potencial da propolis nativa do RS e da propolis vermelha para o desenvolvimento de

novos agentes antifungicos e desinfetantes contra Candida néo-albicans.






Abstract

Antibiofilm and antifungal potential about pathogenic isolates of Candida non-

albicans of different types of brazilian propolis

Keywords: propolis, biofilms, Candida non-albicans, broth microdilution

Propolis is a resinous material collected by bees from various plant parts such as buds,
young leaves and exudates. It is used to embalm animals that have died inside the hive,
seal the walls and confer protection against the disease. The use of this natural product
with medicinal purposes dates back to antiquity, having started with ancient
civilizations as the Egyptian, Greek and Roman, and lasted to the present day with
extensive use in multiple medical and veterinary therapeutic purposes. The aim of this
study was to evaluate the antifungal potential, the ability to remove and inhibit
biofilms of Candida non-albicans of different types of propolis and analyze the
chemical composition of propolis obtained from Rio Grande do Sul (RS). Maceration
and sequential extractions with solvents in order of increasing polarity were performed
to purify the extracts. Then the antifungal activity was determined by the method of
broth microdilution testing and removal and inhibition of biofilms through test of body
of proof (catheter using as test material). After, the chemical analysis of the
dichloromethane fraction of propolis obtained in RS was performed. In general, the
extracts and fractions of propolis of RS demonstrated strong anti-Candida activity
across the tested yeasts and significant capacity removal of biofilm attached in
catheter, as test body. The green propolis had low action spectrum antifungal.
Chemical analysis of the dichloromethane fraction of propolis native to RS led to the
isolation of the flavonoids pinocembrin, chalcone pinostrobin and pinostrobin. The
results show the potential of the RS native propolis and red propolis for the

development of new antifungal agents and disinfectants against non-albicans Candida.
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1 Introducéo

Os insetos compreendem cerca de 75% de todas espécies animais e devem ter
produzido muitos compostos naturais que contribuiram para sua sobrevivéncia durante
injurias ambientais que teriam ocorrido durante os 4 a 500 milhGes de anos de sua
evolugdo. A sua utilizacdo na medicina tradicional chinesa remonta a cerca de 3000
anos e a pelo menos 1000 anos na América do Sul (RATCLIFFE et al., 2011). Nesse
contexto, as abelhas produzem diversos produtos e entre eles, a propolis desempenha
um papel importante na defesa da colmeia frente a invasores, manutencdo da
temperatura e sanidade interna contribuindo para a permanéncia desses insetos sociais

e/ou “superorganismo” (colmeia) no ecossistema.

Os polinizadores, entre eles as abelhas, sdo componentes imprescindiveis para
manutencdo da biodiversidade. Na agricultura as abelhas podem aumentar o
rendimento das culturas polinizadas por animais em até 96%. Entretanto, esses insetos
tém apresentado um declinio no decorrer dos Gltimos anos, devido principalmente a
fragmentacdo e perda de habitat, agroquimicos, mudancas climéticas, entre outros
(AIZEN e HARDER, 2009; POTTS et al., 2010; KLEIN et al., 2007). Isso afeta a

obtencdo dos produtos agricolas, entre eles os apicolas.

Existem cerca de 25.000 espécies de angiospermas, destas em torno de 90% séo
polinizadas por animais, principalmente insetos. Somente as abelhas compreendem
aproximadamente 25.000-30.000 espécies em todo o mundo, todas visitantes de flores
(KEARNS et al., 1998). Essa interacdo de abelhas e plantas com flores sdo sistemas
dindmicos onde ocorrem interagbes do tipo mutualismo e competicdo (TAURA e
LAROCA, 2004). Essas multiplas interagdes conferem aos materiais produzidos e
coletados pelas abelhas uma imensa diversidade quimica, resultante da intensa
organizacao e divisdo de tarefas desses insetos na busca por alimento e manutengédo da

colmeia.
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A propolis € um material resinoso coletado pelas abelhas operarias de diferentes
partes das plantas, brotos e exsudatos. Os compostos identificados na resina da
prépolis podem se originar de trés fontes: exsudato das plantas coletado pelas abelhas,
substancias secretadas pelo metabolismo da abelha e materiais que sdo introduzidos
durante a elaboracdo da propolis. O termo prépolis (do grego: pro= para, em defesa e
polis = cidade ou comunidade) reflete sua importancia para as abelhas sendo utilizada
no revestimento interno das paredes da colmeia, assim como para proteger a colonia de
doencas e cobrir pequenos animas que tenham morrido em seu interior, evitando sua
decomposi¢do (MARCUSSI, 1995; BANKOVA et al., 2000).

A composicdo quimica da préopolis depende das caracteristicas fitogeograficas
do local de coleta, uma vez que as abelhas escolhem diferentes plantas como fonte de
prépolis em diferentes habitats. O espectro de voo de uma abelha Apis mellifera
abrange um raio de cerca de 4-5 km em torno da colmeia de onde abelhas campeiras
coletam polen e néctar para alimentacdo, bem como resina para prépolis. Variacdes na
composi¢cdo também foram observadas entre amostras de prépolis coletadas na mesma
regido, por diferentes racas de Apis mellifera. Como resultado, a composicdo quimica
da propolis é variada sendo uma fonte valiosa de diferentes compostos biologicos
naturais ativos de diferentes estruturas quimicas e também um indicador de
contaminacdo ambiental. No entanto, estes aspectos dificultam uma padronizacdo da
prépolis, sendo que as propriedades bioldgicas devem ser unidas a uma investigacdo
detalhada de sua composicdo quimica em compara¢do com a sua origem botanica
(CUNHA et al.,, 2004a; BANKOVA, 2005; SALATINO et al., 2005; SILICI e
KUTLUCA, 2005; TEIXEIRA et al., 2005; ORSI et al., 2006; POPOVA et al., 2010).

Entre 0s mecanismos de resisténcia desenvolvidos por patdgenos,
especialmente bactérias e fungos esta a formacdo de biofilmes. Esses agregados
microbianos tridimensionais que ocorrem aderidos a superficies vivas e inanimadas
estdo envolvidos em cerca de 80% de todas as infeccbes no corpo humano. Séo
altamente resistentes a medicamentos e as defesas do hospedeiro (SUN et al., 2013).

Nesse sentido, € relevante a busca por novos agentes antifungicos e desinfetantes para
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o controle de fungos e biofilmes associados resistentes aos medicamentos disponiveis

no mercado farmacéutico.

Diversos estudos evidenciam e confirmam o emprego tradicional e milenar da
prépolis no tratamento e prevencdo de uma ampla extensdo de doencas, destacando-se
as de origem microbiana. Esse produto animal apresenta-se como promissor para o
desenvolvimento de novos medicamentos e produtos relacionados a satde. Tendo em
vista a variedade e complexidade quimica dos diferentes tipos de propolis falta estudos
que ratifiguem as atividades terapéuticas propostas popularmente , assim como, a
descoberta de potenciais de cura e profilaxia ainda ndo conhecidos. Também, cabe
salientar o emprego milenar desse material resinoso como antisséptico/antimicrobiano,

por exemplo, na prética de mumificacdo de cadaveres no Egito.

Assim, diante do aumento da resisténcia aos medicamentos antiflingicos e aos
produtos comumente utilizados como desinfectantes em ambientes hospitalares e a
emergéncia de fungos patogénicos, o presente trabalho procurou investigar o potencial
antifangico e antibiofilme da prépolis, levando em consideracdo sua utilizacdo popular

como agente antimicrobiano.
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2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar a capacidade antifungica de diferentes extratos e freacdes de prépolis
verde, vermelha e da prépolis nativa do Rio Grande do Sul (RS) frente a

diferentes isolados de Candida spp.;

Investigar a capacidade de remocdo de biofilme e atividade antibiofilme de
diferentes extratos de propolis nativa do RS e de um extrato de propolis

vermelha frente a diferentes isolados de Candida spp.

Apds o estudo do potencial antifungico, objetivou-se isolar e identificar os

compostos majoritarios na fracdo mais ativa da amostra de propolis do (RS).
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3 Reviséo bibliografica

3.1 Caracteristicas gerais e classificacdo da propolis

Abelhas forrageiras produzem a propolis misturando resinas de plantas com a
cera de suas glandulas. A coloracdo da propolis € dependente de sua procedéncia,
variando de marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom
avermelhado. O produto é uma massa com textura variavel, algumas amostras sao
duras e friaveis, outras sdo moldaveis e viscosas. Possui odor caracteristico que pode
variar de uma amostra para outra, sendo que existem amostras que ndo possuem
qualquer odor (MARCUSSI, 1996; SALATINO et al., 2011).

Fatores como a ecologia vegetal da regido onde a prépolis foi coletada e até
mesmo a variabilidade genética das rainhas, também influenciam na composicédo
quimica da propolis, existindo assim, diversos tipos de propolis. Esse produto natural é
em grande parte representativo da flora local, pois é resultante da coleta de diferentes
plantas em diversos ecossistemas pelas abelhas (LUSTOSA et al., 2008; SFORCIN e
BANKOVA, 2011).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia a fonte dominante de propolis é o
exsudado do botdo do alamo (Populus sp.). Na Russia a propolis do tipo “bétula” ¢
obtida da espécie Betula verrucosa , a propolis do mediterraneo € proveniente
principalmente de espécies de Cupressaceae e a propolis do Pacifico é obtida de
Macaranga tanarius. Entretanto, na América do Sul existe uma grande diversidade
vegetal para retirada da resina, o que dificulta a correlacdo da propolis com a fonte
produtora (LUSTOSA et al., 2008; SFORCIN e BANKOVA, 2011). Assim, conforme
a diversidade e flora caracteristica de uma determinada regido varios tipos de resinas
podem ser obtidos pelas abelhas resultando em diferentes tipos de propolis, como pode

ser observado na figura 1 e tabela 1.
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Figura 1- Distribuicdo geografica de alguns tipos de propolis e a sua correlacdo com a composi¢do quimica. I:
prépolis de dlamo da zona temperada, com flavonoides sem substituintes no anel B (por exemplo: crisina, 1) e
esteres de fenilpropanoides (ex. ester feniletil do &cido cafeico (CAPE), 2). Il: prépolis verde brasileira, com
fenilpropanoides prenilados (ex. artepilina C, 3) e 4cidos cafeoilquinicos (ex. 4). I11: propolis derivada de Clusia,
com benzofenonas preniladas (ex. nemorosona, 5). 1V: Prépolis derivada de Macaranga spp. com flavonoides
geranil (ex. 6). V: propolis da Grécia, Creta e Turquia, contendo principalmente diterpenoides (ex. &cido
isocupréssico, 7) ou antraquinonas (ex. crisofanol, 8) (Reproduzido de SALATINO et al., 2011).

Tabela 1: Compostos caracteristicos da propolis de diferentes origens geograficas,
tipos e fontes vegetais.

Origem Tipo de Fonte vegetal Principais constituintes

geogréfica propolis

América do Sul
Brasil, Central e Verde Baccharis spp. Acidos p-cumaricos
Sudeste prenilados; acidos
cafeoilquinicos,

fenilpropanoides prenilados

Brasil, Sul - Araucaria spp. Acetofenonas preniladas,

acidos diterpénicos
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Brasil, Nordeste

Brasil, Nordeste

Brazil, Amazobnia

Argentina,

Tucuman
Chile
Cuba
Cuba
Cuba

Venezuela

Coldmbia

América Central e

do Norte
El Salvador

México

Canada

Estados Unidos

Africa

Quenia

Vermelha

Vermelha
Marrom

Amarela

Vermelha

Alamo

Dalbergia
ecastophyllum,
Clusia spp.
Clusia spp.
Clusia spp.
Zuccagna

punctata

Leguminosae
Clusia spp.
Desconhecido

Clusia spp.

Coniferas

Coniferas

Alamos

Alamos

Desconhecido

Macaranga spp.

Isoflavonoides,
neoflavonoides, lignanas,
benzofenonas polipreniladas
Benzofenonas polipreniladas
Benzofenonas polipreniladas,
triterpenoides
Flavonoides com anel B ndo
substituido, 8-
metoxiflavanonas, chalconas
Lignanas
Isoflavonoides
Benzofenonas polipreniladas
Flavonoides polimetoxilados e
triterpenoides
Benzofenonas
poliisopreniladas

Diterpenoides labdano

Glicosidios labdano,
chalconas
Flavonoides com o anel B néo
substituido, ésteres do acido
fenilpropandico
Flavonoides, anel B nédo
substituido, ésteres
fenilpropandicos, p-
hidroxiacetofenona

Flavonoides

Lignanas, geranilestilbenos,
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Ilhas Canarias

Egito

Europa
Mediterraneo

(Bulgaria, Grécia,

Algéria, Turquia)

Turquia

Grécia, Chipre,

Creta

Holanda

Asia

Nepal

Taiwan

China

Coréia

Japéo

Alamo

Alamo

Alamo

Desconhecido
Macaranga spp.

Desconhecido

Populus secéo

Aigeiros

Populus alba,
P. tremuloides,

Salix alba

Alamo,

Cupressaceae

Alamo

Leguminosae
subfamilia
Faboideae

Macaranga spp.

Alamo

Alamo

Alamo

Macaranga spp.

geranil flavonoides
Lignanas furofuranas
Flavanonas geranil

Antraquinonas

Esteres dos acidos cafeico e
ferulico, flavanonoides com
anel B nédo substituido
Flavonoides com anel B ndo
substituido, vanilina,
bisabolol, crisofanol
(antraquinona)
Flavonoides com anel B ndo
substituido, antraquinonas,
diterpenos
Flavonoides com anel B ndo
substituido, ésteres de glicerol

e acido cinamico

Isoflavonas, neoflavonoides,
Flavanonois,
flavanois
Flavanonas geranil
Flavonoides com anel B ndo
substituido
Flavonoides com anel B ndo
substituido, ésteres do acido
cafeico
Esteres do 4cido cafeico

Flavanonas geranil

Fonte: Adaptado de BANKOVA et al. (2000), SALATINO et al. (2011)
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A determinacdo da origem geografica e, principalmente, a origem vegetal,
aliada a fenologia da planta hospedeira juntamente com a anélise de sua composi¢do
quimica sdo fatores que podem possibilitar o controle de qualidade e padronizagéo das

amostras de propolis para uma efetiva aplicacéo terapéutica (PARK et al., 2002).

Assim, diante das dificuldades de classificar as diferentes amostras de propolis
diversas substancias tém sido propostas como marcadores. O marcador € um
componente ou classe de compostos quimicos produzidos pela fonte vegetal de
origem, abundante e constante em certos tipos de propolis. Dois marcadores sao
considerados para a propolis verde, a artepilina C e o composto 3-prenilcinamato de
alila, sendo este ultimo componente, volatil e de facil deteccdo por cromatografia
gasosa. No Sul do Brasil, no estado do Parana, pinocembrina tem sido proposta como
marcador para as amostras de propolis (ADDELMANN et al., 2007; NASCIMENTO
et al., 2008; SALATINO et al., 2011).

Segundo Park e colaboradores (2002), as prépolis do Brasil podem ser
agrupadas em 13 grupos distintos, cinco delas correspondem ao Sul, uma ao Sudeste,
sete tipos pertencem a regido nordeste do pais. A espécie Hyptis divaricata e
Dalbergia ecastophyllum sdo as principais fontes de resina da propolis do nordeste.
Baccharis dracunculifolia da prépolis do sudeste, e Populus nigra (alamo) da prépolis
do Sul do Brasil. Essa classificagdo ndo é necessariamente um indicativo das
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas dos tipos de propolis existentes no Brasil,
devido a grande diversidade da flora brasileira e complexa variacdo genética das
abelhas (CABRAL, 2009).

Tendo em vista que cerca de 5% do peso da propolis € de pdlen, a analise desse
composto pode ser utilizada para correlacionar a propolis com sua origem geografica
e/ou fonte vegetal. Pesquisas de caracterizacdo polinica da propolis obtida em algumas
regides do Rio Grande do Sul, Brasil, evidenciaram que Eucalyptus (Myrtaceae),

Mimosa scabrella (Leguminosae- Mimosoideae), Eupatorium (Compositae), Hyptis



30

(Labiatae), Celtis (Cannabaceae) e Paspalum (Poaceae) podem ser as principais fontes
botéanicas de propolis nesses locais (BARTH et al., 1999; FREITAS et al., 2011).

Entretanto, a tentativa de classificar os diferentes tipos de propolis brasileiras
pode levar a uma simplificacdo da variedade de propolis de uma determinada regido.
Exemplo disso é a regido Sul do pais, em que pesquisas realizadas por Bankova e
colaboradores (1996) sugeriram Araucaria angustifolia como fonte de amostras de
prépolis do Sul do Brasil, baseados na descoberta de diterpenos do tipo labdano e ao
fato que populagdes naturais da espécie caracterizam a flora do Sul. Contudo, esses
metabdlitos secundarios também estavam presentes nas folhas de Baccharis
dracuncunlifolia (BANSKOTA, 2001).

A propolis verde brasileira é produzida principalmente no Estado de Minas
Gerais a partir de espécies do género Baccharis spp. (Asteraceae), predominantemente
Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo), uma planta espontanea utilizada na
medicina popular brasileira (NASCIMENTO et al., 2008). As abelhas fragmentam
apices vegetativos (como brotos, folhas jovens) liberando substancias resinosas de
tricomas e ductos. Baccharis € um género cosmopolita que conta com grande nimero
de espécies (mais de 500 espécies) distribuidas na Oceania, América Central, do Norte
e do Sul. Populagdes de espécies de Baccharis sdo frequentemente encontradas em
vegetacdes de campo no Brasil, sendo que seus compostos volateis sdo atrativos para a
coleta de resinas pelas abelhas (TEIXEIRA et al., 2005).

Outro tipo de propolis que tem ganhado destaque nos Gltimos anos € a propolis
vermelha proveniente da regido Norte do pais, a qual teve sua origem boténica
identificada como Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae), conhecida popularmente
como “rabo-de- bugio”. As abelhas coletam o exsudato avermelhado depositado em
orificios na superficie dos ramos da arvore, cuja coloracdo é conferida pelos
flavonoides retusapurpurina A e B, utilizados na inddstria de alimentos e cosméticos
(PICCINELLI et al.,, 2011; FROZZA et al., 2013). Este tipo de propolis € tipico

também de Cuba e Venezuela, onde as origens botanicas foram identificadas como
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Clusia nemorosa (Clusiaceae) e Clusia scrobiculata, respectivamente (LUSTOSA et
al., 2008; CABRAL et al., 2009).

3.2 Aspectos etnofarmacologicos da propolis

Do ponto de vista etnofarmacologico a propolis vém sendo utilizada
popularmente por um longo periodo de tempo. Egipcios conheciam bem as
propriedades anti-putrefativas da propolis utilizando-a para embalsamar cadaveres.
Propolis era reconhecida por suas propriedades medicinais por médicos gregos e
romanos como Aristoteles, Dioscérides e Galeno sendo empregada como antisséptico
e cicatrizante no tratamento de feridas. Os gregos também a utilizavam como perfume,
misturada com plantas aromaticas. Na Italia era utilizada para afinar as cordas de
instrumentos musicais, emprego ainda corrente na Franca até os dias atuais. Incas
empregavam a prépolis como agente antipirético. Sua utilizacdo continua atualmente
na forma natural ou combinada com outros produtos naturais em cosméticos e como
constituinte de alimentos saudaveis (CASTALDO e CAPASSO, 2002;
KUROPATNICKI, 2013).

O emprego mais recente da prépolis para tratamento de problemas de salde
comecou em 1950 e 1960 na ex-Unido soviética e em paises do leste da Europa, como
Bulgaria, Republica Tcheca e Polonia. Nos paises do oeste Europeu, na América do
Sul e do Norte e no Japdo a prépolis adquiriu popularidade somente a partir de 1980.
Na metade da década de 80 a prépolis tornou-se importante na medicina alternativa e
complementar (SALATINO, 2005).

No Brasil, a propolis € empregada de diversas formas e finalidades terapéuticas
tanto na medicina humana quanto na veterinaria, como extrato (hidroalcoolico), na
forma cépsulas, sprays, fazendo parte da composicdo de nutracéuticos, alimentos
saudaveis, de cosméticos e produtos de higiene, entre outros. Na area de alimentos, a

utilizacdo da propolis como conservante é bastante destacada em muitos estudos
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(LAPPE, 2004; ALI et al., 2010; SOUZA et al., 2013) assim como associada com
plantas medicinais, por exemplo, gel de prépolis e caléndula como antimicrobiano e
cicatrizante (OGAVA et al., 2003). Na area de veterinaria apresenta-se como uma
alternativa para controle de doencas na pratica agricola organica e biodinamica
(PEIXOTO et al., 2009).

3.3 Aspectos bioldgicos e farmacoldgicos da prépolis

Muitos estudos tém demonstrado as diversas atividades farmacoldgicas da
propolis: antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, antitumoral,

antioxidante, antifingica, anestésica, anticariogénica, etc. (BANSKOTA et al., 2001).

3.3.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da propolis tem sido bastante investigada
confirmando suas atividades antiviral, antifungica, antibacteriana e antiprotozoério. In
vitro a propolis pode agir diretamente em microrganismos e in vivo pode estimular o
sistema imune, ativando os mecanismos envolvidos na morte de micro-organismos
(MARCUSSI, 1995).

3.3.1.1 Atividade antifingica

Sforcin e colaboradores (2001) compararam a atividade antimicrobiana in vitro
de prépolis coletadas nas quatro estacdes do ano frente a Candida albicans e C.
tropicalis isoladas de infecgdes humanas obtendo resultados que mostram que ambos
os fungos foram suscetiveis a baixas concentracfes de propolis, sendo que ndo foram
encontradas diferencas na concentragédo inibitoria minima em relagdo a sazonalidade

de coleta da amostra de propolis
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Ota e colaboradores (2001) encontraram atividade fungicida para o extrato
etanolico de propolis estudado frente a 20 isolados de C. albicans, 20 isolados de C.
tropicalis, 20 isolados de C. krusei e 15 isolados de C. guilliermondii, sendo C.
albicans mais sensivel que as outras espécies do seu género, como C. tropicalis, C.

krusei e C. guilliermondii.

Mora e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antifingica de quatro
extratos etandlicos de prépolis de diferentes Estados da Republica Mexicana e quatro
extratos comerciais sobre o crescimento de uma cepa de referéncia (ATCC 10231) e
36 isolados clinicos de origem humana de Candida albicans. O extrato obtido de
Cuautitlan lIzcalli (Estado do México) apresentou a maior atividade biol6gica inibindo
94,4% dos isolados clinicos na concentracdo de 0,8 mg/mL, enquanto, a cepa

referéncia foi inibida a uma concentracéo de 0,6 mg/mL.

Dota e colaboradores (2011) mostraram a atividade de microparticulas de
extrato etandlico de propolis contra fungos isolados de candidiase vulvovaginal (C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. tropicalis). Nesse estudo,
houve inibicdo de 96,63% dos isolados pelo extrato etandlico de propolis e inibicdo de
93,26% dos isolados com as microparticulas de prépolis. No entanto, é relevante
considerar que a microencapsulacdo apresentou como vantagens a diminuicdo da
quantidade de etanol e o consequente odor presente na forma de extrato. Também,
ambas as formas de apresentacdo apresentaram atividade frente a C. albicans e C. ndo-

albicans.

Silici e Koc (2006) demonstraram a atividade da propolis frente a micoses
superficiais (Candida glabrata, C. albicans, Trichosporum sp. e Rhodotorula sp.) com
concentracao inibitéria minima (CIM) entre 0,01-1,65 pg /mL. Candida glabrata foi a
cepa mais resistente com concentracao inibitoria minima (CIM) para a propolis entre

0,2 e 1,65 pg/mL, e Rhodotorula spp. a cepa mais sensivel.
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A atividade in vitro do extrato etandlico de propolis contra 67 isolados fungicos
de onicomicoses (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr, C.
guilliermondii, C. lusitanea, C. glabrata, C. stellatoidea, Trichosporon sp.,
Geotrichum candidum e Saccharomyces cerevisiae) em pacientes foi encontrada em
pesquisa realizada por Oliveira et al. (2006), com valores de CIM na faixa de 3,2 a 50

pg/mL.

3.3.1.2 Outras atividades antimicrobianas

Sforcin e colaboradores (2000) ao avaliarem a atividade antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella
typhimurium da propolis brasileira em relacdo a sazonalidade de sua coleta,
verificaram que o crescimento das bactérias Gram-positivas é inibido com baixas
concentracBes de prépolis (0,4%) onde bactérias Gram-negativas foram menos
suscetiveis com uma concentracdo inibitéria minima em torno de 4,5 a 8,0%. Com
relacdo a coleta da propolis nas diferentes estaces do ano ndo houve diferenca
significativa, sendo que os autores propdem que esse resultado deve ser devido a
coleta ter sido realizada na mesma regido geografica e, portanto diferencas de
composicdo e propriedades bioldgicas sdo encontradas entre amostras coletadas em

regides diferentes devido a flora local.

Gebara e colaboradores (2002) ao testarem in vitro os extratos etandlicos de
prépolis encontraram como CIM frente a bactérias periodontopatogénicas, as
concentragOes de 0,25 pug/mL para Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica,
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, 1 pug/mL para Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Capnocytophaga gingivalis. Também testaram micro-
organismos que desempenharam in vivo um papel de superinfectantes como Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (tipo
selvagem) obtendo como CIM a concentragdo de 12 pg/mL para C. albicans e 14

pg/mL para P. aeruginosa, E. coli e S. aureus.
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O extrato hidroalcoolico de propolis verde apresentou atividade antileishmania
in vivo e in vitro frente a Leishmania (Viannia) brasiliensis, apresentando-se como
uma promissora fonte natural de compostos para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos. In vitro o extrato foi ativo apenas para a forma promastigota (doses
na faixa de 1 a 750 pg/mL) do parasita, ndo inativando a forma amastigota. No ensaio
in vivo com camundongos Balb/C houve um aumento da reducdo do diametro das
lesbes em cerca de 78,6% com o tratamento por via oral e de 84,35% por via tdpica em

relacdo ao grupo controle, apds 90 dias de tratamento (PONTIN et al., 2008).

Em outro estudo, Ayres e colaboradores (2007) realizaram ensaios de efeito
anti-Leishmania (frente a Leishmania amazonensis) de extratos etandlicos de
diferentes tipos de prépolis: propolis verde coletada em Minas gerais € no Parana e
propolis vermelha coletada no estado de Alagoas. Os resultados demonstraram que
todos os extratos foram capazes de reduzir a infec¢cdo em macrdfagos por esse parasita,
Ou seja, 0s extratos intensificam o mecanismo de ativacdo dos macrofagos levando a

morte do parasita.

A atividade da prépolis contra as formas sanguineas tripomastigotas de
Trypanossoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas foi avaliada utilizando-se
extratos etandlicos em diferentes proporcdes de solvente e extrato aquoso, obtidos de
diferentes regides do estado de Sdo Paulo e uma amostra do Parana. Todos 0s extratos

apresentaram capacidade tripanocida (CUNHA et al., 2004Db).

Freitas e colaboradores (2006) investigaram os efeitos in vitro do extrato
etandlico de propolis coletada em Botucatu (SP), cuja fonte vegetal é Baccharis
dracuncunlifolia DC., Eucalyptus citriodora Hook e Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Kuntze, frente a trofozoitos de Giardia duodenalis. A prépolis inibiu o crescimento de
trofozoitos, sendo que o nivel de inibicdo variou de acordo com a concentracdo do
extrato e o tempo de incubacdo. A maior reducdo do crescimento do parasita foi
observada em culturas expostas a 125, 250 e 500 pug/mL de propolis, em todos 0s

periodos de incubacdo (24, 48, 72 e 96 h). A amostra também inibiu a aderéncia do
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parasita e promoveu mudangas no aspecto celular e nos flagelos da maioria dos

trofozoitos.

3.3.2 Atividade hepatoprotetora

Banskota e colaboradores (2001) testaram a atividade hepatoprotetora do
extrato metanodlico (MeOH) de prépolis brasileira e de 24 compostos isolados deste
extrato em morte celular induzida por D-galactosamina (D-GalN)/ fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a) em culturas primarias de hepatocitos de ratos. Os resultados
indicaram que a atividade hepatoprotetora foi devida principalmente aos compostos
fendlicos como os flavonoides que apresentram concentracdo inibitoria (ICsy < 25 uM)
maior do que o controle positivo silibina (ICsq 39,6 UM) em morte celular induzida por
TNF-a. Os diterpenos do tipo labdano isolados do extrato MeOH também exibiram
significante atividade hepatoprotetora para 0 mesmo modelo experimental. Também,
os diterpenos do tipo labdano e alguns compostos fenolicos prenilados apresentaram

atividade antibacteriana contra Helicobacter pylori.

3.3.3 Atividade antitumoral

Diversas pesquisas tém demonstrado a propriedade antitumoral da propolis in
vitro e in vivo. A inducdo de apoptose é um dos mecanismos propostos para os efeitos
terapéuticos da propolis, sendo esse mecanismo dependente dos tipos de compostos e
concentracdo do extrato de prépolis. Os efeitos antiproliferativos da propolis em
células cancerigenas €é resultado de dano ao DNA, cuja supressdo ocorre via dois
mecanismos: interrup¢do da proliferacdo na fase G2 (Gap 2) de crescimento do ciclo

celular e diminuigdo da atividade da enzima telomerase (SAWICKA et al., 2012).

A propolis verde brasileira (10, 25, 50 e 100 pg/100 pL) apresentou alto efeito
citotoxico in vitro frente a carcinoma epidermoide laringeal (células da linhagem Hep-
2). A acdo antiproliferativa da propolis em celulas tumorais pode ser resultado de um

efeito sinérgico dos seus constituintes, e alguns compostos tém sido investigados.
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Ester feniletil acido cafeico (CAPE) é um dos constituintes da propolis mais

investigados com relagio a atividade antitumoral (BUFALO et al., 2009).

Artepilina C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), outro constituinte com
acdo antitumoral presente na prépolis verde brasileira, foi investigado por seus efeitos
em carcinogénese de célon, incluindo a fase G(0)/G(1) via estimulacdo de expressao
Cip 1/ p21 em células de cancer de célon humano e também induziu apoptose em
linhagens celulares leucémicas de diferentes fenotipos (KIMOTO et al.,, 2001;
SHIMIZU et al., 2005).

Pesquisa realizada por Carvalho e colaboradores (2011) avaliou in vitro e in
vivo a atividade antitumoral de extrato e fragdes de prépolis extraida com 6leo vegetal
comestivel (6leo de canola) e extrato etandlico frente a diferentes linhagens celulares
tumorais (mama-MDA-MB-435, leucemia- HL-60, cérebro- SF-295 e c6lon- HCT-8).
Ambos os extratos apresentaram atividade in vivo, entretanto, o extrato oleoso foi mais
efetivo. Os ensaios in vitro demonstraram que o extrato oleoso apresentou maior

atividade em relacdo a suas fragdes e ao extrato etandlico.

Matsushige e colaboradores (1996) verificaram que o0 extrato aquoso de
préopolis (200 mg/kg) apresentou um efeito preventivo na destruicdo das células -
pancredticas por inibicdo da geracdo da interleucina-1p e atividade da Oxido nitrico
sintase. CAPE teve um efeito citotdxico dose-dependente em células de glioma C6
reduzindo a viabilidade para 42% em relagdo ao controle, e aumentando a proporc¢éo

de hipodiploidia, como indicacdo de apoptose (LEE et al., 2003).

3.3.4 Atividade antioxidante

Nos processos metabolicos normais, a geracdo de espécies reativas do oxigénio
(ERO) e de espécies reativas do nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas é
compensada por um completo sistema antioxidante endogeno. No entanto, devido a

diferentes fatores, pode-se produzir um excesso destes radicais livres como o 0?2, anion
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superéxido, radical peroxilo (ROO), radical hidroxilo (OH), oxigénio singlete (*O,),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e peroxinitrito (ONOO), resultando numa situagdo de
estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; MUSCHIETTI e
MARTINO, 2009).

O estresse oxidativo e nitroso esta associado com o envelhecimento, desordens
neurodegenerativas, inflamacdo, infecgOes virais, doengas autoimunes, desordens do
sistema digestivo como a inflamacgédo gastrintestinal e a uUlcera gastrica (REPETO e
LLESUY, 2002). Entretanto, é também reconhecido que ERO e ERN desempenham
papéis fisiologicos importantes como o controle da pressdo sanguinea, na sinalizacdo
celular, na apoptose, na fagocitose de agentes patogénicos, entre outros
(SCHROETER et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2007).

Varios compostos presentes na prépolis tem sido descritos como potentes
inibidores do estresse oxidativo. In vitro a prépolis inibe a peroxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e nitracdo de proteinas. In vivo pode aumentar
a capacidade antioxidante em animais e seres humanos, levando a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica, que € altamente associada com o risco de doencas
cardiovasculares (DALEPRANE e ABDALLA, 2013).

A atividade antioxidante da propolis vermelha tem sido atribuida a presenca de
chalconas e isoflavonas (incluindo 7-0-metilvestilol, medicarpin e 3,4,2°,3’-
tetraidrochalcona) que atuam como doadores de elétrons. Contudo, o contetdo total de
flavonoides esta correlacionado com a atividade antioxidante, sugerindo que todos 0s
compostos fendlicos e flavonoides contribuem para sua atividade (GUIMARAES et
al., 2012).

Diversos estudos tem demonstrado o potencial antioxidante in vitro e in vivo da
prépolis verde, sendo que compostos presentes como flavonoides e derivados do acido
cumarico s&o associados com essa propriedade (BURDOCK, 1998; GUIMARAES et
al., 2012). Mello e Hubinger (2012) pesquisaram em ensaio pelo método do DPPH, a
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influéncia da variacdo de pH na atividade antioxidante em extratos etandlico e aquoso
, observando que a atividade foi maior para o extrato etanolico em pH 4,3 e para o
extrato aquoso em pH 8,0, com aproximadamente 90% e 40% de atividade,

respectivamente.

3.3.5 Atividade imunomodulatéria

Ensaios in vitro e in vivo demonstraram que a propolis pode ativar macrofagos,
aumentando sua atividade microbicida, melhora a atividade litica das células natural
killer contra células tumorais, aumenta a producdo de anticorpos, sugerindo seu uso
em vacinas como adjuvante, confirmando sua acdo imunomodulatéria. Os resultados
foram observados quando a propolis foi administrada por um curto intervalo de tempo
em animais, embora faltem ainda estudos clinicos para compreender melhor os efeitos

e mecanismos de ag¢do no sistema imune (SFORCIN, 2007).

A administracdo de extrato etandlico (200 mg/kg) de propolis verde brasileira,
em camundongos, por 3 dias, aumentou a imunidade inata, ativando as etapas iniciais
da resposta imune por regulacao da expressdo do receptor TLR-2 e TRL-4 e producéo
de citocinas pré-inflamatérias (IL-1 e IL-6) por macrofagos e células esplénicas,
contribuindo para o reconhecimento de microrganismos e ativacdo de linfécitos por

células apresentando antigenos (ORSATTI et al., 2010).

3.3.6 Outras atividades relatadas

Song e colaboradores (2002) evidenciaram em ensaio in vitro e in vivo a
atividade estrogénica da propolis através da ativacdo de receptores de estrogénio
sugerindo o potencial para protecdo contra cancer de mama ou osteoporose. A
utilizacdo da propolis para o tratamento de tumor de mama é comum na medicina
popular oriental. A combinacdo de veneno de abelha (0,2 mg) e prépolis (0,5 g)
promoveu alivio dos sintomas da menopausa em 85% das mulheres tratadas durante a

menopausa. Contudo, faltam estudos sobre os efeitos adversos, farmacocinética, dose-
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resposta e mecanismo de acéo de fitoestrogenos, assim como, triagens clinicas a longo

prazo que confirmem seus efeitos benéficos a saude.

Apesar de o aluminio (hidroxido de aluminio ou fosfato de aluminio) ser
amplamente utilizado como adjuvante em vacinas, o seu papel no desenvolvimento de
nefrotoxicidade, doenca de Alzheimer, reacdes subcutaneas, modificacdes de epitopos,
seu limitado efeito adjuvante em antigenos polissacarideos, evidencia a necessidade de
encontrar novos adjuvantes para vacinas, mais seguros e potentes. Estudos sugerem o
potencial da prépolis como uma alternativa segura de adjuvante em vacinas,
melhorando a resposta celular, proporcionando uma maior atividade fagocitica,
aumentando atividade leucocitaria, prolongando a protecdo da vacina. Entretanto,
faltam estudos que elucidem o mecanismo pelo qual ela atua, podendo ser classificada
na mesma categoria de adjuvantes que os polissacarideos sendo capaz de ativar a
resposta imune inata, celular e humoral (ASHRY e AHMAD, 2012).

Kakino e colaboradores (2012) observaram o efeito laxante, ja relatado na
medicina popular, do extrato aquoso de prépolis verde in vivo, sendo esse efeito
mediado por um aumento da tensdo contraccional do ileo em parte por ativacdo do

receptor de acetilcolina.

Campos e colaboradores (1998) avaliaram o efeito anti-hiperanalgésico do
extrato etanolico de propolis coletada na regido Sul do Brasil. O extrato administrado
de forma sistémica apresentou uma significativa agdo anti-hiperalgésica quando
avaliado em modelos quimicos, mas ndo térmicos, de nocicepcdo em ratos e
camundongos. A auséncia de propriedades anti-hiperalgésicas do extrato de propolis
nos testes (térmicos) da placa quente e de retirada da cauda, que sdo muito sensiveis a
acdo de opidides, sugere que a interacdo do extrato com o sistema opidide ndo €
responsavel pela agdo analgésica dos principios ativos presentes no extrato de propolis,

ndo sendo consequéncia de um efeito depressor ndo especifico central ou periférico.



41

3.4 Aspectos toxicologicos da propolis

A propolis é relativamente ndo toxica, apresentando a dose diéria segura para
seres humanos de 1,4 mg/kg de peso corporal, ou aproximadamente 70 mg/dia.
Entretanto, reacGes alérgicas sdo comumente relatadas na clinica, podendo ser
apresentadas em todas as partes do corpo (BURDOCK, 1998). Dermatites de contato
ocupacional e gengivite ulcerativa estdo entre os principais efeitos alérgicos. Casos
clinicos de reaces sisttmicas como choque anafilatico, edema laringeal, faléncia renal
aguda ap6s a utilizagdo de propolis e produtos contendo propolis tém sido
mencionados. A associagdo com medicamentos como contraceptivos e anti-
inflamatorios ndo esteroidais é outro fator que pode ocasionar reacGes adversas (HSU
et al., 2004; KOMERICKI e KRANKE, 2009). O alérgeno principal relatado é o
dimetilalilo éster do é&cido cafeico, um composto com atividade hapténica cuja
propriedade sensibilizante pode ser relacionada a presenca de grupos hidroxilas livres
no anel aroméatico (BURDOCK, 1998). Outros compostos com moderada acédo
sensibilizadora sdo o salicilato de benzila, cinamato de benzila, cinamato de metila,
tectrocrisina, acido fertlico e acido cumarico (KOMERICKI e KRANKE, 2009;
ALIBONE et al., 2011).

3.5 Composicéo quimica da propolis

Os compostos quimicos isolados da propolis podem ser organizados em alguns
grupos como: alcoois, aldeidos, acidos alifaticos e ésteres alifaticos, aminoacidos,
acidos aromaticos (como acido galico, &cido cindmico, &cido salicilico, cumarico,
ésteres aromaticos, chalconas e diidrochalconas, flavonoides (flavanonas, flavonas e
flavonois), cetonas, acidos graxos, terpenoides, agucares, vitaminas B1, B2, B6, C e E,
assim como diversos minerais (MARCUSSI, 1995). Na tabela 2, estdo apresentados 0s

principais compostos encontrados nos diferentes tipos de propolis.
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Tabela 2- Diferentes classes de compostos identificados em amostras de préopolis

Substancias

Derivados de alcool e fenol
Alcool benzilico; alcool cinamilico; glicerol; glicerolfosfato; hidroguinona;
isobutenol; alcool fenetilico; alcool fenetilico; alcool prenilico

Aldeidos
Aldeido caproico, p-hidroxibenzaldeido, isovanilina, vanili na, aldeido 2-
hexenoico
Aminoéacidos

Alanina, B- alanina, acido a-aminobutirico, acido &-aminobutirico, arginina,
asparagina, acido aspartico, 2-aminopropanoico, cistina, cisteina |, Acido
glutamico, glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
ornitina, fenilalanina, prolina, acido piroglutdmico, sarcosina, serina, treonina,
triptofano, tirosina, valina

Acidos alifaticos e ésteres
Acido acético, acido acético, acido angélico, &cido butirico, &cido crotdnico, acido
fumarico, &cido isobutirico, acido metilbutirico, acetato de benzila, acetato de
isobutila acetato de isopentila

Acidos aromaticos
Acido p-anisico, Acido benzoico, 4cido cafeico, &cido cindmico; A&cido
diidrocindmico mico, &cido cumarico (-0,-m,-p); acido 3,4-dimetoxicinamico;
acido ferulico; acido galico; acido p-hidroxibenzoico; acido isoferulico; acido 4-
metoxicinamico; acido protocatéquico; acido salicilico; acido 3, 4,5-
trimetoxidiidrocindmico; acido vanilico; acido veratrico
Cetonas
6-metil-hep-5-en-2-ona;  6,10,14-trimetil-2-pentadecanona;  2-heptadecanona;
acetofenona; p-acetofenol; diidroxiacetofenona; metilacetofenona
Hidrocarbonetos e ésteres graxos

Heneicosano (C21); trieicosano (C23); pentaeicosano (C25); heptaeicosano (C27);

nonaeicosano (C29); hentriacontano (C31); tritriacontano (C33); hexadecanoato de
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dotriacontila; [(Z)-octadec-9-enoato] de dotriacontila; [(Z)-octadec-9-enoato] de
hexacosila; hexadecanoato de hexacosila; hexadecanoato de octacosila; [(2)-
octadec-9-enoato] de octacosila; hexadecanoato de tetracosila; [(Z)-octadec-9-
enoato] de tetracosila; hexadecanoato de tetratriacontila; [(Z)-octadec-9-enoato] de
tetratriacontila; hexadecanoato de triacontila; [(Z)-octadec-9-enoato] de triacontila;
acido araquinico; acido behénico; acido cerdtico; acido estearico, acido laurico;
acido lignocérico; acido linoleico; acido miristico; acido montanico; acido oleico;
acido palmitico
Acucares

Frutofuranose-1; frutofuranose-2; B-D-frutofuranosil-a-D-glicopiranose; sacarose;
A-D-frutofuranosil-p-D-glicopiranose; isomero; xilitol

Esteres de acidos aromaticos
Benzoato de benzila; benzoato de cinamila; benzoato de etila; benzoato de metila;
3,4-diidroxifenila; cafeato de 1,1-dimetilalila; 3,4-hidroxifenil)-2-metilbutila;
cafeato de 2-metil-2-butenila; 3,4-dididroxifenil)-3-metilbutila; cafeato de 3-metil-
3-butenila; cafeato de benzila; cafeato de butenila; cafeato de butila; cafeato de
cinamila; cafeato de etila; cafeato de feniletila; cafeato de pentenila; cafeato de
pentila; cafeato de prenila; cafeato de 3,4-dimetoxibenzila; cinamato de 3-metil-3-
butenila; cumarato de benzila; cumarato de benzila; cumarato de benzila;
cumarato de feniletila; cumarato de prenila; ferulato de 3-metil-2-butenila; ferulato
de 3-metil-3-butenila; ferulato de benzila; ferulato de prenila; isoferulato de 3-
metil-3-butenila; isoferulato de benzila; isoferulato de cinamila; isoferulato de
feniletila; isoferulato de prenila; salicilato de benzila; salicilato de metila

Esteres do acido p-cumarico
Benzil p-cumarato; feniletil p-cumarato

Terpenoides e esteroides

a-acetoxibetulenol; B-bisabolol; 1,3-dimetil-8-(1-metiletil)-triciclo; a-copaeno; [3-
diidrofucosterol ;1,8-cineol; calinasterol; cimeno; estigemasterol; fucosterol;
geraniol; guaiol; limoneno;

Chalconas e diidrochalconas

2’, 6°, a-triidroxi-4’-metoxichalcona; 2’, 6’-diidroxi-4’-metoxidiidrochalcona; 2’,
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4, 6’-triidroxidiidrochalcona; 3-O-acetilpinobanksina; naringenina-chalcona;
pinobanksina;  pinicembrina-chalcona;  pinostrobina-chalcona;  sacuraneting;
isoliquiritigenina;

Flavanonol
Aromadendrin

Flavanonas
3,7-diidroxi-5-metoxiflavanona; 2,5-diidroxi-7-metoxiflavanona; 3,7-diidroxi-5-
metoxiflavanona;  3-O-acetilpinobaksina;  3-O-butanoilpinobanksina;  3-O-
hexanoilpinobanksina; 3-O-metilpinobanksina; 3-O-pentanoilpinobanksina; 3-O-
pentenoilpinobanksina;  3-O-propanoilpinobanksina;  alnusitol;  alpinetina;
naringenina; sacuranteina; pinocembrina

Flavonas e flavonois

Canferida; canferol; crisina; fisetina; galangina; isalpinina; isorramnetina;

pectolinarigenina; quercetina; ramnazina; ramnetina; ramnotricina; tectocrisina

Isoflavonoides
Neovestilol;  vestilol;  3,7-di-O-metilquercetina;  3-O-metilcanferol;  3-O-
metilgalangina; 4-O-metilcanferol; 7,4’-di-O-metilcanferol; 7-O-metilapigeina; 7-
O-metilcanferol; acacetina; alnusina; alpinetina; apigenina; betuletol
Derivados do &cido cindmico
Acido cinamico; acido ferdlico; acido (2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-6-il)-2-

propenoico) ; plicatin B; capilartemisin

Fonte: Adaptado de Marcucci (1996); Tazawa et al. (1999); Oldoni et al. (2011)

Trusheva e colaboradores (2006) identificaram 14 compostos em uma amostra

de propolis vermelha coletada no estado de Alagoas, sendo que 6 desses compostos

eram novos para a propolis, entre eles estavam fendis simples, triterpenoides,

benzofenonas preniladas e epdxido de naftoquinona. Neste estudo trés componentes

demonstraram significativa atividade antimicrobiana, principalmente frente a C.

albicans e dois apresentaram atividade antioxidante frente ao radical livre 1,1-difenil-

2-picril-hidrazil (DPPH).
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Banskota e colaboradores (1998) isolaram 23 compostos da fracdo acetato de
etila do extrato metandlico da propolis, entre eles os compostos &cido 2,2-
dimetilcromeno-6-carboxilico, acido 4-hidroxi-3-prenilcindmico, acido agatico,
betuletol, éster 15-metil do acido agatico, acido agatalico, acido cupréssico, tremetona,
viscidona e o composto 3,5,7-triidroxi-4’-metoxiflavonol identificado pela primeira

vez em prépolis.

Kusumoto e colaboradores (2001) estudaram quimicamente o éleo essencial da
prépolis Brasileira identificando 9 compostos, entre eles dois compostos novos. As
estruturas dos compostos novos foram elucidadas como 2,2-dimetil-8-prenil-6-

vinilcromeno e 2,6-diprenil-4-vinilfenol.

Foram isolados uma mistura de flavonois (ramnocitrina, eupalitina e acacetina),
triterpenos (o ¢ B-amirinas e lupeol), &cidos (3-prenil-4-hidroxicinamico, artepilina) e
uma nova substancia, o acido (E)-3-[4-(3-fenilpropanoiloxi)]-3,5-diprenilcinamico de
uma amostra de propolis verde de Minas Gerais (Brasil) em pesquisa realizada por

Tavares e colaboradores (2010).

Trusheva e colaboradores (2006) identificaram dentre 14 compostos, 0S
isoflavonoides pterocarpan medicarpin e isosativan na prépolis vermelha Brasileira.
Os outros compostos identificados foram: o e P-amirina, lupeol, cicloartenol,
isosativan, trans-anetol, gutiferona, xantocimol, isoeugenol, metil-eugenol, metil-
isoeugenol, elemicin, isoelemicin, 20 (29)- lupen-3-one, 2,3-epdxi-2-(3-metil-2-
butenil)-1,4-naftalenodiona, sendo os seis Gltimos compostos ainda ndo reportados

para a propolis.

3.6 Flavonoides
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Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que apresentam ampla distribuicéo
no reino vegetal. Sdo encontrados nas plantas principalmente na forma de glicosidios,
constituindo os pigmentos amarelos, laranjas, azuis e vermelhos das flores. Eles
regulam o crescimento, desenvolvimento e a defesa das plantas. Fazem parte da dieta
humana, estando presentes em frutas e vegetais, sendo a ingestdo diaria cerca de 1-2 g.
Sd0 o0s principais componentes de muitos produtos vegetais e animais de uso
medicinal, como a propolis e 0 mel que tem sido utilizado desde a antiguidade
(CAZAROLLLI et al., 2008; PRASAIN et al., 2007). Assim, como sdo responsaveis em
grande parte pela constituicdo e atividades farmacoldgicas da propolis torna-se

importante ressaltar alguns aspectos quimicos e biolégicos desses compostos.

3.6.1 Carateristicas quimicas dos flavonoides

Mais de 10.000 estruturas de flavonoides ja foram descritas, evidenciando a
diversidade dessa classe de metabdlitos secundarios. O termo flavonoide & um nome
comum para pigmentos de plantas, sobretudo derivados de benzo-y-pirona, que é
sinbnimo de cromona. Sdo compostos de baixo peso molecular, derivados de
fenilbenzopironas, formados pela unido de trés anéis (A, B e C), dois deles aromaticos.
A estrutura quimica basica dessa classe de metabdlitos secundarios pode ser
visualizada na figura 2. Esse grupo compreende as flavonas, flavonois, antocianos,
chalconas, auronas, diidroflavonoides, flavanas, leucoantocianidinas,
proantocianidinas, isoflavonoides, neoflavonoides e os biflavonoides (HAVSTEEN,
2002; AGATI et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica basica de um flavonoide
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Os flavonoides sdo biossintetizados pela via do acido chiquimico e acido
acetico. A sua formagéo e resultado da condensacéo de trés unidades de malonil-CoA
(C-2) e uma unidade de &cido p-cumarico (C-9) originando o ndcleo fundamental (C6-
C3-C6) compondo os dois nucleos benzénicos conectados por uma unidade de trés
carbonos com um ndcleo pireno contendo oxigénio. S&o encontrados na natureza
principalmente como derivados glicosilados (heterosidios), embora as formas livres
(aglicona ou genina) sem o acUcar possam ser encontradas como constituintes
majoritarios em diversas plantas (CAZAROLLI, 2008).

3.6.2 Propriedades bioldgicas dos flavonoides

Diversas atividades bioldgicas dos flavonoides sdo conhecidas: anti-
inflamatoria, antioxidante, antialérgica, hepatoprotetora, antitrbmbica, antimicrobiana.
Tem sido proposto que os flavonoides exercem efeitos benéficos em multiplos estados
patolégicos, incluindo  céncer, doencas cardiovasculares, e  desordens

neurodegenerativas.

3.6.2.1 Atividade antioxidante

Muitas das acBes bioldgicas dos flavonoides tém sido atribuidas as suas
propriedades antioxidantes, quer como doadores de hidrogénio ou através de sua
influéncia no status redox intracelular modulando efeitos celulares através da interacéo

com proteinas sinalizadoras como as quinases (RICE-EVANS, 2004).

As propriedades doadoras de elétrons dos flavonoides compreendem uma
transicdo redox mediante a qual a molécula antioxidante (FI-OH) doa um elétron ao
radical livre (R), como pode ser visto na figura 3. Durante essa etapa o carater radical é

transferido ao antioxidante, formando um antioxidante radical- derivado (FI-O°).
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Figura 3- Mecanismo de a¢8o dos flavonoides como captadores (scavengers) de espécies reativas (Adaptado de
Pietta, 2000).

Por outro lado, os compostos fendlicos podem atuar como pro-oxidantes em
sistemas contendo metais redox-ativos. Em presenca de oxigénio, metais de transigéo
como Cu e Fe catalisam o ciclo redox de fendis, levando a formacdo de espécies
reativas de oxigénio e outros radicais organicos que podem danificar o DNA, lipidios,
e outras moléculas organicas. Assim, por exemplo, o radical fenoxila produzido
através de reacdes antioxidantes e na biossintese da lignina é um potencial pro-
oxidante (SAKIHAMA et al., 2002).

Entretanto, uma breve atividade pré-oxidante pode ser benéfica para salde
conferindo as células resisténcia a estimulos posteriores devido a essa resposta
adaptativa. Apesar de sua capacidade antioxidante, a prépolis, e muitos de seus
flavonoides como galangina, crisina e pinocembrina induzem dano oxidativo ao DNA
de forma transiente e sujeita a reparo, sendo esse dano atribuido ao perdxido de
hidrogénio (H,0,) produzido pela propolis (TSAI et al., 2012).

Han e colaboradores (2010) isolaram do extrato etanolico de propolis coreana
diversos flavonoides: pinostrobina, tectocrisina, éter 3-acetoxi-7-metil pinobancsina,
alpinona, pinobancsina, pinocembrina e crisina e testaram seu potencial antioxidante
mediante reacdo de Fenton e pelo método do sequestro do radical livre (2,2'-azinobis-

3-etilbenzotiozolino-6-acido-sulfonico) ABTS. Todos os flavonoides apresentaram
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atividade contra o radical superoxido e 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e varios

flavonoides mostraram atividade moderada frente ao ABTS.

Ahn e colaboradores (2009) investigaram a atividade antioxidante de varios
componentes da propolis (acacetina, apigenina, artepilina C, éster feniletil do &cido
cafeico, crisina, cido p-cumarico, galangina, kamferol, quercetina e pinocembrina), a
maioria flavonoides, através do ensaio de captagdo de radical livre DPPH e ensaio do
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), baseado na capacidade dos fenois em
reduzir Fe™ a Fe*?. O éster feniletil do 4cido cafeico e a quercetina apresentaram forte
acdo antioxidante. Artepilina C, galangina apresentaram atividade com menor
intensidade. Em oposicéo, acacetina, apigenina, crisina e pinocembrina apresentaram
atividade antioxidante muito baixa. Segundo os autores as atividades podem ser
correlacionadas com as estruturas dos compostos, como a quantidade de grupos
hidroxilas, a ressonancia dos elétrons nos nucleos A e B, assim como o nucleo fenil o-

di-hidroxi dos flavonoides.

Estudo realizado por Gregoris e colaboradores (2011) demonstrou a alta
atividade antioxidante do extrato etandlico da prépolis (EEP) e seus componentes
polifendlicos, encontrado na acao inibitéria da peroxidacao lipidica do &cido linoleico.
Estes compostos apresentaram efetividade como protetores solares com amplo
espectro UVB e UVA em medida de fator de protecdo solar (FPS). No teste de
peroxidacdo lipidica o EEP, o &cido cafeico e derivados, os flavonoides canferol,
quercetina e galangina apresentaram atividade antioxidante similar a catequina (1Cso<1
mg/L). Pinocembrina, crisina, apigenina e naringenina apresentaram baixa atividade
(IC50>15 mg/L) em relacdo a referéncia. Na medida do FPS uma concentracdo < 8%
da maioria dos componentes da propolis foi suficiente para obter um FPS-20, um valor
cerca de duas vezes mais baixo do que compostos comerciais utilizados como
referéncia (tinosorb S, oxibenzona, octinoxato e padimato O) para o teste, 0s quais
requerem um valor similar ao EEP. Em relacdo ao filtro fisico didoxido de titanio

(TiO,) a propolis e seus componentes apresentaram efeito sinérgico aumentando os
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valores de FPS de 20 para 50-60. Nos parametros para protecdo UVA, o EEP e seus

componentes apresentaram maxima protecéo contra os raios UVA.

3.6.2.2 Atividade antimicrobiana

A utilizacdo de preparacGes contendo flavonoides como principais constituintes
fisiologicamente ativos com finalidade antimicrobiana é antiga. As propriedades da
propolis sdo referenciadas ao longo do antigo Testamento sendo prescrito por
Hipdcrates (460-377 aC) na Grécia Antiga para o tratamento de feridas e Ulceras. A
propriedade antimicrobiana da propolis tem sido atribuida ao seu alto contetdo de
flavonoides, principalmente devido a presenca de galangina e pinocembrina
(CUSHNIE e LAMB, 2005).

Koo e colaboradores (2002) testaram 30 compostos incluindo flavonoides,
derivados do &cido cinamico e terpenoides encontrados na propolis frente a isolados de
Streptococcus mutans e atividade da glucosiltransferase (GTF), uma enzima produzida
pela bactéria e associada ao seu fator de viruléncia na patogénese da cérie dental.
Flavonoides foram os compostos mais ativos entre os testados. Flavonols, flavonas e
derivados do 4&cido cindmico ndo mostraram atividade antibacteriana nas
concentracOes testadas, entretanto, foram efetivos inibidores da GTF. Todas as
flavanonas inibiram o crescimento bacteriano, sendo a pinocembrina a mais ativa
delas, com CIM de 250 pM (64 pg/mL) para todos os isolados testados. O
diidroflavonol pinobancsina-3-acetato também apresentou atividade antibacteriana. De
todos os compostos avaliados a flavona apigenina foi o composto mais efetivo como

inibidor da GTF e o tt-farnesol foi 0 mais efetivo agente antibacteriano.

O flavonol galangina apresenta-se como um potencial agente antibacteriano,
com atividade contra diferentes isolados de Staphylococcus aureus resistente a 4-
quinolona com CIM aproximado de 50 pg/mL, sendo sugerido que a enzima
topoisomerase IV possa estar envolvida no mecanismo dessa acdo (CUSHNIE e
LAMB, 2006).
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Peng e colaboradores (2012) pesquisaram a atividade antifungica de
pinocembrina isolada de propolis frente a Penicillium italicum, um fitopatdégeno que
causa perdas consideraveis em pds-colheita, obtendo uma inibicdo significativa da taxa
respiratéria do fungo durante o crescimento micelar e germinacdo dos esporos atraves
da interferéncia na energia de homeostase ocasionando ruptura da membrana celular
do patdgeno e distdrbios do metabolismo. Assim, esse composto apresenta-se como
uma alternativa natural de controle desse fungo que ocorre principalmente em frutos

citricos.

3.6.2.3 Atividade antitumoral

Pequisas in vitro e in vivo e o0s ensaios clinicos indicam que os flavonoides
presentes em muitos dos alimentos que fazem parte de nossa dieta apresentam efeitos
quimiopreventivos e quimioterapicos. A desativacdo de carcindgenos, efeito
antiproliferativo, arresto da divisdo celular, inducdo da apoptose e da diferenciacéo,
inibicdo da angiogénese, efeito antioxidante, reversdo da resisténcia a multidrogas ou a
combinacdo desses efeitos sdo alguns dos mecanismos de acdo envolvidos na
atividade antitumoral (REN et al., 2003).

As chalconas sdo uma subclasse dos flavonoides, conhecidas como o0s
pigmentos amarelos das flores podendo estar presentes em diversas partes das plantas
(raizes, brotos, folhas, sementes). Esse grupo multifuncional e seus alvos atuam em
quase todos os aspectos das células tumorais, incluindo crescimento, proliferacéo,
invasdo e metastase. Pinostrobin chalcona apresentou atividade citotoxica demonstrada
através do ensaio in vitro de incorporacdo do vermelho neutro frente as linhas
celulares de linha celular de carcinoma epidermoide (KB), linha celular de carcinoma
de mama dependente de horménio (MCF7), carcinoma cervical (CaSki), carcinoma de
colon (HCT116), linha celular ndo humana de fibroblasto (MRC5), com ICs, (ng/mL )
de 6,2;7,3; 7,7, 54,1 e 7,9, respectivamente (MALEK et al., 2011).
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Os flavonoides crisina, apigenina, apigenina-7-O-glicosidio e pinocembrina
demonstraram significativo efeito antiproliferativo nas linhas celulares de céncer
cervical (HeLa), hepatico (Hepg-2) e de mama ( MCF-7). Galangina inibiu a expressao
do gene do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em células de cancer de pulméo
(A549) (LUDWICZUK et al., 2011; MAMADALIEVA et al., 2011)

3.7 Considerac0es gerais sobre biofilmes de Candida spp.

O aumento na prevaléncia das micoses, o aparecimento de isolados fungicos
resistentes aos agentes antimicoticos empregados na atualidade e seus efeitos
colaterais sdo alguns indicadores da necessidade de encontrar novos compostos com 0s
requisitos de um antifungico ideal (MORA et al., 2008).

Espécies de Candida sdo encontradas na microbiota normal do homem.
Alteracdes das barreiras teciduais, da propria microbiota ou da resposta imune
promovem um desequilibrio na relacdo hospedeiro-parasita, permitindo a invasédo do
microrganismo nos tecidos do hospedeiro, causando infecgbes denominadas

candidiases.

Nas duas ultimas décadas houve um aumento do nimero de infeccBes causadas
por novas espécies de Candida, principalmente C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis. Candida albicans é um fungo polimdrfico, com crescimento como hifa
e/ou pseudohifa e como blastosporos (levedura). Candida tropicalis produz
blastosporos, pseudohifas e hifas verdadeiras. Para C. parapsilosis o crescimento
blastosporo é predominante, e estas espécies ndo produzem hifas verdadeiras,
ocasionalmente geram pseudo-hifas. Ao contrario, C. glabrata ndo é polimérfica,

crescendo apenas como blastosporos (SILVA et al., 2011).

As diferencas morfoldgicas entre as espécies de Candida também refletem nas

caracteristicas dos biofilmes por elas formados. Candida tropicalis formam um
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biofilme com estrutura de monocamada descontinua e uma matriz com baixo nivel de
carboidratos e proteinas, C. parapsilosis apresenta um biofilme com estrutura em
monocamada ou multicamada descontinua, alto nivel de carboidratos e baixo nivel de
proteinas, C. glabrata possui um biofilme compacto distribuido em monocamada ou
multicamada com alto nivel de proteinas e carboidratos, como pode ser visto na figura
4 (SILVA et al., 2011).
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Figura 4- Estrutura do biofilme de C.glabrata, C.parapsilosis e C. tropicalis. Imagens de microscopia eletronica
de Varredura apds 48 horas de crescimento em agar Sabouraud. (Adaptado de Silva et al., 2011).

Por fazerem parte da microbiota normal humana as espécies de Candida podem
com facilidade entrar em contato com dispositivos implantados, tais como stents,
prétese, tubos endotragqueais e Vvarios tipos de cateteres. Este contato com estas
superficies pode levar a formacdo de biofilmes que sdo definidos como derivados
microbianos de uma comunidade séssil caracterizada por células que sdo ligadas a um
substrato ou interface, sendo incorporados em uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares produzidas por eles, exibindo assim um fenétipo alterado com relacéo a
taxa de crescimento e transcri¢cdo genética. A composicdo geral da matriz pode incluir
carboidratos, proteinas, fosforo, glicose e hexosaminas (DONLAN e COSTERTON,
2002; BLANKENSHIP e MITCHELL, 2006).

A formacdo dos biofilmes inicia com a etapa de aderéncia em um substrato
externo (tecido do hospedeiro ou dispositivo médico), seguido de proliferacdo das
celulas leveduriformes através da superficie e o desenvolvimento de hifas. A fase final
do desenvolvimento do biofilme é o estagio de maturacdo: o crescimento como

levedura parece ser reprimido, o crescimento de hifas é elevado, e a matriz extracelular
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envolve o biofilme. Essas etapas podem ser visualizadas através dos esquemas das
figuras 5 e 6 (BLANKENSHIP e MITCHELL, 2006).
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Figura 5- Modelo com as etapas de desenvolvimento de biofilme. Células plancténicas individuais podem formar
contatos célula superficie e célula-célula resultando na formagdo de microcolénias. Células no biofime podem
retornar para a forma planctonica para completar o ciclo de desenvolvimento do biofilme (Adaptado de
O’TOOLE, 2000).
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Figura 6- Estagios da formacédo de biofilme por Candida spp. em superficie de cateter. (a) Superficie de
cateter com pelicula adsorvida acondicionada de proteinas do hospedeiro (pontos pretos). (b) Adesdo inicial
da levedura a superficie (vermelho). (c) Formagédo de camadas basais de microcoldnias leveduriformes. Isto
ancora cada microcoldnia para a superficie. (d) Conclusdo da formacéo da microcoldnia por adi¢do na parte
superior, principalmente camada de hifas e matriz (amarelo) que envolve ambas as leveduras (vermelho) e
hifas (verde). Biofilmes maturos contem numerosas microcoldnias com canais de agua intercalados para
permitir circulacdo de nutrientes (Adaptado de DOUGLAS, 2003).
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A formacédo de biofilmes por Candida traz importantes repercussdes clinicas
devido ao aumento da resisténcia a terapia antifingica e a habilidade das células
dentro de biofilmes de resistir as defesas do sistema imune do hospedeiro (RAMAGE
et al., 2005). Portanto, a busca por produtos que possuam atividade tanto na remocao
de biofilmes fungicos assim como na inibicdo de sua formacdo é fundamental para

garantir sucesso no tratamento e prevencéo de doencas fungicas.

3.7.1 Produtos naturais utilizados no controle de biofilmes fangicos

Sandasi e colaboradores (2011) avaliaram o efeito de extratos
diclorometano/metanol (1:1) de Echinacea angustifolia, Mentha piperita, Rosmarinus
officinalis, Malaleuca alternifolia, Hypericum perforatum, Thymus vulgaris,
Aspalathus linearis e Camelia sinensis, sobre biofilmes e formas planctonicas de P.
aeruginosa e C.albicans. Esses autores verificaram grande resisténcia dos biofilmes
frente aos extratos testados em relacdo as formas plancténicas, sendo que apenas o
extrato de M. piperita exibiu atividade antibiofilme (< 50%) contra ambos patégenos
estudados. Uma atividade maior foi encontrada diante das formas planctonicas. Os
extratos de E. angustifolia, R. officinalis e M. piperita apresentaram a maior acio

antimicrobiana com valores de CIM entre 0,38 e 2,5 mg/mL.

Estudo realizado por Rane e colaboradores (2014) demonstrou a atividade de
proantocianidinas derivadas dos frutos (oxicoco ou cranberry) de Vaccinium
macrocarpon frente ao biofilme de C. albicans em modelo in vitro de biofilme
urinario. Esse fungo esta associado a infecg¢des do trato urinario de origem hospitalar.
Concentracdo de 128 mg/L semelhante a encontrada em sucos comerciais, diminuiu a

formacéo de biofilme em 89,3%.

Sampaio e colaboradores (2009) pesquisaram atividade antimicrobiana
atribuida pelo uso popular dos frutos de Caesalpinia ferrea (“pau-ferro”) contra
patogenos orais formadores de biofilme (Candida albicans, Streptococcus salivarius,

S. oralis, Lactobacillus casei) através da determinacdo da CIM e do modelo



56

multiespécie de biofilme. Esse ultimo modelo simula as condi¢bes do ambiente oral,
como superficie dentéria, saliva, etc. Nesse estudo o0s autores encontraram valores de
CIM de 25 a 100 pg/mL. Para o ensaio de biofilme, ndo houve crescimento nas
diluicBes microbianas de 10 mostrando a atividade antimicrobiana na formacéo do
biofilme. No entanto, essa acdo é menor quando comparado a clorexidina (10™), que

foi utilizada como controle positivo.

Muitos estudos destacam a utilizacdo de 6leos essenciais na prevengdo ou
erradicacdo de biofilmes fungicos, assim como, a contribuicdo da nanotecnologia para
a estabilizacdo e liberacdo controlada de compostos naturais com atividade
antimicrobiana (GRUMEZESCU, 2013). Nesse ambito, nanoparticulas magnéticas
hibridas contendo 6leo essencial de Rosmarinus officinalis inibiram intensamente a
capacidade de aderéncia e o desenvolvimento de biofilme de C. albicans e C. glabrata
em superficie de cateter, havendo reducdo de 85% a 98% na contagem de células
viaveis quando comparado ao controle (nanoparticulas ndo carregadas de Oleo
essencial) na fase de desenvolvimento de biofilme de 48 e 72 horas (CHIFIRIUCH et
al., 2012).

Em suma, os produtos naturais sdo uma fonte imensa de moléculas Unicas para
a busca de novos prototipos e potenciais medicamentos frente a fungos patogénicos
(BAKER, 2007). S80 necessarios mais estudos para a busca por alternativas de
controle de biofilmes microbianos devido ao aumento da resisténcia desses as op¢oes
terapéuticas disponiveis. Também, a pesquisa com a propolis para essa finalidade é

ainda incipiente.
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4 Materiais e métodos

4.1 Material em estudo

Foram utilizadas amostras de propolis verde (b), vermelha (c) e uma amostra de
prépolis do RS (a), sendo que as duas primeiras foram adquiridas da empresa
Natucentro (Bambui, MG, Brasil) e a ultima da empresa Apiarios Adams, Comercial

Exportadora Ltda. (Taquara, RS, Brasil) como pode ser visto na figura 7.

(a) (b) (©)

Figura 7 — Imagens das propolis utilizadas no estudo: (a) propolis nativa do RS, (b) prépolis verde e (c) prépolis
vermelha. Fonte: Prépria autora.

4.2 Preparacao dos extratos e fracoes

Como pode ser observado na figura 8, as amostras de propolis em estudo foram
maceradas diretamente com solventes de polaridade crescente, visando uma semi-
purificagdo das substancias através de suas polaridades, a temperatura ambiente
durante um periodo de no minimo 48 horas sob agitacdo ocasional, até o esgotamento
do material. A amostra de propolis vermelha foi macerada em etanol. Outra porgéo da
amostra de propolis vermelha foi macerada em hexano seguido de extracdo com
diclorometano. A prépolis verde foi macerada da mesma forma. A prépolis nativa do
RS foi macerada com etanol e outra por¢do foi macerada com hexano seguido de

extracdo com solventes em ordem crescente de polaridade (diclorometano, acetato de
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etila e metanol). Em seguida os extratos foram concentrados em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida, utilizando-se temperatura ndo superior a 55 °C (FILHO e
YUNES, 1998; SIMOES et al., 2007). Os extratos e fracdes levados aos ensaios
bioldgicos foram dissolvidos em sulfoxido de dimetilo (DMSQO) 2% objetivando a

concentracéo final de 1000 pg/mL.
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Figura 8- Fluxograma da obtencéo dos extratos e fracdes de propolis e posterior ensaio bioldgico e analise
guimica. Ensaio 1: Avaliacdo da atividade antifuingica; ensaio 2: atividade antibiofilme.
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4.3 Analise, isolamento e identificacdo dos compostos

4.3.1 Extratos diclorometano e fracdes da coluna cromatogréafica de propolis nativa do
RS

O perfil cromatografico do extrato diclorometano e eluatos obtidos das colunas
cromatograficas foram analisados através de Cromatografias de Camada Delgada
analiticas com a utilizacdo de sistemas eluentes: diclorometano (100%) e
diclorometano:metanol (98:2). Como agentes reveladores foram utilizados a lampada
de luz ultravioleta (UV) (254 e 365 nm) e anisaldeido sulfarico seguido de

aguecimento.

4.3.2 Métodos cromatograficos empregados para o isolamento

O isolamento das substancias das fracdo diclorometano da prépolis do RS foi
realizado empregando-se méetodos cromatograficos tais como cromatografia em coluna
de gel de silica, usando hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, em mistura
de polaridade crescente como eluente. As fracGes foram monitoradas através de CCD

analitica.
4.3.3 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados para a realizacdo do trabalho foram de
procedéncia Merck® e Quimica Moderna®.

As separagdes em coluna cromatogréafica foram realizadas empregando-se gel

de silica de procedéncia Acros Organics®, com tamanho de particula 0,060-0,200 mm.

4.3.4 Elucidacéo estrutural



60

Para a elucidacéo estrutural das substancias isoladas foram utilizados métodos
espectroscopicos e espectrométricos. Os espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono (RMN *C) e os espectros de massas das
substancias PN1, PN2 e PN3 foram obtidos na Central Analitica do Departamento de
Quimica da UFRGS e no Laboratério do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico

Farmacéutico do Departamento de Farmacia da UFRGS, respectivamente.

4.5 Avaliacéo da atividade antifungica

4.5.1 Micro-organismos e meios

Para a avaliacdo da atividade antifungica, capacidade de remocédo de biofilme e
atividade antibiofilme foram utilizados isolados clinicos depositados na colecdo de
fungos do Laboratdrio de Micologia Aplicada da Faculdade de Farmacia da UFRGS:
isolados RL16, RL17, CT09 de Candida tropicalis, isolados RLO1, CP04 e RL13 de
Candida parapsilosis, isolados CK02, CK03 e CKO04 de C. krusei e isolados CGO03,
RLO2, RL0O3 de C. glabrata. Para a realizacdo dos ensaios os fungos foram cultivados

em agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol a 32 °C por 24 horas.

4.5.2 Testes de susceptibilidade antifingica

A concentracdo inibitoria minima (CIM) dos extratos e fracdes foi determinada
utilizando como referéncia o método de Microdiluicdo em caldo preconizado pelo
Clinical and Laboratory and Standards Institute (CLSI, 2008), especificamente o
documento de referéncia M27-A3 com RPMI-MOPS (RPMI 1640 meio contendo L-
glutamina, sem bicarbonato de sddio- Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA- tamponada
para pH 7.0 com 0,165 mol/L de tampdo MOPS-Sigma). A concentragéo utilizada dos
extratos foi de 1,9 a 500 pg/mL e aliquotas de 100 pL foram adicionadas em placas de
96 pocos. Fluconazol foi utilizado como controle positivo. Os experimentos foram

realizados em duplicata. As microplacas para determinacdo da concentracdo inibitéria
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minima foram incubadas em estufa a 32 °C durante 48 horas. A concentracéo inibitoria
minima foi definida como a menor concentracdo de compostos na qual o fungo nédo

apresentou crescimento visivel.
4.5.3 Determinacao da concentracdo fungicida minima (CFM)

Apos a leitura do teste de susceptibilidade, uma aliquota de 20 uL dos pogos em
que se determinou a CIM e as duas concentragdes imediatamente mais elevadas, assim
como o0s controles de crescimento dos micro-organismos foram subcultivados em
placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e
incubados a 35 °C por 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentracao
do extrato que ndo apresentou crescimento fungico na superficie do meio de cultivo
apos incubacédo (LUBIAN et al., 2010).

4.5.4 Teste de remocao de biofilme em cateter

Os ensaios de remocéo de biofilme e inibicdo de formacdo de biofilme foram
realizados através de metodologia adaptada de Sharma and Anand (2002); Malheiros e
colaboradores (2010) e Tondo e colaboradores (2010) com algumas modificacgdes. Foi
utilizado o dispositivo intravenoso do tipo cateter como corpo de prova (modelo
aspirado traqueal- Mark Med). O inéculo de 1-5x10° UFC/mL de acordo com a escala
0,5 de McFarland, de uma cultura dos isolados selecionados foi semeado em placas de
Petri com caldo triptona soja (TSB- Tryptose Soy Broth (Oxoid®) e incubado a 32 °C
(24 h). Apos esta etapa, 1 mL da cultura foi adicionada a 99 mL de peptona estéril,
compondo a solucdo mée para o teste de formacdo de biofilme. Os cateteres
esterilizados foram inicialmente imersos na suspensédo de levedura pelo periodo de 96
h em estufa a 32 °C para ocorrer a formacdo de biofilme. Os cateteres foram lavados
trés vezes com agua peptonada estéril para remocdo de possiveis células fracamente
aderidas. Apos esse periodo foi adicionado o cateter em um tubo falcon para verificar
a formacdo de biofilme sob 50 mL de peptona esteril. Apos 24 h de incubacdo os

cateteres foram sonicados (USC 700, UNIQUE) por 10 minutos para que as células
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aderidas sejam liberadas do cateter. Nesse caso, a formacao de biofilme foi utilizada

como controle.

Um dos cateteres presentes na solucdo mae foi deixado em contato com a
prépolis diluidapreviamente em por 1 minuto. Para contagens das UFC, diluigdes
seriadas decimais foram realizadas e uma aliquota de 20 pL foi semeada em meio agar
Saboraud. As placas foram incubadas a 32 °C durante 24 h para contagem de col6nias.
A capacidade de remocéo do biofilme € visualizada a partir da contagem do nimero de
col6nias removidas presentes nas placas, ou seja, quanto maior o nimero de colénias

presentes, maior a capacidade de remocéo do biofilme formado no cateter.

4.5.5 Teste de inibicdo da formacéo de biofilme (atividade antibiofilme)

Para o0 ensaio de inibicdo da formacao de biofilme em cateter uma suspenséo de
1-5x10° UFC/mL de uma cultura dos isolados selecionados foi semeada em caldo TSB
(Ox0id®) e incubada a 32 °C (24 h). Ap6s, 1 mL da cultura foi adicionado a 99 mL de
peptona estéril, compondo a solu¢cdo mée para o teste de verificacdo da inibicdo da
formacdo de biofilme. Os cateteres esterilizados e que entraram em contato
previamente com a amostra de propolis foram imersos na suspensao de levedura pelo
periodo de 96 h em estufa a 32 °C para ocorrer a formacdo de biofilme. Os cateteres
foram lavados trés vezes com peptona estéril para remocdo de possiveis células
fracamente aderidas. Apos esse periodo, o cateter foi colocado em um falcon contendo
50 mL de peptona estéril e sonicados (USC 700, UNIQUE) por 10 minutos para que
todas as células aderidas fossem liberadas do cateter. Como descrito no ensaio
anterior de remocao de biofilme, foi realizado em paralelo a verificacdo da formacéo
de biofilme em cateter como controle. Dilui¢Ges seriadas decimais foram realizadas e
uma aliquota de 20 pL de cada uma delas foi semeada em meio agar Saboraud. As
placas foram incubadas a 32 °C (24 h) para contagem de colbnias. Para a capacidade
de inibicdo da formacdo de biofilme s&do contadas as colonias formadas presentes na
placa, ou seja, quanto menor a quantidade de col6nias presentes, maior a capacidade

de o extrato prevenir a formacéo de biofilme pelos isolados de Candida.
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4.5.6 Andlise estatistica dos resultados

Os dados obtidos nos testes de biofilme foram submetidos a analise de variancia
(Generalizes Estimating Equations-GEE) e ao teste de Bonferroni para detectar
diferengas significativas. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. O

software SPSS versédo 18 foi empregado.
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5 Resultados e discussao

5.1 Avaliacéo da atividade antifungica

De acordo com os resultados expressos na tabela 3, o extrato etanolico de
propolis vermelha e da propolis nativa do RS, assim como o extrato n-hexano e a
fracdo diclorometano de propolis vermelha apresentaram atividade antimicrobiana

frente a todos isolados (100%) de Candida testados neste trabalho.

Ao analisar o extrato n-hexano de prépolis nativa do RS e o extrato n-hexano de
propolis verde, pode-se observar atividade antimicrobiana frente a 42,8% dos isolados
analisados, sendo que todos os isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis foram
resistentes a esses extratos, ndo apresentando inibicdo do crescimento. O extrato
etanodlico e fracdo diclorometano de propolis verde tiveram atividade antimicrobiana

contra 71,4% dos isolados testados, sendo os isolados de C. glabrata resistentes.

Como no screening preliminar realizado a maioria dos fungos apresentou
sensibilidade frente aos diferentes extratos testados (tabela 3), foi determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) desses

extratos e fracoes.
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Tabela 3- Screeening antifingico dos extratos e fracdes dos diferentes tipos de
prépolis estudadas frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de Candida
nao-albicans .?

Propolis

Candida spp. EEPN EHPN EEPR EHPR FDPR EEPG EHPG FDPG

Candida glabrata

RLO02 S S S S S R S R
RLO3 S
Candida krusei
CKO02 S S S S S S S S
CKO03 S nd nd nd S nd nd nd
Candida
parapsilosis S R S S S S R
RLO1 S R
RL13
Candida tropicalis
RL16 S R S S S S R S
RL17 S R S S S S R S

#Concentragéo testada: 500 pg/mL ; R: resistente; S: sensivel; nd: ndo determinado; EEPN: extrato etandlico de
prépolis nativa do RS; EHPN: extrato n-hexano prépolis nativa do RS; EEPR: extrato etandlico propolis
vermelha; EHPR: extrato n-hexano prépolis vermelha; FDPR: Fragdo diclorometano propolis vermelha; EEPG:
extrato etanolico propolis verde; EHPG: extrato n-hexano prépolis verde; FDPG: Fragdo diclorometano prépolis
verde.

De acordo com a tabela 4, C. krusei e C. parapsilosis foram os fungos mais
suscetiveis ao extrato etandlico de prépolis nativa do RS com valores de CIM <250 e
< 125 pg/mL, respectivamente. Esses fungos emergentes sao relacionados a infecgdes
nosocomiais; o primeiro acomete especialmente portadores de doencas hematoldgicas
malignas e/ou submetidos a transplante de medula 6ssea, enquanto que o segundo
manifesta-se principalmente em criangas e recém-nascidos em unidades de terapia
intensiva, apresenta grande capacidade de produzir biofilme e frequentemente coloniza
a pele. Ambos estdo associados a manifestacbes clinicas incluindo fungemia,
meningite, endocardite, endoftalmite, artrite séptica e peritonite (WEEMS, 1992;

LEVY, 1998; ASBECK et al., 2009). Oliveira e colaboradores (2006) encontraram
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valores de CIM na faixa de 6,3 a 50 pg/mL para o extrato etanolico de propolis obtida
do Parana frente a C. parapsilosis, mostrando uma atividade melhor quando
comparado aos valores de CIM encontrados no presente estudo. Ota e colaboradores
(2001) encontraram valores de CIM da propolis proveniente de S&o Paulo, contra C.
krusei < 11000 pg/mL, superiores ao encontrado no presente trabalho. Nesse caso, a
amostra de propolis nativa do RS apresentou uma capacidade antifungica maior. A
explicacdo para esses contrastes de CIM podem estar nas caracteristicas
fitogeograficas diferentes do local de coleta desse produto animal. Com relacdo ao
extrato n-hexano de prépolis nativa nenhum dos fungos foi suscetivel nas

concentracOes testadas.

Tabela 4- Avaliacdo da atividade antifangica in vitro dos extratos de prépolis nativa do
RS utilizando métodos de microdiluicdo em caldo M27-A3 recomendado por CLSI.®

Extratos prépolis nativa do RS

Candida spp. Etanol (EEPN) n-hexano (EHPN)
CIM CFM CIM CFM
Candida glabrata
RLO2 250 Fungistatico R -
RLO3 500 Fungistatico R -
CG03 250 Fungistatico R -
Candida krusei
CKO02 31,25 125 R -
CKO03 - - R -
CKO04 250 500 R -
Candida parapsilosis
RLO1 125 500 - -
RL13 125 Fungistatico - -
CP04 62,5 Fungistatico - -
Candida tropicalis
RL16 125 500 - -
RL17 250 500 - -
CT09 250 Fungistatico - -

% Dados da susceptibilidade antifungica em pg/mL; R: resistente; -: ndo testado devido a auséncia de atividade
fungistatica.
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O extrato etanolico de propolis vermelha (EEPR) inibiu o crescimento de todos
os isolados fungicos testados (Tabela 5), sendo que C. glabrata foi o fungo mais
suscetivel com valor de CIM < 31,25 pg/mL.. Infec¢bes por esse fungo podem ser
superficiais (trato urinario, orofaringe, vulvovaginal, etc.) ou sistémicas, que sao
comuns principalmente em pacientes imunocomprometidos ou com Diabetes mellitus
(FIDEL et al., 1999). Em relagdo ao extrato n-hexano de prépolis vermelha, C.
glabrata foi o fungo mais suscetivel com valor de CIM < 31,25 ug/mL. Candida
glabrata e C. krusei apresentam baixa susceptibilidade aos antifungicos, sendo
sensiveis doses dependentes (SDD) e resistentes ao fluconazol. A CIM para
fluconazol € de 32 pg/mL e 64 pg/mL, respectivamente, valores superiores aos
encontrados no presente estudo, o que evidencia o potencial antifungico da propolis
vermelha. Todos os fungos testados foram inibidos pela fracdo diclorometano de
prépolis vermelha (FDPR) (valor de CIM < 62,5 pug/mL), sendo fungicida em 45% dos
casos. Essa destacada atividade da fracdo diclorometano pode ser explicada do ponto
de vista quimico devido a grande quantidade de compostos fendlicos ativos 0s quais

foram mais extraidos por essa fragdo de maior polaridade.
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Tabela 5- Avaliacdo da atividade antifungica in vitro dos extratos de prépolis vermelha
utilizando métodos de microdiluicdo em caldo M27-A3 recomendado por CLSI.?

Extratos propolis vermelha

Candida spp. Etanol (EEPR) n-hexano (EHPR) Diclorometano (FDPR)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida glabrata
RLO2 7,81 Fungistatico 15,62 Fungistatico 15,62  Fungistatico
RLO3 31,25 Fungistatico 31,25 Fungistatico 15,62  Fungistatico
CGO03 7,81 Fungistatico 15,62 Fungistatico 15,62  Fungistatico
Candida krusei
CKO02 62,5 Fungistatico 62,5 Fungistatico 31,25 Fungistatico
CKO03 500 500 R - - -
CKO04 500 Fungistatico R - 62,5 250
Candida parapsilosis
RLO1 500 Fungistatico 250 Fungistatico 31,25  Fungistatico
RL13 62,5 Fungistatico 250 Fungistatico 62,5 250
CP0O4 125 Fungistatico 500 Fungistatico 62,5  Fungistatico
Candida tropicalis
RL16 500 500 R - 62,5 125
RL17 500 500 250 Fungistatico 62,5 250
CTO09 500 Fungistatico R - 62,5 250

# Dados da susceptibilidade antifingica em pg/mL; R: resistente; -: ndo testado devido a auséncia de atividade
fungistatica.

O valor de CFM apresentado pela FDPR foi menor do que o valor do respectivo
EEPR, assim como, a FDPR apresentou em geral valores menores de CIM contra os
diferentes isolados testados. Esse fato pode ser relacionado a concentracdo maior de
isoflavonoides presentes na FDPR comparado ao EEPR. Isoflavonoides, como
medicarpina e homoterocarpina podem ser responsaveis pela alta atividade anti-
Candida da propolis vermelha como demonstrado por Trusheva e colaboradores
(2009) que reportaram a atividade antimicrobiana dos isoflavonoides contra Candida
albicans. Os efeitos biologicos desse tipo de propolis ndo séo considerados um efeito

sinérgico entre varios compostos, como pode ser observado pelo efeito maior da fracédo
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diclorometano em relacéo ao extrato etandlico, sugerindo a necessidade de isolamento
e identificacdo dos compostos responsadveis pelas atividades farmacologicas
(ALENCAR et al., 2007).

Candida tropicalis € menos comum do que outras espécies de Candida,
entretanto € um importante patdgeno estando associado a leucemia e neutropenia
prolongada, apresentando alta taxa de resisténcia aos antifungicos atualmente
disponiveis (KONTOYIANNIS et al., 2001). Essa elevada resisténcia aos antifingicos
pode ser observada pela menor atividade das diferentes propolis avaliadas diante dessa
espécie. Os resultados de CIM do extrato etandlico de prépolis nativa do RS e propolis
vermelha, extrato hexanico e fracdo dicloromento de propolis vermelha situaram-se na
faixa de 62,5 a 500 pg/mL, valores bem acima do CIM (2 pg/mL) do fluconazol frente

a essa espécie de Candida .

Em 1988 foi descrita a atividade do extrato etandlico de propolis frente a 23
isolados do género Candida isoladas de diferentes partes do corpo humano,
encontrando uma ac¢do fungistatica em uma concentracdo de 0,55 mg/mL (MORA et
al., 2008). Os extratos etandlicos de propolis avaliados no presente estudo
apresentaram efeito fungistatico frente aos isolados de Candida testados com valores
de concentracdo menores, na faixa de 0,00781 a 0,5 mg/mL, mostrando o promissor

efeito da propolis frente a esses patdgenos .

Pesquisa realizada por Junior e colaboradores (2012) também demontrou a
atividade antimicrobiana da propolis vermelha brasileira contra Shigella flexneri,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, com valores de CIM <
1000 pg/mL.

Considerando os extratos e fracdo de prépolis verde (tabela 6), houve um baixo
espectro de acdo frente aos fungos avaliados, sendo que apenas a cepa CKO2 de

Candida krusei foi inibida pelo extrato etanolico e pela fracdo diclorometano, com
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valor de CIM < 250 pg/mL. Jorge e colaboradores (2008) mostraram que a propolis
verde ndo foi ativa frente a Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli, sendo ativa frente a Staphylococcus aureus e Kocuria rhizophila (valores de CIM
de 100 a 300 ug/mL).

Tabela 6- Avaliacdo da atividade antifungica in vitro dos extratos de propolis verde
utilizando métodos de microdiluicdo em caldo M27-A3 recomendado por CLSI.?

Extratos propolis verde

Candida spp. Etanol n-hexano Diclorometano
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida glabrata
RLO2 - - R - - -
RLO3 - - R - - -
CG03 - - R - - -
Candida krusei
CKO02 250  Fungistatico R - 250  Fungistatico
CKO03 R - R - R -
CKO04 R - R - R -
Candida parapsilosis
RLO1 R R - - R -
RL13 R R - - R -
CP0O4 R R - - R -
Candida tropicalis
RL16 R - - - R -
RL17 R - - - R -
CT09 R - - - R -

# Dados da susceptibilidade antifingica em pg/mL; R: resistente ;-: ndo testado devido a auséncia de atividade
fungistatica.

Portanto, os resultados mostram que das oito amostras de prépolis testadas, 5
apresentaram uma forte atividade antifungica frente a Candida spp. Estes sdo
resultados promissores, levando em consideracdo que especies de Candida néo-

albicans sdo de grande interesse clinico devido a emergente frequéncia com que
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colonizam e infectam seres humanos, causando infeccdes com alta mortalidade e
morbidade, sendo associadas com doengas degenerativas, malignidades,
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e imunossupressao induzida por drogas ou
procedimentos médicos e decréscimo de suscetibilidade aos agentes antifungicos
(COLLIN et al., 1999; COLOMBO e GUIMARAES, 2003) .

Pesquisa realizada por Colombo e colaboradores (2006) em seis hospitais
terciarios do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, envolvendo 145 episodios de candidemia,
demonstrou que as espécies mais frequentemente isoladas foram C. albicans (37%), C.
parapsilosis (25%), C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e C. glabrata (4%). Assim, a
candidemia ocasionada por C. glabrata é rara no Brasil, enquanto, C. tropicalis e C.
parapsilosis sdo a grande maioria (70%) das espécies de Candida ndo-albicans. Na
América Latina, C. parapsilosis é a segunda causa principal de infeccdo invasiva em
diferentes casos observados. Portanto, a busca por novos compostos bioativos contra
fungos emergentes é necessaria levando-se em consideracdo o aumento da ocorréncia
de candidemias em infec¢des nosocomiais. Nesse contexto, a prépolis apresenta-se
como uma possivel fonte de uma nova droga, ou mesmo um novo adjuvante, no

combate de fungemias como pode ser visto pelos resultados apresentados.

Ota e colaboradores (2001) avaliaram a atividade antifungica da propolis
brasileira frente a diferentes isolados de Candida, entre elas C. krusei e C. tropicalis.
O extrato etandlico de prépolis foi fungicida contra todos os isolados testados
apresentando valores de CIM de 3000 a 12000 pg/mL. No presente estudo, foram
encontrados valores de CIM de 31,25 a 500 pg/mL, para os extratos etandlicos das
diferentes prépolis testadas mostrando que as amostras testadas apresentaram uma

consideravel atividade antifungica, superior a atividades anteriormente reportadas.

Kujumgiev e colaboradores (1999) mostraram a acdo da propolis obtida de
diferentes regides, incluindo amostras procedentes do Brasil contra Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e frente ao virus da influenza aviaria. Todos

0s extratos apresentaram atividade antifungica e antibacteriana apenas frente a bactéria
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gram-positiva e alguns extratos apresentaram atividade frente ao virus. Nesse estudo,
0S autores encontraram atividades semelhantes para propolis com composicdes
quimicas diferentes sugerindo que a atividade esta relacionada a um efeito sinérgico
dos diferentes metabolitos secundarios presentes e ndo meramente a um componente
isoladamente, apresentando um grande valor como mistura natural e ndo apenas como

fonte de um novo composto individual antifingico, antibacteriano e antiviral.

A atividade antibacteriana e antifingica da prépolis pode ser devido a presenca
de compostos polares, principalmente fendis (flavonoides, acidos fendlicos e seus
ésteres), e 0 seu mecanismo de acdo pode ser devido a inibicdo da divisdo celular,
através da inibicdo da replicacdo do DNA do micro-organismo (TAKAISI-KIKUNI e
SHILCHER,1994).

5.2 Avaliacdo da capacidade de remocdo de biofilmes de Candida spp. e

prevencao de sua formacao (antibiofilme)

A fracdo diclorometano de propolis vermelha e o extrato etandlico de prépolis
nativa do RS foram mais ativos pelo ensaio de susceptibilidade frente as leveduras de
Candida ndo- albicans. Assim, foram selecionados para 0s ensaios de remocao e

inibicdo da formag&o do biofilme fungico.

Os biofilmes formados por Candida spp. sdo mais resistentes do que as células
planctbnicas aos agentes antifingicos. Entre os mecanismos de resisténcia sugeridos
estdo a restrita penetracdo de farmacos através da matriz do biofilme, mudancas
fenotipicas resultantes de um decréscimo na taxa de crescimento ou limitagdo de
nutrientes e expressao de genes de resisténcia induzido por contato com uma superficie
(DOUGLAS, 2003).

Entre os fungos testados, o biofilme formado em cateter por Candida

parapsilosis e Candida tropicalis foram 0s mais suscetiveis a remocdo, apresentando a
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maior parte dos isolados removidos pelos seis extratos, com valores de contagem de

coldnias removidas na faixa de 4,4 a 8,1 log UFC cm™ (Tabela 7).

Tabela 7- Resultados da avaliacdo da capacidade de remocdo de biofilme pelos
extratos e fracGes de propolis nativa do RS e fracdo diclorometano de propolis
vermelha.®

Vermelha Nativa do RS Referéncia

Candida spp. FDPR EEPN EHPN FDPN FAEPN FMPN FCP

C. tropicalis
RL16 4,40 6,24 570 6,24 4,70 7,00 5,70
RL17 4,70 588 540 5,70 0 5,40 5,88

C. glabrata
RLO2 6,00 5,40 0 0 0 4,40 4,40
RLO3 5,88 7,70 0 0 4,4 4,40 5,30
CG03 4,88 7,48 0 0 0 5,40 5,70

C. parapsilosis

RLO1 7,40 8,10 0 6,70 0 0 6,88
RL13 6,40 744 6,40 6,70 7,18 7,35 7,10
CP04 5,88 748 6,40 5,40 4,40 5,40 5,00

% Dados da atividade removedora de biofilme em log UFC cm™. EEPN: extrato etanélico de propolis nativa do
RS; EHPN: extrato n-hexano prépolis nativa do RS; FDPN: Fracdo diclorometano prdpolis nativa do RS; FAPN:
Fracdo acetato de etila propolis nativa do RS; FMPN: Fracdo metandlica de prdpolis nativa do RS; FDPR:
Fracdo diclorometano prépolis vermelha; °FC: Formag&o controle de biofilme.

Dentre os extratos e fragdes de propolis nativa do RS o que apresentou um
espectro de acdo mais amplo foi o extrato etandlico possuindo capacidade de remover
o biofilme formado por todos os isolados de Candida ssp. avaliados, com valores de
5,4 28,1 log UFC cm™.

Entretanto, ndo houve diferenca significativa na efetividade de remocdo do
biofilme pelo extrato etandlico de propolis nativa do RS em relacdo ao extrato hexano
e as respectivas fracdes, com excecdo da fragdo acetato de etila que apresentou uma
capacidade significativamente (P<0,05) menor de remocéo do biofilme dos diferentes

fungos em relacéo ao extrato etanolico.
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O biofilme formado pelos isolados clinicos de C. glabrata foi removido pelo
extrato etanolico de prépolis nativa do RS (EEPN), fracdo metanolica de propolis
nativa do RS (FMPN) e fracdo diclorometano de propolis vermelha (FDPR) com
valores entre 4,4 a 7,48 log UFC cm™. A fracdo acetato de etila de prépolis nativa do
RS (FAEPN) foi capaz de remover apenas o biofilme formado pela cepa RL03 de C.

glabrata, com 83,01% de remocéo.

Comparando a capacidade de remocdo das fracdes diclorometano das duas
prépolis analisadas, a propolis vermelha apresentou um espectro de acdo maior frente

as diferentes espécies de Candida spp.

Agarwal e colaboradores (2008) encontraram quatro 6leos vegetais entre 30
testados com atividade contra o biofilme formado por Candida albicans apresentando
valores de 28,57 a 80,87% de reducdo do biofilme. Os extratos de propolis vermelha e
prépolis do RS analisados no presente trabalho apresentaram valores de remocdo de
biofilme de Candida ndo-albicans na faixa de 77 a 100% de redugdo, mostrando uma

atividade melhor em relacdo a esse estudo realizado com outros produtos naturais.

Queiroz (2010) avaliou o extrato etanolico (EEP) e fracdo diclorometano das
prépolis do tipo 3 (interior do estado do Parand) e do tipo 13- vermelha (coletada na
regido de mangue no estado de Alagoas) sobre biofilmes em pré-adesdo de Candida
albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis obtidas
do Banco Internacional de Isolados - Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)
através da determinacdo do CIM e microscopia eletrénica de varredura, encontrando
atividade anti-biofilme em pré-adesdo com valores maximos de 250 pug/mL para EEP
(C. parapsilosis) e 250 pug/mL para fracdo diclorometano (C. parapsilosis) da propolis
tipo 3 e CIM 125 pg/mL para EEP tipo 13 (C. tropicalis) e 31,3 pg/mL para fragdo

diclorometano (C. parapsilosis), ndo mostrando efetividade frente a Candida krusei.

Com relacdo ao extrato etanolico de propolis nativa do RS e a fragdo

diclorometano de propolis vermelha, verificou-se um potencial maior de remocao pelo
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extrato etanolico de propolis nativa do RS em relacdo a fracdo diclorometano de
prépolis vermelha (P<0,05).

Observando os resultados do ensaio de inibicdo da formacdo de biofilme
apresentados na tabela 8, onde tanto o EEPN quanto a FDPR foram avaliados com
relacdo a capacidade de inibicdo da formacédo de biofilme pelas diferentes espécies de
Candida né&o-albicans, verifica-se que ambos ndo foram capazes de impedir a
formacdo de biofilme pela maioria dos isolados testados, ndo havendo diferenca
significativa (P>0,05) entre os valores de formacgéo controle e formacdo de biofilme
apos contato com as amostras. Cabe salientar, que foi testada a inibicdo da formacéo
utilizando um tempo de permanéncia em contato com a propolis relativamente curto (1
min), podendo esse fato ser uma limitacdo do estudo. Talvez o contato por um periodo

maior fosse necessario.

Tabela 8- Inibicdo da formacdo de biofilme pelo extrato etandlico de prépolis nativa
do Rio Grande do Sul (RS) e fracdo diclorometano de prépolis vermelha.?

Candida spp. Propolis Referéncia

Extrato etanolico Fracédo diclorometano FCP

Candida glabrata

RLO2 5,40 4,70 4,40
RLO3 7,18 5,00 5,30
CGO03 5,40 5,40 5,70
Candida parapsilosis

RLO1 7,00 6,70 6,88
RL13 6,40 5,24 7,10
CP04 5,40 4,70 5,00
Candida tropicalis

RL16 6,40 6,40 5,70
RL17 4,40 6,88 5,88

Contagem de cdlonias fungicas em UFC cm™."FC: Formagéo controle de biofilme.
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5.3 Analise quimica

5.3.1 Isolamento das substancias

A fracdo diclorometano, devido a importante atividade apresentada nos testes
bioldgicos, foi submetida a fracionamento através de cromatografia em coluna
utilizando-se misturas de n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol com
gradiente de concentracao variavel comecando em n-hexano:diclorometano (90:10) até
a fase movel diclorometano: acetato de etila:metanol (50:40:5), obtendo-se seis
fracbes. O monitoramento das fracGes foi feito através de CCD analitica e sugeriu a
presenca de um composto com aparente pureza no eluato 3 (eluente: n-
hexano:diclorometano -50:50) com aspecto cristalino e alaranjado, chamado de PN1.
Posteriormente, o eluato 5 obtido dessa coluna foi submetido a um fracionamento em
coluna cromatografica com a mesma sequéncia de solventes que resultou em 49
fragdes que foram reunidas conforme a semelhanca de composicdo observada através
da CCD. A fracdo 15 dessa coluna foi purificada através de outra coluna
cromatografica separando-se duas substancias puras (PN2 e PN3). As substancias

isoladas foram submetidas a analises espectroscépica e espectrométrica.

5.3.2 Identificacdo das substancias isoladas

As substancias PN1 e PN2 foram identificadas como diidroflavonas. Os
espectros de *H RMN (tabela 9) apresentaram os sinais caracteristicos de anel B ndo
substituido (multipleto em cerca de 7,3 ppm) e 0s sinais caracteristicos referentes aos
hidrogénios das posi¢cdes 2 e 3. O produto PN2 apresenta, ainda, uma metoxila,
confirmada pelo sinal em 3,72 ppm e uma hidroxila fenélica em 12,03 ppm. O valor de
deslocamento do sinal dessa hidroxila indica que a mesma estd quelada a uma
carbonila e, portanto, esta ligada na posicéo 5. Os espectros de **C RMN (Tabela 10)
mostram sinal de carbono carbonilico o qual foi atribuido pela sua posicéo

caracteristica na regido de maior frequéncia do espectro (6 195,39 ppm). Também, os
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carbonos C-5 e C-7 estdo ligados a oxigénio e apresentam sinais em 6 164,28 ppm e 6
165,11 ppm. Esse produto foi identificado como pinocembrina. A outra di-
hidroflavona apresenta 0s mesmos sinais nos espectros de 'H RMN, exceto pela
presencado sinal da metoxila. O sinal do carbono carbonilico foi atribuido pela sua
posi¢do caracteristica, na regido de maior frequéncia do espectro (5 195,73 ppm). Os
carbonos C-5 e C-7 estdo ligados a oxigénio e apresentam sinais em 6 167,90 ppm e 6

55,62 ppm. Esse produto foi identificado como pinostrobina.

A estrutura do composto PN2 foi confirmada pela analise dos espectros

bidimensionais (HSQC e COSY) apresentados no anexo 2.

O composto PN3 foi identificado como uma chalcona derivada de pinostrobina.
O espectros de *H RMN dessa chalcona apresenta sinais caracteristicos de metoxila em
3,80 ppm e hidroxilas fendlicas em 11,92 ppm e 12,02 ppm. A partir dos dados
espectrais de *C RMN pode-se visualizar sinais correspondentes aos carbonos C-2’,
C-4> e C-6’ ligados a oxigénio em & 165,93 ppm; 6 163,54 ppm ¢ 6 148,58 ppm,

respectivamente.

Os trés compostos foram submetitos a espectrometria de massas, a qual
confirmou a massa molecular das substancias citadas (PN1; PN2; PN3: 257 M+H; 271
M+H e 271 M+H, respectivamente). A estrutura quimica dos compostos identificados
pode ser visualizada na figura 9.0s espectros de RMN e espectros de massas estdo

apresentados no anexo 2.

Figura 9: Estrutura quimica dos compostos isolados da fracdo diclorometano da prépolis nativa do RS no
presente estudo: (1) pinocembrina, (2) pinostrobina e (3) pinostrobina chalcona.



79

Tabela 9- RMN de H* dos produtos isolados PN1 (pinocembrina), PN2 (pinostrobina)
e PN3 (pinostrobina chalcona) da prdpolis obtida do RS.?

PN1 PN2 PN3

H-2 5,40(dd, J=4Hz;12Hz) H-2 5,31 (dd, J=4Hz ;12Hz H-2 7,65 (m)
H-3’a 3,04 (dd,J=96Hz; 16Hz) H-3’a 2,95 (dd,J=12Hz; 28Hz) H-3 7,42 (m)
H-3’b 2,84 (dd, J=8Hz;16Hz) H-3’b 2,74 (dd,J=4 Hz; 20Hz) H-4 7,42 (m)
5-OH 12,03 (s) 5-OH 12,03 (s) H-5 7,65 (m)
7-OH 11,50 (s) 7-Me 3,72 (s) H-6 7,65 (m)
H-6 6,02 (s) H-6 6,00 (dd, J=4Hz;8Hz) H-7 8,05 (d, J= 16Hz)
H-8 6,49 (d, J=16Hz) H-8 6,00 (dd, J=4Hz;8Hz) H-8 7,82 (d, J=16Hz)
H-2’ 7,26 (s) H-2> 7,38 (d, J=8Hz) H-3° 5,99 (s)
H-3’ 7,41 (m) H-3° 7,34 (m) H-5° 6,12 (s)
H-4° 7,41 (m) H-4 7,34 (m) 2°>-OH 11,92 (s)
H-5> 7,41 (m) H-5° 7,34 (m) 6’-OH 12,02 (s)
H-6 7,26 (s) H-6>  7,38(d, J=8Hz) 4-MeO 3,80 (s)

% Os espectros de 'H RMN foram registrados em 400 MHz, com amostras dissolvidas em CDCls (cloroférmio
deuterado), & em ppm.

Tabela 10- RMN de C® dos produtos isolados PN1 (pinocembrina), PN2

(pinostrobina) e PN3 (pinostrobina chalcona) da prépolis obtida do RS.*

PN1 PN2 PN3

C-1 - - 135,30
C-2 79,17 79,15 127,05
C-3 43,28 43,25 130,18
C-4 195,39 195,73 128,51
C-5 164,28 167,90 128,76
C-6 95,56 95,11 127,05
C-7 165,11 55,62 143,14
C-8 96,78 94,24 124,95
C-9 162,93 162,76 192,66
C-10 102,75 103,10 -

C-r 138,3 138,49 105,41
Cc-2 126,12 126,16 165,93
C-3 128,87 128,83 94,64
C-4 128,87 128,83 163,54
C-5 128,87 128,83 94,64
C-6’ 126,12 126,16 148,58

% Os espectros de °C RMN foram registrados em 100 MHz, com amostras dissolvidas em CDClI; (cloroférmio
deuterado), & em ppm.
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O estudo quimico da fracdo diclorometano de propolis nativa do RS resultou no
isolamento dos flavonoides pinocembrina, pinostrobina e pinostrobina chalcona. Esses
compostos sdo encontrados em diversas familias vegetais como Amaranthaceae,
Asteraceae, Bignoniaceae, Cistaceae, Cleonaceae, Combretaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Hydrophyllaceae, Lauraceae, Sapindaceae, Mirtaceae, Pinaceae, Piperaceae,
Turnaceae e Zingiberaceae. No Brasil ndo sdo comumente identificados em amostras
de propolis, sendo mais caracteristicos de prépolis provenientes da regido temperada
de ambos os hemisférios Norte e Sul (PARK et al, 2002; SALATINO et al., 2011;
ATHIKOMKULCHAI et al., 2013). Considerando que a regido Sul do Brasil onde foi
obtida a amostra de prépolis analisada nessa pesquisa apresenta clima temperado

caracteristico, tal fato, pode justificar a identificacdo desses flavonoides.

Muitas atividades farmacologicas tém sido descritas para pinocembrina, entre
elas anti-inflamatoria, anticancer, neuroprotetora e antimicrobiana (RASUL et al.,
2013). Quando presente como constituinte da propolis, esse composto tem sido

proposto como o principal responsavel pela acdo antimicrobiana desse produto natural.

Ramirez e colaboradores (2013) investigaram a atividade antifingica do extrato
bruto de Piper ecuadorense e de pinostrobina e pinocembrina isoladas dessa planta
frente a Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum verificando uma
atividade maior para o extrato bruto (31,25-62,5 pg/mL) em relagdo aos compostos
isolados, sendo que apenas pinocembrina (125 pug/mL) foi ativa frente aos fungos
testados. Os autores sugeriram que o grupo hidroxila no C-7 da pinocembrina ao invés
do grupo metoxila presente no mesmo carbono na pinostrobina é necessario para a

atividade biologica.

Diversos estudos tém demonstrado as atividades farmacoldgicas de pinostrobina
e pinostrobina chalcona incluindo citotoxica, antioxidante, gastroprotetiva,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antiespasmaodica, antileishmania,
neuroprotetora, entre outras (TORRES-SANTOS et al., 1999; HWANG et al., 2006;
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SHINDO et al., 2006; POERWONO et al., 2010; ADBELWAHAB et al., 2011; WU
etal., 2011).

Muitos estudos tem mostrado a atividade fungicida dos flavonoides. Alguns
desses compostos, como galangina, izalpinina, ramoncitrina, pinocembrina,
pinostrobina e chalconas, foram identificados na propolis e considerados responsaveis
por essa atividade muito reportada empiricamente. Essas pesquisas ajudam a confirmar
o0 uso popular da propolis em dermatites fingicas e bacterianas (AVILA et al., 2008;
BATOVSKA et al., 2009; AGUERO et al., 2010).
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6 Conclusoes

Os ensaios de avaliacdo da atividade antifingica e de remocdo de biofilme
mostraram o potencial da prépolis nativa do RS e da prépolis vermelha para o
desenvolvimento de novos produtos visando infecgcdes e contaminacdes de superficie

de cateter de Candida ndo-albicans emergentes;

A fracdo diclorometano de propolis vermelha e o extrato etanolico de propolis

nativa do RS foram fungicidas em 45% dos testes;

Os extratos e fracdes de propolis verde testado ndo foram efetivos na inibicao
da maioria dos isolados fungicos testados, inibindo apenas o isolado CK02 de Candida

krusei;

De modo geral, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) na capacidade de
remocdo de biofilmes de Candida ndo-albicans sobre superficies de catéteres pelo
extrato etanolico e extrato n-hexano e respectivas fracdes de prépolis nativa do RS,
com excecdo da fragdo acetato de etila que apresentou uma atividade um pouco menor,

0s demais foram capazes de remover os biofilmes de maneira semelhante;

Houve diferenca significativa na capacidade de remocdo dos biofilmes dos
fungos testados entre a fracdo diclorometano de propolis vermelha e o extrato
etandlico de propolis nativa do RS, sendo que a Ultima apresentou maior acao

removedora;

As amostras de prépolis testadas ndo foram bem suscedidas na inibicdo da
formacéo do biofilme, ndo sendo eficientes na prevencdo da formacgédo dos biofilmes

fangicos testados pelo periodo de tempo de contato avaliado nesse estudo;
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Foram encontrados os flavonoides pinocembrina, pinostrobina e pinostrobina
chalcona na fracéo diclorometano da prépolis obtida do RS, podendo esses compostos

ser relacionados a relevante atividade antifingica apresentada por essa amostra.
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ANEXO 1

Espectros de *H RMN, **C RMN e espectros de massas dos compostos pinostrobina,
pinocembrina e pinostrobina-chalcona.
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Espectro de "H RMN do composto PN1(Pinocembrina) (CDCl, 400 MHz)
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Espectro de *C RMN do composto PN1(pinocembrina) (CDCl3,100 MHz)
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