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RESUMO

As taxas de mortalidade causadas por Candida n&o-albicans (CNA)
aumentaram nas ultimas décadas e a resisténcia aos farmacos é um desafio
para tratamento dessas infec¢des, representando um problema de saude
publica. O uso indiscriminado de antifungicos, principalmente fluconazol (FLZ)
resulta no surgimento de cepas resistentes aos medicamentos entre
populacdes anteriormente suscetiveis. Dessa forma mostra-se importante a
realizacdo de testes de aquisicdo de resisténcia in vitro na prospeccao de um
novo medicamento. Prépolis é uma mistura resinosa complexa feita pelas
abelhas e sua atividade antifungica ja foi intensamente investigada, entretanto,
sua capacidade de inducdo de resisténcia em fungos ainda ndo havia sido
avaliada. O objetivo principal desse estudo foi averiguar a capacidade de C.
parapsilosis e C. glabrata desenvolverem resisténcia fenotipica a fracdo
enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira e comparar ao
FLZ, bem como investigar possivel sinergismo quando esta fracdo é associada
com FLZ e anidulafungina (AND). Para analisar o desenvolvimento de
resisténcia, isolados suscetiveis foram cultivados em concentracdes crescentes
de FLZ e a fracao de prépolis. O aumento da concentragdo inibitéria minima
(CIM) do FLZ foi evidenciado para todos isolados e a maioria desenvolveu
resisténcia, enquanto que nenhum isolado tornou-se menos suscetivel a
propolis ap6s a exposicdo. O sinergismo foi investigado pelo método
checkerboard. Propolis e FLZ demonstraram sinergia para a maioria dos
isolados com resisténcia induzida ao FLZ, e propolis e AND apresentaram
aditividade ou indiferenca para a maioria dos isolados. Em conclusdo, a
prépolis demonstrou ser um produto ndo indutor de resisténcia, uma vez que
nao provocou o desenvolvimento de resisténcia in vitro, ao contrario do FLZ.
Além disso, propolis mostrou importante efeito sinérgico com FLZ, apontando
uma possivel estratégia terapéutica para o tratamento de infeccdes
relacionadas a Candida spp. resistentes ao FLZ.
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ABSTRACT

Mortality rates caused by non-albicans Candida (CNA) have increased in recent
decades and drug resistance is a challenge to treat these infections,
representing a public health problem. The indiscriminate use of antifungals,
especially fluconazole (FLZ), results in the emergence of drug-resistant strains
among previously susceptible populations. Thus it is important to develop tests
of acquisition of resistance in vitro in prospecting of a new drug. Propolis is a
complex resinous mixture made by bees and its antifungal activity has been
intensively investigated, however, its ability to induce resistance in fungi has not
yet been evaluated. The main aim of this study was to evaluate the ability of C.
parapsilosis and C. glabrata develop phenotypic resistance to benzophenones
enriched fraction of the Brazilian red propolis and compare to the FLZ, as well
as investigate possible synergy when this fraction is associated with FLZ and
anidulafungin (AND). To analyze the development of resistance, isolates
susceptible to these antifungals were cultured in increasing concentrations of
FLZ and propolis. The increase in FLZ Minimum inhibitory concentration (MIC)
for all isolates was evident and the majority has developed resistance, whereas
none isolated has become less susceptible to propolis after exposure.
Synergism was investigated by checkerboard method. Propolis and FLZ
demonstrated synergy for most isolates with induced resistance to the FLZ, and
propolis and AND showed additivity or indifference to the majority of the
isolates. In conclusion, propolis has demonstrated to be a product does not
inductor resistance, since it has not caused the development of resistance in
vitro, unlike the FLZ. In addition, propolis showed an important synergistic effect
with FLZ, indicating a possible therapeutic strategy for the treatment of
infections related to FLZ-resistant Candida spp.
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1 INTRODUCAO

Infeccdes causadas por espécies de Candida ndo-albicans (CNA)
mostraram um substancial aumento nas ultimas décadas (Pereira et al., 2010;
Ajenjo et al., 2011; Ortega et al., 2011; Kali et al., 2013). Resisténcia dessas
espécies a agentes antifungicos € um fator preocupante, pois prolonga a
hospitalizacdo e aumenta os custos das internacfes (Tortorano et al., 2006),
com implicacfes importantes na taxa de morbidade e mortalidade (Balkis et al.,
2002; Peman et al., 2009). O aumento da populacdo de imunodeprimidos
(Clark & Hajjeh, 2002), aliado ao uso de antifungicos como tratamento
profilatico faz com que micro-organismos figuem expostos a concentracées
subinibitérias dos farmacos, propiciando o desenvolvimento da resisténcia
(White et al., 1998; Tobudic et al.,, 2012). Diante dessa situacédo, existe uma
clara necessidade de introduzir novas opc¢des terapéuticas com capacidade de
combater as estratégias de adaptacdo criadas por esses organismos.
Atualmente a associacdo de antifUngicos com mecanismos de acao distintos
estd sendo utilizada clinicamente (Chamilos & Kontoyiannis, 2006) e também
vem sendo alvo de pesquisas para averiguar a sua real eficacia, mostrando
resultados satisfatérios para algumas combinacdes (Alves et al., 2012; Zeidler
et al., 2013). Porém, o desenvolvimento de novos medicamentos ainda se faz
necessario, impulsionando pesquisas com agentes antifingicos de varias
fontes, incluindo produtos naturais (Barros et al., 2013; Danielli et al., 2013).

Nesse contexto, a prépolis tem sido foco de diversos estudos de

atividade antimicrobiana, tendo sido relatada acdo contra diferentes bactérias



(Stepanovic et al., 2003; Ugur & Arslan, 2004; Righi et al., 2011), fungos
(Fernandes et al., 2007; Longhini et al., 2007; Siqueira et al., 2009; Aguero et
al., 2010; Dalben-Dota et al., 2010; Righi et al., 2011; De Castro et al., 2013),
virus (Gekker et al., 2005; Bufalo et al., 2009) e protozoarios (De Castro &
Higashi, 1995; Dantas et al., 2006; Freitas et al., 2006; Lotfy, 2006; Menna-
Barreto et al., 2009), mostrando o amplo espectro de acédo desse produto. Além
disso, isolados resistentes a antimicrobianos também demostraram
suscetibilidade a prépolis (Stepanovic et al., 2003; Dalben-Dota et al., 2010;
Shokri, Khosravi & Yalfani, 2011). A combinacdo de prépolis aos antifungicos
disponiveis na clinica médica também é uma alternativa promissora, visto que
sua associacdo com antimicrobianos ja se mostrou efetiva em alguns estudos
(Holderna & Kedzia, 1987; Stepanovic et al., 2003; Fernandes et al., 2005;
Oksuz et al., 2005; Orsi et al., 2006; Onlen et al., 2007; Orsi et al., 2012),
porém ainda s&o escassos 0s trabalhos cientificos que demonstram os efeitos
dessa interacao.

Uma nova variedade de prépolis, chamada de prépolis vermelha, foi
descoberta recentemente no nordeste brasileiro (Trusheva et al., 2006), e vem
se mostrando mais efetiva farmacologicamente que outros tipos de propolis
(Sigueira et al., 2009; De Almeida et al., 2013). Entretanto, pouco se sabe
sobre sua atividade contra cepas resistentes, seu mecanismo de acdo, sua
associagdo com antifingicos de uso comum, sua toxicidade e a sua
capacidade de induzir o desenvolvimento de resisténcia em fungos. A
avaliacdo in vitro da aquisicdo de resisténcia de micro-organismos a

substancias naturais € um tema incomum e de relevante importancia,



considerando que quanto maior a propensao a inducao da resisténcia in vitro,
h&d uma hipotética desvantagem do seu uso in vivo, principalmente em
tratamentos profilaticos. Portanto, mostram-se necessarios mais estudos para
uma melhor compreensdo do modo de acao desse tipo de propolis e possiveis
mecanismos de resisténcia, para possibilitar uma melhor estratégia no

desenvolvimento de novos farmacos ativos.

1.1 Objetivo Geral

Diante dessa abordagem, o objetivo geral desse estudo foi averiguar
a capacidade de C. parapsilosis e C. glabrata desenvolverem resisténcia
fenotipica a fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha
brasileira em comparacdo ao fluconazol;, bem como avaliar a atividade
antifangica desta fracdo isolada e em associacdo com fluconazol e

anidulafungina.

1.2 Objetivos Especificos

a) Induzir resisténcia a fracdo enriquecida em benzofenonas da
propolis vermelha brasileira e ao fluconazol em isolados de C. parapsilosis e C.
glabrata e avaliar a capacidade de manutencdo a resisténcia, bem como
verificar a presenca de resisténcia cruzada;

b) Investigar se as bombas de efluxo da familia ATP-binding
cassette estdo relacionadas com os mecanismos de resisténcia desenvolvidos

por estes micro-organismos;



c) Avaliar a atividade antifungica da associacdo da fracao
enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira com fluconazol e
anidulafungina em C. parapsilosis e C. glabrata expostas ao fluconazol;

d) Avaliar a atividade antifungica da fracdo enriquecida em
benzofenonas da propolis vermelha brasileira e sua associacdo com fluconazol
em cultura polimicrobiana formada de isolados de Candida nao-albicans
resistentes ao fluconazol;

e) Investigar possivel modo de acdo fracdo enriquecida em
benzofenonas da prépolis vermelha brasileira sobre a membrana e a parede
celular;

f) Avaliar a toxicidade da fracdo enriquecida em benzofenonas da

prépolis vermelha brasileira em células humanas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos Patogénicos Resistentes

Um dos maiores avancgos que definiu a era da medicina moderna foi
o desenvolvimento de penicilina como o primeiro antibiético eficaz utilizado
contra micro-organismos (Sternbach & Varon, 1992). Entretanto, os isolados
resistentes surgiram logo apés o uso em larga escala da penicilina para tratar
infeccbes bacterianas (Barber et al., 1948). Este ciclo foi repetido muitas vezes
ao longo dos anos, paralelamente ao surgimento de novos antimicrobianos
(Levy & Marshall, 2004), levando a uma preocupacéao sobre a eficacia continua
desses medicamentos para controlar doencas infecciosas (Alanis, 2005).

A resisténcia em fungos patogénicos € um problema de importancia
especial. A conservacdo da biologia celular eucaridtica basica exibida por
células fungicas e aquelas de mamiferos limita a gama de antifingicos
descritos. Além disso, fungos mutantes sédo facilmente isolados e podem
demonstrar resisténcia a uma grande variedade de antifingicos, além daquele
inicialmente utilizado para o tratamento. O numero limitado de farmacos
antifangicos torna este fendtipo um problema grave na quimioterapia de
infeccdes fungicas (Gulshan & Moye-Rowley, 2007).

Além do grave problema relacionado a resisténcia, ha diversas
espécies fungicas que eram previamente ndo patogénicas e estdo emergindo
como patdgenos oportunistas (Pfaller & Diekema, 2004c; Johnson, 2009; Miceli
et al., 2011). A emergéncia dessas micoses ocorre principalmente devido aos

avancgos dos cuidados meédicos, os quais melhoram a sobrevida de pacientes



em situacdo de risco e consequentemente aumentam a populacdo de
imunodeprimidos (Clark & Hajjeh, 2002).

As espécies de Candida nao-albicans (CNA) eram até pouco tempo
ndo comumente encontradas no diagndstico clinico e foram as primeiras
leveduras caracterizadas como emergentes (Miceli et al., 2011). Candida spp.
residem como comensais, fazendo parte da microbiota normal dos individuos
sadios. Todavia, quando ha uma ruptura no balanco normal da microbiota ou
0s mecanismos de defesa do hospedeiro encontram-se comprometidos, as
espécies desse género tendem a expressar sua viruléncia, tornando-se, assim,

patogénicas (Sardi et al., 2013).

2.2 O género Candida
2.2.1 Aspectos Gerais

O género Candida pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales e
Familia Saccharomycetaceae (Guarro et al., 1999). Atualmente mais de 200
espécies de Candida foram descritas, e cerca de dezessete sdo conhecidas
por ocasionar micoses superficiais ou invasivas em seres humanos (Sardi et
al., 2013). Entretanto, mais de 90% das infecgdes invasivas por Candida spp.
séo atribuidas a cinco espécies: C . albicans , C. glabrata , C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei (Pfaller et al., 2007b).

Desde 1995, as espécies de Candida tém se tornado a quarta causa
mais comum de infeccdo nosocomial da corrente sanguinea e estdo

associados a uma taxa de mortalidade de 39% (maior taxa de mortalidade



associada a infeccdo de corrente sanguinea). JA em unidades de terapia
intensiva (UTIs), Candida spp. é a terceira causa mais frequente dessas
infeccOes e esta associada a uma taxa de mortalidade de 47% (Wisplinghoff et
al., 2004). A epidemiologia de tais infec¢cdes varia entre diferentes regides
geograficas e até mesmo entre os centros médicos dentro da mesma regido
(Pfaller et al., 2004a; Colombo et al., 2013).

Nos Estados Unidos (EUA), durante o periodo de 1980 a 1990, o
Centro de Controle de Doencas de Atlanta coletou dados de infec¢Bes fungicas
nosocomiais de 115 hospitais, relatando 30.477 infec¢des fungicas; C. albicans
foi 0 mais frequente patdgeno, seguido de outras espécies de Candida (Beck-
Sagué & Jarvis, 1993).

No periodo de 1991 a 2008 houve 529 episddios de candidemias
registradas em um hospital de Barcelona. A taxa de mortalidade foi de 32% até
30 dias depois da deteccao, e a predominancia de CNA foi observada (52%)
(Ortega et al., 2011). As espécies de CNA também foram predominantes
(55,6%) em estudo realizado no Hospital Clinico da Universidade Catdlica do
Chile (Ajenjo et al., 2011).

Entre janeiro de 2002 e dezembro 2003 foram detectados 345 casos
de infec¢cbes sanguineas causadas por esse género em 14 hospitais de
Barcelona (0,53 episédios por 1.000 internacdes). Candida albicans foi a mais
isolada (51%), seguida de C. parapsilosis (23%), C. tropicalis (10%), C.
glabrata (9%) e C. krusei (4%). A terapia imunossupressora foi a mais comum
entre as condigcbes associadas (39% dos casos) e cateter venoso central

estava presente em 89% dos pacientes (Almirante et al., 2005).



Entre Janeiro de 1994 e Junho de 1995, foram avaliados todos os
episodios de fungemia em pacientes com cancer de trés hospitais do Rio de
Janeiro (Brasil), observando-se 43 casos. A espécie mais frequente foi C.
tropicalis (48,5 %), seguida por C. parapsilosis (18,2%) e C. albicans (15,2%).
O fator predisponente mais frequente presente foi a utilizagdo profilatica ou
terapéutica de antibidticos (84,8%), seguido pelo uso de cateter venoso central
(72,7%) e neutropenia (57,6%) (Nucci et al., 1998).

No Hospital Brigadeiro (Sdo Paulo, Brasil) foram observados 50
casos de pacientes com fungemias no periodo de 2004 a 2008 (incidéncia de
2,4 candidemias por 1000 admissfes hospitalares e taxa de mortalidade de
50%). As espécies mais frequentes foram C. parapsilosis (26%) e C. tropicalis
(26%), seqguida de C. albicans (18%) (Pereira et al., 2010).

Outro estudo realizado no Brasil, entre marco de 2003 a dezembro
de 2004, em 11 centros médicos académicos localizados em nove cidades da
regido sul, sudeste e centro-oeste, Candida spp. foi o quarto mais frequente
patdogeno isolado de hemoculturas. Foram detectados 712 casos de
candidemias, com uma incidéncia de 2,49 casos por 1.000 admissdes, e
mortalidade de 54% em 30 dias. Cancer foi documentado em 27% dos
pacientes, 39% dos pacientes eram pds-cirurgicos, 38% estavam em ventilacao
mecanica, 12% estavam recebendo dialise, 21% nutricdo parenteral e 70%
apresentavam um cateter venoso central. No momento da candidemia 17%
estavam a recebendo um antifungico sistémico (Colombo et al., 2006).

Em estudo abrangendo sete paises da Europa, realizado pela

Confederacéo Europeia de Micologia Médica, foi constatado taxa de 0,20-0,38



candidemias por 1.000 admissdes, num total de 1089 episodios. Candida
albicans foi a espécie mais comum, seguida de C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. krusei. Candidemia foi frequentemente associada a intervencao
cirdrgica (48%), tratamento de terapia intensiva (40%) e pacientes com cancer
(35%). Entre as CNA, 5,32 % e 10,29 % eram resistentes a 5-flucitosina (5FC)
e fluconazol (FLZ), respectivamente (Tortorano et al., 2006).

Em um estudo realizado em diversos paises foi verificado que C.
albicans era a espécie mais frequente; seguido de C. parapsilosis na América
Latina, Europa e RUssia e C. glabrata nos EUA, Canada, Asia e Austrdlia; e
gue a maioria das infec¢des foi causada por espécies de CNA (Colombo et al.,
2003).

Como foi observado nos estudos epidemiolégicos citados acima,
CNA estdo emergindo como patdgenos causadores de infec¢cdes nosocomiais
da corrente sanguinea. Fungemias devido a espécies de CNA sdo de
preocupacdo especial devido a viruléncia e patogenicidade de algumas
espécies e a ocorréncia de resisténcia aos antifungicos disponiveis atualmente
(Krcmery & Barnes, 2002). Esses fatores estabelecem um problema clinico,
resultando numa elevada taxa de mortalidade, por vezes superior a mortalidade
por C. albicans, bem como um problema econdémico (Pelz et al., 2000; Leleu et
al., 2002) devido ao prolongado tempo de internacdo (Tortorano et al., 2006).
Além disso, a resisténcia de espécies de CNA para antifingicos representa um
grande desafio para as estratégias terapéuticas e profilaticas empiricas

tipicamente prescritas na saude publica brasileira (Krcmery & Barnes, 2002).
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2.2.2 Candida glabrata

Em muitos centros médicos nos EUA, a espécie de CNA mais
comum é C. glabrata, que responde por de um quarto a um terco de todos os
casos de fungemia (Baddley et al., 2001; Malani et al., 2005).

Candida glabrata é claramente associada a infec¢cbes mais graves
em idosos e pacientes com severa imunodeficiéncia (Moran et al., 2009; Pfaller
et al., 2010b). Os fatores de risco mais comuns sao uso de antibiético de amplo
espectro (Malani et al., 2005; Pfaller & Diekema, 2007a), utilizacdo de cateter
venoso central (Malani et al., 2005), permanéncia na UTI (Gumbo et al., 1999;
Pfaller & Diekema, 2007a), recebimento de nutricdo parenteral (Malani et al.,
2005; Pfaller & Diekema, 2007a) e exposicdo prévia ao FLZ (Colombo et al.,
2006). Candida glabrata tem tido importancia médica aumentada devido a sua
suscetibilidade reduzida ao FLZ e a outros agentes antifungicos (Pfaller et al.,
2004d; Pfaller et al., 2004a; Miranda-Zapico et al., 2011).

Em um estudo realizado entre 1997 a 2003, em escala mundial,
importantes variacfes e taxas elevadas de resisténcia foram observadas entre
os isolados de C. glabrata (14,3 % a 22,8 %) (Pfaller et al., 2005b). A
frequéncia desta espécie quando isolada de pacientes com candidemia varia
de acordo com a regido geografica (Pfaller & Diekema, 2007a), e 0 mesmo
acontece com a frequéncia da resisténcia ao FLZ (Pfaller et al., 2005b). Nas
regioes onde C. glabrata € mais comum, como na América do Norte, a taxa de
resisténcia é maior. J& na América Latina e Asia-Pacifico, regides em que esse
micro-organismo € menos encontrado, o0s isolados apresentam menor

resisténcia (Pfaller & Diekema, 2007a).
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No Brasil, estudos epidemiolégicos mostraram que a incidéncia de
candidemia por C. glabrata € baixa (Nucci et al., 2010). Entretanto, um estudo
retrospectivo recentemente realizado nesse pais demonstrou que sua
incidéncia estd aumentando, e aparentemente esta relacionada ao nivel
elevado do uso de FLZ em hospitais (Pasqualotto et al., 2008).

A resisténcia cruzada entre FLZ e os triazois voriconazol (VRZ,
posaconazol (POZ), e itraconazol (ITZ) pode ocorrer e esta bem descrita entre
os isolados de C. glabrata (Pfaller et al., 2004b; Borst et al., 2005; Pfaller et al.,
2005a; Pfaller et al., 2005b; Sanguinetti et al., 2005). Essa resisténcia tem se
manifestado clinicamente, demonstrando que pacientes com fungemia por C.
glabrata e exposicéo prévia ao FLZ falharam ao tratamento com VRZ (Magill et
al., 2006). Assim, a suscetibilidade desta espécie ao FLZ, ou outros azdis néo é
previsivel e requer confirmacdo em clinica e ensaio de suscetibilidade aos

antifangicos (Pfaller & Diekema, 2007a).

2.2.3 Candida parapsilosis

A incidéncia de C. parapsilosis tem aumentado expressivamente,
demonstrando ser, em muitos estudos, a segunda espécie de Candida mais
comumente isolada de culturas de sangue (Rodero et al., 2005; Almirante et al.,
2006; Brito et al., 2006; Fridkin et al., 2006). Ha também alguns relatos de
hospitais da Europa (Pfaller et al., 2001), Asia (Nakamura & Takahashi, 2006) e
América do Sul (Medrano et al., 2006) que mostram uma maior frequéncia
desta em relacdo a C. albicans. No Brasil, em estudo realizado no estado do

Cear4d com 40 culturas de sangue de pacientes com candidemia foram
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identificados 18 casos de C. parapsilosis, enquanto C. albicans representou
apenas 14 dos casos (Medrano et al., 2006).

O aumento de infec¢gbes ocasionadas por C. parapsilosis tem sido
atribuido a uma variedade de fatores de risco, incluindo a capacidade de
crescimento em solucdes de nutricdo parenteral (Solomon et al., 1984; Trofa et
al., 2008) e habilidade para formar biofilmes em cateteres e materiais de
protese (Levin et al.,, 1998; Kuhn et al.,, 2002; Shin et al., 2002). Sdo as
leveduras mais usualmente isoladas das maos dos profissionais de saude
(Saiman et al., 2001; Bonassoli et al., 2005) e persistem em ambientes
hospitalares (Clark et al., 2004; Kuhn et al., 2004; Sarvikivi et al., 2005), sendo
frequentemente isoladas em unidades de dermatologia (Pfaller et al., 2008a).
Além disso, C. parapsilosis € de especial preocupacdo em recém-nascidos
criticamente doentes (Fridkin et al., 2006; Clerihew et al., 2007) onde é muitas
vezes associada a mortalidade neonatal (Roilides et al., 2004; Clerihew et al.,
2007).

Geralmente C. parapsilosis sdo suscetiveis a agentes antifingicos
(Pfaller et al.,, 2004b), mas alguns estudos recentes estdo sugerindo
sensibilidade diminuida aos azéis (Sarvikivi et al., 2005; Pfaller et al., 2008a) e
equinocandinas (Pfaller et al., 2008b), com casos de multirresisténcia (Moudgal
et al., 2005). Na Finlandia, o uso em longo prazo de FLZ para controlar
infec¢cdes da corrente sanguinea em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
neonatal levou ao surgimento de uma cepa resistente ao FLZ, a qual foi
responsavel por infecgbes cruzadas que causaram candidemias por um

periodo de 12 anos (Sarvikivi et al., 2005).
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Um elevado grau de variagdo da suscetibilidade de C. parapsilosis
ao FLZ foi observado de acordo com a regido geografica. Um total de 24
paises foram estudados e os isolados da Europa apresentaram-se mais
suscetiveis (95,8 % Sensiveis, 2,4 % Resistentes). Ja os isolados da regido da
Africa e Oriente Médio foram aqueles que demonstraram menor suscetibilidade
(79,3 % sensiveis, 15,5 % resistentes), sendo a Africa do Sul o pais com mais
isolados resistentes (74,2% sensiveis, 20,3% resistentes). No Brasil, a taxa de

sensibilidade foi de 97,2% (Pfaller et al., 2008a).

2.2.4 Candidemia Polimicrobiana

Episddios de infeccdo na corrente sanguinea, bacteriana ou
fungica, sdo geralmente devidos a espécies individuais, ou seja, infeccdes
monomicrobianas. Fungemias polimicrobianas consistem de varias espécies
de fungos isolados a partir da mesma cultura de sangue e sdo pouco
descritas, sendo a candidemia polimicrobiana considerada um evento clinico
infrequente (Pulimood et al., 2002).

Consequentemente este tipo de infeccdo tem sido raramente
investigado, recebendo pouca atencdo (Boktour et al., 2004). No entanto, as
diferentes espécies de Candida tém aparéncias morfoldégicas coloniais
semelhantes em meios de cultura de rotina, e a frequéncia de candidemia
polimicrobiana pode estar sendo subestimada (Boktour et al., 2004). Os
resultados de um estudo conduzido por Ahmad et al. (2002) que utilizaram

uma técnica molecular mais sensivel (reacdo em cadeia da polimerase
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seminested), sugerem que a frequéncia de candidemia polimicrobiana pode
ser maior do que tem sido relatado.

Candida albicans € a espécie mais isolada. As outras espécies sao
principalmente C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis e C.
krusei (Jensen et al., 2007). As combina¢des mais comuns séao C. albicans e
C. glabrata (Jensen et al.,, 2007; Nace et al., 2009), C.albicans e
C. parapsilosis (Jensen et al., 2007; Nace et al., 2009), C. glabrata e C. krusei
(Nace et al., 2009).

Ao contrario das infeccGes da corrente sanguinea devido a multiplas
bactérias, as quais estdo associadas a uma maior mortalidade (Weinstein et al.,
1986), a candidemia polimicrobiana ndo parece aumentar o risco de morte
(Guerra-Romero et al., 1989; Komshian et al., 1989; Pulimood et al., 2002),
embora alguns estudos demonstrem o contrario (Nace el al., 2009). Fatores
comumente associados com candidemia polimicrobiana foram cateteres
vasculares (Jensen et al.,, 2007), nutricdo parenteral (Jensen et al., 2007),
procedimentos gastrointestinais, hospitalizacdo prolongada (Guerra-Romero et
al., 1989) e uso de antibiéticos (Jensen et al., 2007).

A caspofungina (CSP) vem sendo bastante utilizada para o
tratamento de candidemia polimicrobiana, mas o FLZ é, ainda, o agente
terapéutico mais comumente prescrito. A candidemia polimicrobiana pode
representar um desafio terapéutico, pois o tratamento médico eficaz e,
sobretudo seguro, deve visar mais de uma espécie (Nace et al., 2009). Em
estudo realizado por Boktour et al. (2004), foi observado que pacientes com

cadidemia polimicrobiana que receberam tratamento com um Unico antifingico
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tiveram uma menor resposta terapéutica (35%) quando comparado
com pacientes com cadidemia relacionada a apenas C. albicans (69%). Em
contraste, aqueles que receberam terapia combinada aparentemente tiveram

melhores resultados.

2.3 Terapia antifungica e Mecanismo de Acéao

O tratamento de infecc¢des fungicas tem diversas limitacées devido a
problemas com perfis de seguranca do farmaco, resisténcia fangica e eficacia
do medicamento. Essas limitagBes restringem o nimero de farmacos usados
na terapia de micoses invasivas (Carrillo-Mufioz et al., 2006).

Segundo Flevari et al. (2013), a terapia para infec¢des por Candida
pode ser:

a) terapia profilatica: geralmente é aplicada em pacientes que nao
apresentam sinais ou sintomas de infeccdes, porém séo considerados de alto
rsco;

b) terapia de preferéncia: ha a presenca de marcadores inflamatorios
positivos associados com fatores de risco;

Cc) terapia empirica: € realizada através de dados clinicos, mas sem
saber 0 agente causador da infeccéao;

d) terapia direcionada: se aplica depois de diagnosticado o
patdgeno.

Atualmente sdo utilizados cinco classes de antifungicos: polienos,

analogos de pirimidina, azois, equinocandinas e alilaminas (Flevari et al.,



2013). Os alvos desses grupos de medicamentos séao ilustrados na figura 1

(Kathiravan et al., 2012).
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FIGURA 1. Alvo dos antifungicos.

Fonte: (Kathiravan et al., 2012; com modificacdes).

2.3.1 Polienos

Os polienos sédo fungicidas de

largo espectro produzidos pela

bactéria do género Streptomyces, e apresentam porcbes hidrofilicas e

hidrofébicas em suas moléculas. Os farmacos que pertencem a este grupo tém

alta afinidade com o ergosterol da membrana flungica, se complexando e

formando pequenos canais

transmembranares,

0S quais alteram a

permeabilidade da membrana. Esse efeito destréi o gradiente de prétons e

permite a saida de componentes citoplasméticos vitais, o que leva ao

rompimento da membrana e morte celular (Andriole, 2000; Denning & Hope,

2010; Flevari et al., 2013).
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A nistatina (NIT) foi descoberta em 1950 e ainda € usada na forma
topica, bem como a natamicina (NAT) que ainda é largamente utilizada como
um agente oftalmico topico. Anfotericina B (AnfB) é considerada o "padrdo
ouro" para o tratamento de diversas doencas invasivas fungicas, porém
apresenta seérios problemas de toxicidade, pois este farmaco tem pouca
capacidade de diferenciar ergosterol da célula fungica do colesterol das células
de mamiferos. Atualmente existem trés derivados lipidicos da AnfB - complexo
lipidico de AnfB, AnfB de disperséo coloidal e AnfB lipossomal - os quais foram
desenvolvidos para limitar a toxicidade, especialmente insuficiéncia renal. As
trés formulacbes apresentam boa atividade fungicida, sem diferenca na
eficacia, com a vantagem de mostrarem-se menos nefrotoxicas (Carrillo-Mufioz

et al., 2006; Denning & Hope, 2010; Flevari et al., 2013).

2.3.2 Anélogo da Pirimidina

A 5FC, ou 5-fluorocitosina, € um agente antifingico sintético ativo
contra uma gama limitada de infec¢cbes fungicas sistémicas, sendo
principalmente eficaz naquelas causadas por leveduras. Quando administrada
isoladamente, é comum o desenvolvimento de resisténcia, por isso costuma
ser usada em combinacdo com outros antifingicos. A 5FC é transportada para
o interior das células fungicas pela citosina permease, onde é desaminada a 5-
fluorouracil pela enzima citosina desaminase (ausente na células humanas). 5-
fluorouracil é, eventualmente, convertido em 5-fluoro-basculante, que é um
inibidor da timidilato sintase, uma enzima essencial para a sintese de acido

desoxirribonucleico (DNA). 5-fluorouracil também sofre fosforilagdo se
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incorporando ao acido ribonucleico (RNA) e produzindo nucleotideos fluorados
toxicos, que resultam na interrupcdo da sintese proteica (Carrillo-Mufioz et al.,

2006; Denning & Hope, 2010).

2.3.3 Derivados Azadlicos

Os primeiros azoéis que surgiram foram os imidazois, 0s quais
apresentam dois atomos de nitrogénio no anel azolico e atualmente s&o
representados principalmente pelo cetoconazol (CTZ), econazol (ECZ),
miconazol (MCZ) e clotrimazol (CLZ). Modificagdes no anel ativo, apresentando
trés atomos de nitrogénio, sdo denominados triazéis, como € o caso do ITZ e
FLZ, e também dos novos derivados triazélicos como VRZ, POZ, ravuconazol
(RVZ) e albaconazol (ABZ) (Denning & Hope, 2010).

O modo de acédo dos derivados azolicos baseia-se na inibicdo da
biossintese de ergosterol da membrana fangica. Os derivados azdlicos
interagem com o ferro da por¢cdo heme da enzima lanosterol 14a-demetilase
(codificada pelo gene ERG11), uma enzima do citocromo P-450, inativando-a.
Dessa maneira ndo ocorre a desmetilagcdo do lanosterol, e ha interrupcédo da
sintese do ergosterol, o qual é essencial para manter a integridade da
membrana fungica. Como consequéncia, ha acumulo de 14a-metilfecosterol
(precursor do ergosterol) que gera o produto toxico 14a-metil-3,6-diol. Esses
dois fatores contribuem para a inibigcdo do crescimento celular (Carrillo-Muiioz
et al., 2006; Denning & Hope, 2010; Flevari et al., 2013).

Fluconazol esta entre os farmacos mais utilizados para a prevencgéo

e tratamento de infecgcbes superficiais e invasivas ocasionadas por Candida
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(Denning & Hope, 2010). Esse farmaco é fungistatico, tem boa penetracao na
barreira hemato-encefalica, praticidade de administracdo por via oral e baixa
toxicidade. O uso profilatico do FLZ levou a uma mudanca no perfil de espécies
de Candida resistentes (Henry et al., 2000; Flevari et al., 2013).

O ITZ pode ser utilizado para o tratamento da candidiase oral e
vulvovaginal e geralmente é prescrito quando ha resisténcia ao FLZ, mas
desde que néo haja evidéncia laboratorial de resisténcia cruzada. O VRZ é
muito utilizado em casos de infecgdo disseminada causada por C. krusei e C.
glabrata resistentes ao FLZ, entretanto o seu custo faz com que seu uso seja

ainda muito limitado (Denning & Hope, 2010).

2.3.4 Equinocandinas

Caspofungina, micafungina (MCF), e anidulafungina (AND)
pertencem a essa classe. Estes compostos tém como alvo a parede celular de
fungos pela inibicdo da enzima [-1,3-D-glucana sintase, conduzindo a
instabilidade osmaética e lise celular. Equinocandinas sdo consideradas
seguras, com poucos efeitos colaterais e estdo disponiveis apenas para uso
parenteral. Estes farmacos estdo sendo cada vez mais utilizados para o
tratamento de candidiase disseminada, pois sdo eficazes contra isolados de
Candida com resisténcia intrinseca ou adquirida aos triazéis, podem ser
usados com seguranca em pacientes com insuficiéncia renal e hepatica e tém
poucas interagdes medicamentosas. Entretanto, apds tratamento prolongado
também podem ocasionar o desenvolvimento de resisténcia fungica (Denning &

Hope, 2010; Flevari et al., 2013).
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2.3.5 Alilaminas

A terbinafina (TBF) € a principal alilamina. Seu mecanismo de acao
consiste na inibicdo alostérica da enzima fungica esqualeno oxidase (codificada
pelo gene ERG1), com impedimento da conversdo do esqualeno em 2,3-
oxidoesqualeno. Com consequéncia, tem-se o acumulo de quantidades téxicas

de esqualeno e reducao do ergosterol (White et al., 1998).

2.4 Resisténcia aos Antifungicos e Mecanismo de
Resisténcia em Candida spp.

As infec¢des fungicas sdo comuns em pacientes imunodeprimidos, o
gue eleva a dependéncia de agentes antifingicos para profilaxia e tratamento.
Devido a sua seguranca e facilidade de entrega, os derivados azdlicos
(principalmente o FLZ) sdo importantes farmacos do arsenal antifungico e
vastamente utilizados. Coincidindo com este aumento do uso, a resisténcia tem
sido observada (White et al., 1998).

A falha na resposta a terapia antifingica pode ocorrer devido a
resisténcia microbiolégica ou a resisténcia clinica. A resisténcia clinica € a
persisténcia ou a progressdao de uma infeccdo, apesar da terapia
antimicrobiana apropriada. A resposta clinica bem sucedida ndo depende
apenas da suscetibilidade do micro-organismo, mas também do sistema imune
do hospedeiro, penetracdo e distribuicdio do medicamento e adesédo do

paciente ao tratamento correto (White et al., 1998; Tobudic et al., 2012).
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Resisténcia microbiolégica € a falta de suscetibilidade de um
microrganismo a um determinado antimicrobiano. Essa avaliacdo € realizada
através de testes in vitro e o micro-organismo é definido como resistente
quando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do farmaco ultrapassa os
limites de suscetibilidade para esse organismo. A resisténcia microbiologica
pode ser descrita como intrinseca ou extrinseca. A primeira € quando um
micro-organismo € resistente a um farmaco antes da exposi¢cédo, como é o caso
de C. krusei e algumas cepas de C. glabrata ao FLZ; e a segunda, é o
desenvolvimento da resisténcia em resposta a exposicdo a um agente
antimicrobiano e é geralmente dependente da expressdo génica alterada
(White et al., 1998; Tobudic et al., 2012).

Segundo White et al. (1998) varios fatores podem conduzir a
presenca de cepa resistente em um paciente:

a) infeccéo inicial por uma cepa resistente intrinsicamente;

b) a substituicdo para uma espécie mais resistente como C.
krusei e C. glabrata: essas espécies podem estar presentes no individuo como
organismos comensais, se tornando um problema quando este se torna
imunodeprimido e faz uso dos azéis como profilaxia ou tratamento, levando a
pressdo seletiva (suprimento de isolados sensiveis e 0 crescimento daqueles
resistentes);

c) alteracbes genéticas que tornam a cepa resistente apos
exposicdo prolongada ao farmaco: numa grande populacdo de leveduras sob

pressdo seletiva do medicamento, podem ocorrer mutacbes aleatorias
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especificas que tornam a célula mais resistente, e esta ligeiramente se torna a
populacado dominante;

d) expressdo génica transitéria que processa uma célula
temporariamente resistente: uma célula pode alterar o seu fendtipo,
provavelmente através de expressao transiente de genes, tornando-se
resistente na presenca do farmaco. Porém o fendtipo de resisténcia pode
reverter rapidamente a um fendtipo suscetivel uma vez que a pressdo do
farmaco é eliminada. Esse fenbmeno, chamado de resisténcia epigenética, €,
entretanto, pouco conhecido;

e) capacidade de alternar entre varias formas diferentes, referidas
como “Phenotypic switching”. Esses fendétipos representam diferentes estados
de uma levedura, cada uma expressando um conjunto de genes, e se
manifestam como diferentes estruturas e morfologias celulares. Isso pode exibir
uma diferente suscetibilidade.

Cinco mecanismos principais de resisténcia aos azo6is tém sido
descritos em espécies de Candida, como descritos a seguir, € mais de um
mecanismo pode estar envolvido para conferir resisténcia em uma determinada

cepa, podendo ter efeitos aditivos ou levar a resisténcia cruzada (Pfaller, 2012).

2.4.1 Alteracao dos lipidios da membrana

Os componentes lipidicos da membrana plasmatica podem sofrer
modificacdes que conduzem a uma falta de penetragcdo do farmaco. Como
consequéncia ndo ha acumulo intracelular, impedindo o antifingico de exercer

o seu efeito sobre a célula (Barchiesi et al., 2000).
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2.4.2 Superexpressdo dos genes que codificam para as bombas de
efluxo

A inducdo de bombas de efluxo expulsa o farmaco para fora da
célula, diminuindo sua concentracdo intracelular, o que resulta em baixa
quantidade de farmaco no local de acédo (Pfaller, 2012). As proteinas de
transporte envolvidas na remocao dos azois do citoplasma através das bombas
de efluxo fazem parte da familia ABC e major facilitator superfamily (MFS)
(Tobudic et al, 2012). A resisténcia a azlOis acontece quando ha
superexpressao dos genes CDR1, CDR2 e MDR1, os quais codificam essas
proteinas de transporte. Os genes MDR codificam transportadores da familia
MFS especificos para o FLZ, portanto sua superexpressao confere resisténcia
a apenas esse farmaco, ndo estando associada a resisténcia cruzada a outros
azobis; os genes CDR codificam transportadores da familia ABC e sua
superexpressdo torna uma célula resistente a classe dos azdis, estando
intimamente ligada a resisténcia cruzada, e muitas vezes, apenas esse
mecanismo é suficiente para conferir resisténcia (Pfaller, 2012; Tobudic et al.,

2012).

2.4.3 Mutacbes pontuais no gene ERG11

O gene ERGL11 codifica a enzima alvo dos azéis, a lanesterol 14a-
demetilase (ou Ergllp) (Bueno-Silva et al., 2013). Portanto, mutacdes
pontuais neste gene alteram o sitio de ligacdo dos azois, resultando em uma

afinidade reduzida ou incapacidade de ligacdo entre farmaco-enzima (Pfaller,
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2012). A resisténcia intrinseca de C. krusei ao FLZ tem sido atribuida a
diminuicdo da afinidade de ERG11p ao farmaco, pois mais de 80 substituicdes
de aminoacidos na ERG11p foram detectados (Sanglard & Odds, 2002;

Tobudic et al., 2012).

2.4.4 Superexpressédo do gene ERG 11

Com a exposi¢cao ao FLZ pode haver um mecanismo de feedback
em resposta a deplecédo do ergosterol, ocorrendo uma superexpressao do gene
ERG11 (Tobudic et al., 2012). Com esse gene superexpresso ha maior sintese
da enzima lanesterol 14a-demetilase, o que torna a biossintese do ergosterol
possivel, mesmo na presenca de FLZ. Esse mecanismo pode agravar o
anterior, pois além da afinidade da enzima alvo estar reduzida aos azais, ela

também esta superexpressa (Pfaller, 2012; Tobudic et al., 2012).

2.4.5 Mutacdo do gene ERG3

Além de alteracBes na lanesterol 14a-demetilase, um mecanismo
comum de resisténcia € uma alteracdo de outras enzimas da mesma via
biossintética. A exposi¢cdo aos azois resulta na diminuicdo do ergosterol da
membrana dos fungos e acumulo do produto toxico 14a-metil-3,6-diol, o qual
inibe o crescimento fungico. Mutacdo do gene ERG3 impede a formacéo do
produto téxico 14a-metil-3,6-diol a partir de 14a-metilfecosterol, acumulando
precursores que podem substituir o ergosterol da célula. Esses dois fatores
levam a membranas funcionais e contribuem para o desenvolvimento da

resisténcia (Tobudic et al., 2012).
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Todos o0os mecanismos moleculares acima descritos encontram-se

resumidos na Figura 2.

SUSCEPTIBLE

Azoles

' Ve g
Ergosterol

FIGURA 2. Mecanismos moleculares de resisténcia aos azois.

Em uma célula suscetivel, azois entram na célula através de um mecanismo
desconhecido, talvez por difusdo passiva. Os azbis entdo inibem o gene ERG11
(circulo rosa), bloqueando a formacao de ergosterol. Dois tipos de bombas de efluxo
sdo expressas em niveis baixos. Os genes CDRs codificam proteinas da familia ABC
(tubos verdes), com dois dominios (circulos verdes). O gene MDR codifica proteina da
familia MFS (tubos vermelhos). Em um modelo de célula resistente, os az6is também
entram na célula através de um mecanismo ainda desconhecido. Os az6is sdo menos
eficazes contra ERG11 por duas razdes: a enzima tem sido modificada por mutacdes
pontuais especificas (fatias escuras em circulos cor de rosa) e/ou a enzima é
abundante. Modificagbes nas outras enzimas na via de biossintese de ergosterol
contribuem para a resisténcia a azois (fatias escuras em esferas azuis). Os
componentes lipicos da membrana plasmética sdo modificados (laranja mais escuro
na membrana). Finalmente, os azdis sdo removidos da célula por superexpressao dos
genes CDR (ABC) e MDR (MFS). Os genes CDR sao eficazes contra muitos azéis,
enquanto MDR parece ser especifico para o FLZ. Fonte: (White et al., 1998, com
modificagdes).
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Em isolados clinicos é improvavel que uma Unica mutacdo ira
transformar uma cepa sensivel em resistente. Resisténcia geralmente surge
gradualmente apdés longos periodos na presenca do antimicrobiano, sugerindo
que varias alteracfes irdo contribuir para o fenétipo de resisténcia final. Os
mecanismos de resisténcia a farmacos antifingicos ainda esta em processo de
evolucdo e provavelmente ha diversos outros mecanismos que S&o
desconhecidos, como por exemplo, alguma alteracdo na importacdo ou

processamento do farmaco (White et al., 1998).

2.5 Terapia Antifungica Mediante Associagcdo de Farmacos

O tratamento de infec¢cdes fungicas invasivas apresenta diversas
complicacBes devido a alta toxicidade de alguns farmacos utilizados, baixa
tolerancia a altas doses de antifungicos e espectro de atividade estreito
(Mukherjee et al., 2005). Para tentar solucionar essa problematica faz-se o uso
da terapia combinada na clinica, porém mais estudos cientificos da associacao
de farmacos estdo sendo realizados para demostrar a real eficacia desse tipo
de tratamento (Mukherjee et al., 2005; Alves et al., 2012; Zeidler et al., 2013).

As principais justificativas para esses estudos sao baseados em:

a) Distintos mecanismos de acdo atuando juntos de forma a ter
alvos complementares dentro das células fungicas: inibicdo de diferentes
estagios nas vias bioquimicas intracelulares fungicas; aumento da penetragédo
de um agente antifingico, proporcionado por outro que tenha acdo na
membrana; inibicdo de proteinas carreadoras que possam exportar o farmaco

da célula (Mukherjee et al., 2005);
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b) Ampliacdo do espectro de acdo, importante quando se
desconhece o0 agente infeccioso e também para pacientes suspeitos de
infeccbes mistas ou infectados por patdégenos resistentes a um determinado
farmaco (Vazquez, 2003; Gullo, 2009);

c) Obtencdo de atividade fungicida ao associar dois agentes
fungistaticos (Vazquez, 2003);

d) Diminuicdo na dosagem do farmaco, diminuindo sua toxicidade e
seus efeitos colaterais, além de retardar a emergéncia de mutantes resistentes
(Vazquez, 2003; Gullo, 2009);

e) Menor tempo de tratamento.

Esses fatores contribuem para uma maior seguranca do tratamento
e reducdo do numero de organismos resistentes, com menor probabilidade de
falha terapéutica, quando comparada com a monoterapia fungica (Gullo, 2009).
Entretanto nem todas as combinacfes trazem beneficios, pois pode haver
interacfes antagonicas que diminuem a eficacia dos farmacos. A associacao
também pode aumentar a possibilidade de interacbes com outros
medicamentos, além de elevar o custo do tratamento. Por isso, também s&o
necessarios estudos para verificar a estabilidade farmacocinética e as
caracteristicas farmacodinamicas da combinacéo de farmacos (Vazquez, 2003;
Johnson et al., 2004; Gullo, 2009).

Ha diversos modelos experimentais para medir a eficacia in vitro da
associacdo de antimicrobianos. O método mais conhecido para medir tais
efeitos de combinacéo é o checkerboard (Johnson et al., 2004). Parecido com

um tabuleiro de xadrez, o experimento faz com que, através de uma diluicdo
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seriada bidimensional, um amplo cruzamento de concentracbes entre 0s
antifngicos seja avaliado simultaneamente. O checkerboard baseia-se no
calculo do indice da concentracao inibitoria fracionada (ICIF) para demonstrar
sinergismo, aditividade, indiferenca e antagonismo entre os antimicrobianos
(Lewis et al., 2002; Alves et al., 2012).

Sinergismo é definido como uma melhora da atividade em uma
magnitude maior que a soma dos efeitos de cada antifungico individualmente.
Aditividade é quando ha uma melhora da atividade antifingica, porém né&o
maior que a soma dos efeitos dos farmacos. Indiferenca refere-se a
combinacdo que ndo demonstra melhor atividade antifungica comparada
guando o mais ativo dos agentes € utilizado sozinho. Antagonismo é quando a
atividade antifungica da combinacédo dos agentes € menor que a atividade do

antifGngico menos ativo (Baddley & Pappas, 2005).

2.6 Terapia Antifungica com substancias ou compostos
naturais
2.6.1 Aspectos gerais

Apesar da terapia associada entre alguns farmacos convencionais
ter se mostrado eficiente, existe uma clara necessidade de introduzir novos
agentes antifungicos no arsenal farmacéutico. No entanto, para o
desenvolvimento de um novo antifungico, é importante o conhecimento sobre
seu potencial desenvolvimento da resisténcia. Novas classes de medicamentos

antifangicos ativos contra cepas resistentes aos azois serdo, evidentemente,
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importantes para estratégias terapéuticas futuras (White et al.,1998; Chapman
et al., 2008).

O sucesso do tratamento antifingico ndo depende apenas do
medicamento, mas de varios outros fatores, como o sistema imunolégico do
hospedeiro. A combinacdo de azdis e substancias que sejam capazes de
estimular o sistema imunoldgico do individuo pode ser uma importante
estratégia. Outro alvo interessante sdo as bombas de efluxo. Qualquer
substancia que inibir a atividade destas bombas provavelmente ira aumentar a
concentracdo intracelular de azéis, aumentando, assim, a eficacia. Por isso é
provavel que o futuro da terapia para infeccbes fungicas resida em
combinac¢Bes de medicamentos (Tsuruo et al., 1981; White et al., 1998; Lerner-
Marmarosh et al., 1999).

A descoberta de produtos naturais com propriedades antifingicas
ou, ainda, com atividade combinada com antifingicos de uso comum, pode
representar uma nova forma de tratamento e vir a solucionar os problemas
relacionados a resisténcia microbiana (Shokri et al., 2011; Barros et al., 2013).
Dessa forma, pode-se direcionar a industria farmacéutica de forma a favorecer
a producdo e o uso de fitoterdpicos como adjuvantes de determinados
tratamentos.

Observam-se varios estudos bem-sucedidos com extratos, fracdes e
moléculas isoladas de compostos naturais ja testadas contra fungos (Gertsch
et al., 2003; Ishida et al., 2006; Zhang et al., 2006; Escalante et al., 2008;
Barros et al., 2013). No Brasil, um pais com vasta biodiversidade, a prépolis

tem se destacado em estudos farmacolégicos devido as suas inumeras
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propriedades bioldgicas (Freitas et al., 2006; Bufalo et al., 2009; Aguero et al.,
2010; Bueno-Silva et al., 2013; De Castro et al., 2013), apresentando
perspectivas positivas em relacdo a atividade antifungica (Aguero et al., 2010;
De Castro et al., 2013). Suas atividades imunomoduladora e anti-inflamatoria
também podem ser Uteis para combater infecgcdes causadas por fungos

(Sforcin & Bankova, 2011).

2.6.2 Prépolis

Prépolis, também conhecida como “cola de abelha”, € uma mistura
resinosa complexa formada de substancias que abelhas da espécie Apis
mellifera coletam de diversas fontes botanicas, de diferentes partes das
plantas, como ramos, flores, pdélen, brotos e exudatos, as quais se misturam
com ceras, enzimas e secrecfes salivares desses insetos (Ghisalberti, 1979;
Burdock, 1998).

O produto possui aparéncia fisica variavel, dependendo de sua
procedéncia. A cor pode ser em tons de creme, amarelo, verde, marrom claro,
escuro ou avermelhado. Algumas amostras tém caracteristicas friaveis, de
textura dura, enquanto que outras poderdo ser elasticas e gomosas. Possui
odor caracteristico que pode variar dependendo da amostra (Ghisalberti, 1979;
Salatino et al., 2005).

A palavra propolis deriva do grego (pro= a favor, na defesa; e polis=
cidade) e significa uma substancia em defesa da colmeia. A propolis é utilizada
pelas abelhas para diversos fins: preencher rachaduras ou lacunas existentes

nas colmeias e assim evitar a entrada de outros organismos, manter a
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temperatura interna em torno de 35 °C, proteger a col6nia de doencas e cobrir
carcacas de invasores que foram mortos no local, evitando sua decomposicéo
(processo semelhante ao embalsamamento). As paredes hexagonais e a
entrada da colmeia também séo forradas com propolis, o que torna a parede
rigida, e também contribui para manter um ambiente interno asseéptico
(Ghisalberti, 1979).

Desde os tempos antigos, ha pelo menos 300 a.C, a propolis tem
sido empregada como recurso terapéutico. Egipcios, gregos, incas e romanos
relataram o uso da prépolis pelas suas caracteristicas gerais de cura.
Aristoteles recomendava o uso de propolis para tratar abcessos e feridas;
HipOcrates empregava como cicatrizante interno e externo; Plinio, historiador
romano, refere-se a ela como um medicamento capaz de reduzir inchacos e
aliviar dores; soldados romanos usavam a propolis como um agente
antisséptico e cicatrizante nos ferimentos causados pelas guerras; os egipcios
embalsavam o0s mortos devido as propriedades antiputrefacdo; incas a
utilizavam como antipirético; e mais recentemente um medicamento contendo
vaselina e proépolis (propolisin Vasogen) foi utilizado para o tratamento de
feridas e regeneracdo tecidual durante a guerra Boer (Ghisalberti, 1979;
Castaldo & Capasso, 2002; Salatino et al., 2005).

Nos tempos modernos, a prépolis comecou a ser reconhecida como
forma de tratamento entre os anos de 1950 e 1960 na antiga Unido Soviética e
paises do Leste Europeu, como a Bulgéaria, Tchecoslovaquia e Polbnia
(Salatino et al., 2005). Entretanto, apenas em meados de 1980 a prépolis se

popularizou nos paises da Europa Ocidental, América do Norte e Sul e Japao
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(principal importador de propolis atualmente, com preferéncia a prépolis verde
de origem brasileira), se tornando um produto importante na medicina
complementar alternativa (Pereira et al., 2002; Lustosa et al., 2008). Até entéao,
a propolis era considerada pelos apicultores um produto indesejado, ja que
diminuia a quantidade de mel obtido e nado tinha valor de mercado. Atualmente,
€ tida como o principal produto para varios apicultores brasileiros. Como
alternativa para aumentar seu rendimento, séo feitas ranhuras longitudinais ao
longo das caixas de madeiras onde sao criadas as colonias de abelhas, para
estas depositarem prépolis nas aberturas que detectam, aumentando, assim, a
producao (Salatino et al., 2005).

A prépolis € considerada um produto animal, mas uma proporcao
consideravel dos seus componentes, principalmente aqueles com atividade
bioldgica, sdo derivadas de plantas (Salatino et al., 2005). A composicdo da
prépolis é extremamente complexa. De modo geral, contém 50% de resinas e
balsamos, 30 % de cera, 10% de 6leos essenciais, 5% de polen e 5% de varias
outras substancias (Burdock, 1998) como flavonoides (galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas,
terpenoides e fenilpropanoides (como os acidos caféico e clorogénico),
esteroides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos e acidos graxos
(Lustosa et al., 2008).

Além de complexa, a composi¢cdo quimica da propolis pode variar
conforme a localizacdo geogréfica e fonte vegetal, o que torna dificil sua
padronizacdo, e acabam por influenciar na sua atividade (Burdock, 1998;

Cunha et al., 2004; Bankova, 2005). Amostras de propolis da regido tropical
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tém mostrado diferencas significativas na composicdo quimica daquelas
originarias de regibes temperadas, bem como, um aumento das atividades
bioldgicas foi observado (Bankova, 2005; Trusheva et al., 2006). Park et al.,
(2000) realizaram uma pesquisa com 500 amostras de propolis de diferentes
regides do Brasil. Verificou-se que existe uma grande diversidade de propolis
no pais, explicado pelas diferentes vegetacdes existentes em cada regido de
coleta. Dessa maneira, a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas,
composicdo quimica, propriedades bioldgicas e localizacdo geogréfica, a
prépolis brasileira foi classificada por esses pesquisadores em 12 grupos: cinco
grupos originados do Sul do pais, seis do nordeste, e um grupo do sudeste. A
prépolis verde, ou “prépolis Alecrim”, com origem botanica de Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae) é o tipo de prépolis mais popular no Brasil, bem

como o mais estudado (Trusheva et al., 2006).

2.6.2.1 Propriedades bioldgicas e terapéuticas da propolis

Nas Ultimas décadas, o interesse por este produto apicola tem
aumentado e diversos trabalhos cientificos sobre as suas propriedades
bioldgicas tém sido publicados, tornando-se atrativo para o desenvolvimento de
novos medicamentos (Castaldo & Capasso, 2002; Lotfy, 2006; Sforcin &
Bankova, 2011). J4 foi descrita atividade antimicrobiana contra diferentes
bactérias, fungos, virus e parasitas, mostrando o amplo espectro de acao
desse produto. H& varios relatos da atividade antimicrobiana da prépolis para
diversas espécies de bactérias gram positivas, porém ha uma atividade limitada

para as gram-negativas; entretanto, a atividade varia dependendo da origem da
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amostra, da dosagem, e dos solventes de extracdo (Dobrowolski et al., 1991;
Mirzoeva et al., 1997; Sforcin et al., 2000; Ugur & Arslan, 2004; Righi et al.,
2011).

Algumas das bactérias sensiveis a propolis foram: Escherichia coli,
Brucella melitensis, Shigella sonnei, Salmonella typhi, Streptococcus mutans,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus sp., Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes,
Enterococcus  faecalis, Shigella  flexneri,  Yersinia  enterocolitica,
Salmonella enteritidis, Serratia marcescens, Providencia stuartii, Morganella
morganii e Providencia stuartii (Kujumgiev et al., 1993; Mirzoeva et al.,1997;
Stepanovic et al., 2003; Ugur & Arslan, 2004; Righi et al., 2011).

Em um artigo de revisdo, Lotfy (2006) cita atividade contra
Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, mostrando sua
eficacia como um agente anti-Ulceras. De Barros et al. (2007) também
verificaram que a prépolis pode servir como um protetor gastrico util no
tratamento e prevencao de Ulceras.

Sobre a capacidade anti-protozoaria, ja foi constatado que prépolis
inibe Trypanossoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia, Giardia
duodenalis e Toxoplasma gondii, entre outros (De Castro & Higashi, 1995;
Dantas et al., 2006; Freitas et al., 2006; Lotfy, 2006; Lustosa et al., 2008;
Menna-Barreto et al., 2009).

Vynograd et al. (2000), demostraram que uma pomada contendo

prépolis foi capaz de curar les6es de herpes vaginal. Kujumgiev et al. (1999),
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Gekker et al. (2005) e Bufalo et al. (2009) também encontraram acao antiviral
nesse composto.

A atividade antifungica ja foi relatada por diversos autores, contra
uma variedade de fungos, entre eles: Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes,  Trichophyton tonsurans, Epidermothyton floccosum,
Microsporum gypseum, Candida sp., Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix
schenckii, Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,
Penicillum  viridicatum, Penicillium notatum, Geotrichum candidum,
Trichosporon asahii, Trichosporon cutaneum, Trichosporon ovoides e
Saccharomyces cerevisae (Kujumgiev et al., 1999; Lotfy, 2006; Fernandes et
al., 2007; Aguero et al., 2010; Dalben-Dota et al., 2010; De Castro et al., 2013;
Ota et al., 2001; Soares & Cury, 2001; Murad et al., 2002; Sawaya et al., 2002;
Oliveira et al., 2006; Longhini et al., 2007; Salomao et al., 2008; Siqueira et al.,
2009; Righi et al., 2011).

Em estudo realizado por Ota et al. (2001), em diferentes espécies de
Candida, foi averiguado que C. albicans mostrou-se mais suscetivel a propolis,
seguida de C. tropicalis, C. krusei, e por ultimo C. guilhermondii. Esse grupo
também verificou que pacientes com protese e que usaram extrato
hidroalcodlico de propolis como enxaguante bucal, mostraram uma diminuicao
no numero de levedura do género Candida.

Oliveira et al. (2006), encontraram menor suscetibilidade para as
espécies de C. lusitaniae e C. tropicalis em comparagcédo com C. albicans e C.
parapsilosis isoladas de onicomicoses. Dalben-Dota et al. (2010) também

avaliaram a atividade antifangica de extrato de propolis em isolados de
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onicomicoses e verificaram alta sensibilidade de Candida independente da
espécie, incluindo uma cepa de C. parapsilosis resistente a NIT. Shokri et al.
(2011) observaram que 14 cepas de C. glabrata resistentes ao FLZ eram
suscetiveis a propolis.

Em pesquisas realizadas por De Castro et al. (2013), foi avaliada a
tolerancia de diferentes tipos morfogenéticos de C. albicans frente a propolis.
Estes autores descobriram que o gene MCAL, que codifica uma metacaspase
responsavel pela morte celular induzida por estresse oxidativo de C. albicans, é
importante para a morte celular mediada por prépolis. Também foi verificado
gue a morte celular foi mediada via sinalizacdo Ras, a qual esta envolvida no
controle do crescimento e diferenciacdo celular e acelera a apoptose. Outro
parametro avaliado foi o dimorfismo: através da exposicdo a concentracdes
fungistéaticas de prépolis, foi visto que esta reduz drasticamente a transi¢cdo da
fase leveduriforme para a fase filamentosa e, ainda, a levedura exposta ao
extrato foi capaz de emitir uma fluorescéncia verde acumulada na mitocéndria.
No mesmo estudo, foi demostrado que géis e cremes a base de prépolis
reduziram a carga fangica em proporcdo semelhante ao CLZ em modelos de
ratos com candidiase vulvovaginal, além de também apresentarem uma
atividade na diminuicdo da formacéao do biofilme.

Takaisi-Kikuni &  Schilcher (1994) identificaram possiveis
mecanismos de acdo antibacterianos e antifingicos. Os autores observaram
uma inibicdo da divisdo celular na presenca de propolis sugerindo que este
pode agir através da inibicdo da replicacdo do DNA. Além disso, prépolis

mostrou ter capacidade de desorganizar a parede e membrana celular



37

causando lise. O mecanismo de acdo da prépolis mostrou-se complexo e uma
simples analogia ndo pode ser feita para o0 modo de acdo dos antimicrobianos
classicos. (Takaisi-Kikuni & Schilcher, 1994). Mirzoeva et al. (1997) relataram
que a propolis contém constituintes que aumentam a permeabilidade da
membrana e inibem a motilidade bacteriana.

Apesar de amostras de propolis de diferentes origens terem
diferentes composices, dados da literatura mostram que estas tém efeitos
antimicrobianos semelhantes. Portanto, ndo se pode apontar uma substancia
ou classe individual por ser responsavel pela atividade, jA que cada tipo de
prépolis tem substancias majoritarias diferentes e, ainda, o extrato total muitas
vezes apresenta resultados melhores quando comparado com aqueles de
substancias isoladas. Obviamente, dependendo da amostra, diferentes
combina¢des de substancia sdo essenciais para sua acao (Kujumgiev et al.,
1999; Sawaya et al., 2002).

Além do vasto espectro de acdo contra 0S micro-organismos,
prépolis pode apresentar efeitos sinérgicos quando em associacdo com
farmacos antimicrobianos como cloranfenicol, tetraciclina, neomicina,
ciprofloxacina, amoxicilina, ampicilina, cefalexina, estreptomicina, cloxacilina,
gentamicina, netilmicina e clindamicina (Fernandes et al., 2005; Oksuz et al.,
2005; Orsi et al., 2006; Onlen et al., 2007; Orsi et al., 2012).

Mirzoeva et al. (1997) verificaram que concentragdes as quais nao
eram capazes de inibir B. subtilis e E. coli aumentaram a sensibilidade de B.

subtilis para kanamicina, acido nalidixico, tetraciclina, penicilina G e ampicilina;
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e de E. coli para tetraciclina e acido nalidixico, de forma dependente da
concentracéo de propolis.

Estudos realizados com cepas de S. aureus resistentes a
benzilpenicilina, tetraciclina e eritromicina mostraram efeito sinérgico quando
qualquer um desses antibidticos foi associado a propolis (Shub et al., 1981).
Cepas de S. aureus resistentes a ampicilina, ceftriaxona, doxaciclina, acido
nalidixico e trimetoprima + sulfametaxazol, ficaram mais suscetiveis quando
esses farmacos foram combinados com esse produto apicola; assim como
ampicilina, &cido nalidixico e trimetoprima + sulfametoxazol para K. pneuminiae
(Stepanovic et al., 2003).

Pode-se observar que a associacao de prépolis com antibiéticos
utilizados no mercado gera efeitos sinérgicos relevantes. Entretanto, séo
escassos 0s estudos da associacao da propolis com os farmacos antifungicos.
Stepanovic et al. (2003), constataram que a combinacdo melhora a acdo da
NIT contra isolados de C. albicans, assim como Holderna & Kedzia (1987),
também verificaram isso quando em combinacdo com NAT.

Aléem da atividade antimicrobiana, uma abundéncia de outras
propriedades farmacologicas tém sido determinadas para propolis.
Recentemente um arsenal de artigos vem apresentando que a propolis pode
agir como um imunomodulador, anti-inflamatério e analgésico (Hu et al., 2005;
Paulino et al.,, 2006; Ramos & Miranda, 2007; Sforcin, 2007). Prépolis pode
aumentar a imunidade inata (Orsatti et al., 2010), elevar as citocinas pro-
inflamatorias e 0 nimero de leucdcitos circulantes no sangue periférico (Sforcin

& Bankova, 2011), inibir a sintese de prostaglandinas e estimular a atividade
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fagocitaria de macrofagos (De Almeida et al., 2013). Além disso, mostrou ter
capacidade adjuvante quando em associacdo com vacinas (Fischer et al.,
2007).

A acao cicatrizante foi investigada em estudo comparando com
sulfadiazina de prata, onde a propolis mostrou uma melhora rapida, assim
como, menor inflamacéao no local (Gregory et al., 2002).

Esse composto também apresentou eficacia no alivio de sintomas
de rinite alérgica através da inibicdo da liberacdo de histamina (Shinmei et al.,
2009); ainda melhorou as funcdes ventilatérias e reduziu ataques noturnos de
pacientes asmaticos (Khayyal et al., 2003).

Estudos também demonstraram que a propolis previne a destruicdo
de células B do pancreas, controla a glicemia, modulando o metabolismo de
glicose e lipidios e reduz os niveis de insulina no sangue sem afetar os niveis
de glicose. Esses achados apontam a propolis como um produto que pode vir a
ser importante no tratamento e prevencao da diabetes (Matsushige et al., 1996;
Fuliang et al., 2005).

As possiveis aplicabilidades terapéuticas da prépolis sdo inUmeras.
Além das citadas acima, ha uma série de outras acdes desse produto natural,
desde agente cariostatico, util na prevencao de céaries (Hayacibara et al., 2005;
Libério et al., 2009); como antioxidante, contribuindo para diminuir o estresse
oxidativo das células (Frozza et al., 2013); e até atividade citotoxica contra
células cancerigenas e acdo antitumoral (Sforcin et al., 2002; Orsolic et al.,

2004).
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2.6.2.2 Propolis Vermelha

Prépolis Vermelha recebe esse nome devido a coloracéao da propolis
origindria de Cuba, onde a sua fonte vegetal foi identificada como Clusia
nemorosa (Clusiaceae), e da Venezuela, cuja fonte é Clusia scrobiculata. Mais
recentemente esse tipo de propolis foi encontrado em colmeias localizadas ao
longo do mar e costas de rios do nordeste do Brasil. Esta foi classificada como
prépolis do grupo 13, complementando os 12 tipos propostos por Park et al.
(2000) (Trusheva et al., 2006).

Em 2006 foram isolados e identificados 14 compostos a partir da
prépolis vermelha brasileira, entre eles: alcoois triterpenos (tipicos de propolis
do Brasil), isoflavonoides (de distribuicdo restrita no reino vegetal, ocorrem
quase que exclusivamente na familia Leguminosae, sugerindo uma planta
dessa familia como origem botanica), benzofenonas polisopreniladas e uma
epoxido-naftoquinona (isolada pela primeira vez a partir de uma fonte natural).
Alguns compostos tinham sido, até entdo, encontrados apenas na propolis
cubana (Trusheva et al., 2006). A maioria dos compostos comumente
encontrados e utilizados como padrdo nos 12 tipos de prépolis brasileira néo
foram identificados na propolis vermelha brasileira (Cabral et al., 2009), com
excecdo de dois flavonoides (quercetina e crisina) e um &cido fendlico (acido
ferdlico) (Silva et al., 2008).

Em 2007, Daugsch et al. (2008) coletaram amostras desse tipo na
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba e observaram que as abelhas
recolniam os exsudatos avermelhados sobre a superficie de Dalbergia

ecastophyllum - uma espécie de Leguminosae — confirmado uma das hipoteses
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de Trusheva et al. (2006). Foi comparado o perfil cromatografico dessa propolis
com o perfil dos exsudatos da D. ecastophyllum, indicando que foi exatamente
0 mesmo, e assumindo esta como uma das origens botanicas da propolis
vermelha. Silva et al. (2008) também relatam essa planta como a origem da
prépolis vermelha.

Estudos mais recentes, realizados por Piccinelli et al. (2011),
confirmaram esses achados, entretanto, sugerem D. ecastophyllum como fonte
da prépolis vermelha cubana também. Estes autores verificaram que a maioria
dos compostos encontrados nesta prépolis cubana estava presente na propolis
vermelha brasileira e que a constituicdo quimica das prépolis ndo muda em
diferentes regibes do Nordeste do Brasil. Chalconas, pterocarpanos e
isoflavonas foram os principais constituintes de amostras de propolis vermelha.
Além disso, estes autores reconheceram presenca de benzofenonas
polisopreniladas apenas na prépolis vermelha brasileira, ndo estando presente
na propolis vermelha cubana, sugerindo que a amostra brasileira tem diferentes
fontes vegetais (D. ecastophyllum e espécies pertencentes a familia
Clusiaceae). Cabral et al. (2009) e Trusheva et al. (2006) também observaram
esses compostos na prépolis vermelha brasileira; Cuesta-Rubio et al. (2002 e
2007) os observaram na prépolis marrom cubana; e Trusheva et al. (2004)
documentaram esses constituintes em amostras de propolis produzidas na
Venezuela.

A descoberta desse novo tipo de prépolis no Brasil levou a ter esse
produto como alvo de investigacées por grupos de pesquisa nacionais e

internacionais. Ja foi determinado que a propolis vermelha é seletivamente
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citotoxica para diferentes linhagens de células tumorais, mostrando-se mais
citotoxica do que a propolis verde numa variedade de linhagens de células
humanas de leucemia (Awale et al., 2008; Li et al., 2008; Franchi et al., 2012,
Frozza et al., 2013).

Em estudos recentes, extratos de propolis verde e vermelha foram
incorporados em filmes de curativo a base de colageno e verificou-se uma
reparacdo tecidual mais rapida e melhor na cicatrizacdo de queimaduras
cutdneas em ratos, sem causar alergia ou efeitos toxicos. A variedade

vermelha foi a que proporcionou melhores resultados (De Almeida et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da Realizacédo da Pesquisa

Os ensaios e avaliacbes microbiolégicas foram realizados nas
dependéncias do Laboratorio de Micologia Aplicada, na Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Experimentos
relacionados a extracdo da amostra foram feitos no Laboratério de
Farmacognosia da mesma instituicdo e 0s ensaios de toxicidade foram
realizados no Nucleo de Pesquisa em Bioquimica, Toxicologia e Imunologia
(NUBIOTOXIM) da Universidade Federal do Pampa, Rio Grande do Sul

(UNIPAMPA, RS).

3.2 Escolha da Amostra de Prépolis para Elaboracdo do
Estudo

Em estudo prévio realizado pelo mesmo grupo de pesquisa em
parceria com o Laboratério de Desenvolvimento Galénico, ja havia sido
constatada a atividade antifingica de diferentes fracdes de prépolis vermelha,
verde e uma amostra coletada no RS, denominada prépolis nativa, para as
espécies de Candida (dados n&o mostrados). Nesse mesmo estudo, foi
verificado que a fracdo hexanica enriquecida de benzofenonas da prépolis
vermelha apresentou melhor atividade frente a Candida spp. Desta forma, essa
fracdo foi selecionada para o estudo da capacidade de desenvolvimento de

resisténcia e associagdo com farmacos antifangicos.



44

3.3 Origem, Extracdo e Preparo da Amostra de Propolis
Vermelha Brasileira

A propolis vermelha brasileira foi adquirida comercialmente da
empresa Natucentro® (laudo em anexo 1) localizada no centro-oeste do estado
de Minas Gerais, Brasil. A prépolis foi obtida na sua forma bruta e armazenada
em local fresco e sem umidade. Sua principal origem botéanica é Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub.

A amostra de prépolis vermelha (20,284 g) foi extraida trés vezes
com 400 mL de n-hexano (Merck), seguida de filtracdo e evaporacdo do
solvente em rota-vapor (Fisaton) a 45 °C. Para remocéo da cera adicionou-se
acetona (Merck). Apo6s 30 minutos, a 4 °C, a fracdo soluvel em acetona foi
fitrada e novamente levada a secura em evaporador rotatorio, produzindo,
assim, uma fracao enriquecida em benzofenonas.

Esta fracdo foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO; Synth),
obtendo-se uma solucdo estoque de 25 mg/mL. Volumes pequenos foram
aliquotados para o armazenamento em freezer. A cada teste, uma solucdo de
trabalho era preparada a partir da solucdo estoque na concentracdo desejada
em caldo Roswell Park Memorial Institute 1640 sem bicarbonato de sodio
(RPMI; Gibco) tamponado com morpholinepropansulfonic acid (MOPS; Sigma)

e ajustado para pH 7,0.

3.4 Preparo das Solu¢cdes dos Farmacos Antifungicos
Solucdo-estoque de FLZ (Cristalia®, Brasil) foi preparada em agua

destilada estéril na concentracdo de 1024 pg/mL. As solugBes-estoque de AND
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(Pfizer®), ITZ (Cristadlia®), MCZ (Cristdlia®) e CTZ (Cristalia®) foram
preparadas em DMSO. A AND foi preparada nas concentracdes de 3,3 mg/mL,
e 0s outros trés antifangicos em 12,8 mg/mL. As solucdes de trabalho foram
preparadas no momento do uso e diluidas em caldo RPMI tamponado com

MOPS e pH 7.

3.5 Selecédo dos Micro-organismos

Para a realizacdo do estudo, foram selecionados cinco isolados de
C. parapsilosis (CP RLO1, CP RLO7, CP RL11, CP RL13 e CP RL27) e cinco de
C. glabrata (CG RL03, CG RL09, CG RL12, CG RL34 e CG RL37) sensiveis ao
FLZ e a prépolis vermelha brasileira. Os isolados séo originados de cateter,
urina, aspirado traqueal e cultura de sangue, e pertencem a colecdo de fungos
do laboratério de Micologia Aplicada da UFRGS. Todos foram identificados
fenotipicamente através do sistema automatizado Vitek Yeast Biochemical
Card (BioMerieuxVitek,. Hazelwood, Mo.). Um isolado de C. tropicalis originado
de candidiase oral (72A) foi incluso em alguns ensaios, assim como a cepa
padrao de C. krusei ATCC 6258. Os isolados permaneceram armazenados em

geladeira cultivados em agar Sabouraud dextrose (SDA; Himedia).

3.6 Teste de Suscetibilidade aos Agentes Antifungicos

Foram realizados testes de suscetibilidade aos agentes antifungicos
e a fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha para confirmar a
sensibilidade ou resisténcia para todos os isolados. As CIMs foram

determinadas pela técnica da microdiluicdo em caldo de acordo com as normas
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de padronizacdo publicadas no documento de M27-A3 do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008) levando em consideracéo as atualizagbes do

documento M27-S4 (Quarto Suplemento Informativo, 2012).

3.6.1 Preparacao do Inéculo Fungico

Para preparacdo do indculo foram realizados subcultivos dos
isolados em SDA e incubados a 35 °C por 24 h. A seguir as células foram
suspensas em solucdo salina 0,85% estéril e ajustadas em espectrofotbmetro
em comprimento de onda de 530 nm, a fim de se obter transmitancia
equivalente ao tubo 0,5 na escala de McFarland (1x10° a 5x10° cels/mL). A
partir desta suspensdo, uma suspensao de trabalho era preparada fazendo-se
uma diluicdo 1:50 seguida de uma diluicdo 1:20 em caldo RPMI 1640,

resultando em concentracéo 0,5 a 2,5x10° cels/mL.

3.6.2 Microdiluicdo em Caldo

A microdiluicio em caldo foi realizada em microplacas de
poliestireno estéreis com 96 pocos (dispostos em 12 colunas e 8 linhas). As
solucBes de antifungicos duas vezes mais concentradas foram depositadas na
primeira coluna da microplaca e microduicées seriadas em caldo RPMI 1640
foram realizadas até a décima coluna; totalizando 100 uL de 10 concentracdes
teste para cada agente antifingico. Volumes de 100 pL de cada inéculo fangico
foram depositados nos poc¢os ja contendo igual volume do respectivo agente
antifangico. Na coluna 11 foi feito controle positivo de crescimento flngico; na

coluna 12, controle negativo, foi pipetado apenas meio RPMI 1640 servindo
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como controle de esterilidade do ensaio. Os testes foram realizados em
duplicatas e incubados a 35 °C por 48 h, para posterior leitura e determinacao
da CIM. A faixa de concentracdo de prépolis vermelha testada foi de 0,977 a
500 pg/mL.

Para descartar a possibilidade de resultados falsos positivos devido ao
DMSO, antes de iniciar os ensaios de suscetibilidade de todos os antifiingicos,
DMSO 2% e DMSO 4% diluido em RPMI foram testados frente a todos os
isolados incluidos neste trabalho e comparados com o controle positivo para
demonstrar que estas concentracfes de diluente ndo sédo capazes de inibir as

células fungicas.

3.6.3 Leitura e Interpretacdo do Resultados

A leitura para determinacdo da CIM foi realizada visualmente. As
CIMs para os azéis e AND foram consideradas as menores concentracdes dos
farmacos que promoveram 50% de inibicdo comparadas ao crescimento de
cada isolado (CLSI, 2008); enquanto que para a AnfB (CLSI, 2008) e propolis
vermelha foram as menores concentracdes que promoveram 100% de inibicao.

Os critérios de definicdo de suscetibilidade ao FLZ, ITZ e AND foram
definidos conforme a CLSI levando em consideracdo o documento M27-S4;
para MCZ e CTZ foram estabelecidos conforme estudos anteriores (Isham &
Ghannoum, 2010; Bremenkamp et al., 2011). Todos os breakpoints utilizados

neste trabalho estdo demonstrados na tabela 1.
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TABELA 1. Breakpoints para definicdo do fenétipo de suscetibilidade dos isolados
para os antifingicos testados, conforme documento M24-S4 (CLSI, 2012).

AntifUngico Espécies S SDD R
CP <2 pg/mL 4 pg/mL - =8 ug/mL
FLZ? CG - < 32 yg/mL - > 64 ug/mL
CT <2 pg/mL 4 png/mL - =8 ug/mL
CP 0,25-0,5 -
ITZ oG < 0,125 ug/mL ug/mL ) =1 ug/mL
CP
b < - - >
MCZ oG 8 ug/mL 16 pg/mL
CP
c < - - >
CTz oG 8 ug/mL 16 pg/mL
AND CP <2 pg/mL 4 pg/mL > 8 ug/mL
CG <0,12 pg/mL 0,25 pug/mL 20,5 pg/mL

S: sensivel; SDD: sensivel dose dependente, I: intermediério; R: resistente; FLZ: fluconazol,
ITZ: itraconazol; MCZ: miconazol; CTZ: cetoconazol; AND: anidulafungina; CP: C. parapsilosis;
CG: C. glabrata; CT: C. tropicalis.

4Breakpoint do FLZ n&o se aplica a C. krusei (considerada intrinsicamente resistente ao FLZ)

® Adaptado de Isham & Ghannoum (2010)

¢ Adaptado de Bremenkamp et al. (2011)

3.6.4 Avaliacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apés a leitura da CIM, uma aliquota de 10 pL dos poc¢os da menor
concentragdo que promoveram 100% de inibicdo e duas concentragdes
imediatamente maiores foram subcultivadas em placa de Petri contendo SDA
desprovidas de qualquer antifungico, e incubadas a 35 °C por 24 h. Designou-
se CFM a menor concentracdo do agante antifingico em que ndo ocorreu
crescimento fangico visivel. Os ensaios foram realizados em duplicata

(Denning et al., 1992; Khan & Ahmad, 2011).
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3.7 Inducéo da Resisténcia e Avaliacdo da sua Estabilidade

Para investigar a capacidade dos isolados de desenvolverem
resisténcia ao FLZ e a fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis
vermelha, os isolados foram expostos a concentracdes crescentes desses
agentes antifungicos separadamente.

Seguindo a técnica desenvolvida por Fekete-Forgacs et al. (2000),
com adapta¢Bes, uma Unica colénia de cada isolado foi incubada overnight a
32 °C em 10 mL de RPMI 1640 contendo 4% de glicose. Células foram
adicionadas em frascos contendo 10 mL do meio de cultura até chegar a uma
absorbancia final de 0,1 (A= 640 nm) e incubadas por 10 h. Entdo 5 mL dessa
suspensao fungica foram adicionados em 5 mL do agente antifingico para
obter uma concentracao final de antifungico de 8 pg/mL. Depois de 14 h de
incubacédo, o ultimo procedimento foi repetido trés vezes consecutivas, com
intervalos de 24 h de incubacdo. Apds a terceira incubacdo, 20 yuL de cada
cultura foram mantidos em SDA por 24 h. Uma aliquota de células foi
subcultivada para determinacédo da CIM e estocada para testes futuros; essa
células também foram adicionadas (até absorbéancia 0,1) a frascos contendo 10
mL do antifingico 8 pg/mL diluido em meio RPMI 1640 e incubado por 10 h.
Um total de 5 mL dessa suspensado fungica foi adicionado em 5 mL de
antifangico para obter a concentracado final do antifingico de 16 pg/mL. Apos
14 h de incubagéo, o ultimo procedimento foi repetido trés vezes consecutivas
com intervalo de 24 h de incubagdo e 20 pL de cada cultura foram

subcultivados em SDA por 24 h. O experimento continuou sendo conduzido
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dessa maneira, com a concentracdo de antifungico sempre duplicando até
alcancar 64 pug/mL.

Em paralelo, o mesmo processo foi também realizado sem a
presenca de qualquer agente antifiUngico, para demonstrar que a resisténcia
nao é resultado de mutacdes espontaneas.

Para avaliar a estabilidade da resisténcia, os isolados resistentes
obtidos foram subcultivados diariamente em SDA sem a presenca de

antifangico, por 30 dias, e a CIM foi reavaliada.

3.8 Avaliacdo da Resisténcia Cruzada

A resisténcia cruzada aos azois foi avaliada através da determinacao
da CIM do ITZ, MCZ e CTZ para isolados expostos ao FLZ, as quais foram
comparadas com a CIM antes da exposicdo. Também foi determinada a CIM
da fracdo enriguecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira para

esses isolados.

3.9 Estudo de Bomba de Efluxo ABC

A superexpressdao de bombas de efluxo foi avaliada adicionando
verapamil (inibidor de bomba de efluxo ABC) na concentracdo de 100 uMol ao
meio de cultura utilizado para realizar o teste de suscetibilidade. A resisténcia
foi relacionada a esse mecanismo quando a CIM decresce na presencga de

verapamil (Pina-Vaz et al., 2005).
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3.10 Efeito Antimicrobiano da Fracdo Enriquecida em
Benzofenonas da Prépolis Vermelha Brasileira em  Culturas
Polimicrobianas de Espécies de Candida Resistentes ao Fluconazol

Para analisar o efeito antifungico da fracdo enriquecida em
benzofenonas da propolis vermelha em culturas polimicrobianas, a fracdo foi
testada contra multiplas CNA resistentes ao FLZ cultivadas no mesmo meio.
Os isolados usados nesse teste foram: C. parapsilosis RL27m e C. glabrata
RL37m com resisténcia induzida ao FLZ, C. krusei ATCC 6258 e C. tropicalis
72A originalmente resistentes.

O in6culo fangico foi preparado de acordo com a CLSI (2008),
entretanto, no estagio inicial de preparacao, 1 mL de suspenséao de células de
cada isolado contendo 1 a 5x10°cells/mL foi adicionado em um Unico tubo
resultando em um pool de células dos quatro isolados, também contendo 1 a
5x10°cells/mL. Posteriormente foram feitas as diluicdes 1:50 e 1:20 em caldo
RPMI 1640.

Um total de 11 combinacdes de pool de isolados foi avaliado e o
in6culo de cada isolado foi testado em paralelo para comparacao, resultando
em 15 inoculos diferentes:

(1) C. glabrata RL37m

(2) C. parapsilosis RL27m

(3) C. tropicalis 72A

(4) C. krusei ATCC 6258

(5) C. glabrata RL37m + C. parapsilosis RL27m

(6) C. glabrata RL37m + C. tropicalis 72A
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(7) C. glabrata RL37m + C. krusei ATCC 6258

(8) C. parapsilosis RL27m + C. tropicalis 72A

(9) C. parapsilosis RL27m + C. krusei ATCC 6258

(10) C. tropicalis 72A + C. krusei ATCC 6258

(11) C. glabrata RL37m +C. parapsilosis RL2Zm7 + C. tropicalis 72A

(12) C. parapsilosis RL27m + C. tropicalis 72A + C. krusei ATCC
6258

(13) C. tropicalis 72A + C. krusei ATCC 6258 + C. glabrata RL37m

(14) C. glabrata RL37m + C. parapsilosis RL27m + C. krusei ATCC
6258

(15) C. glabrata RL37m + C. parapsilosis RL27m + C. tropicalis 72A
+ C. krusei ATCC 6258

O teste de suscetibilidade foi realizado para avaliar a CIM e a CFM
da fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira contra
os inéculos mencionados acima. Depois de determinada a CIM, 100 pL do
poco contendo a maior concentracdo subinibitoria (CIM/2) foram adicionados
em 9,9 mL de &gua destilada estéril (diluicdo 1:100). Um volume de 50 pL
desta diluicdo foi espalhado em placa de Petri contendo chromagar (Difco)
usando alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 32 °C durante 48 h; a
contagem de Unidade Formadora de Col6nia (UFC) foi feita para cada uma das
espécies de Candida, mostrando qual espécie prevalece em concentracdes
subinibitérias quando ha policulturas tratadas com fragcdo enriquecida em

benzofenonas obetida a partir da propolis vermelha.
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3.11 Avaliacdo da Atividade Antifungica da Fracéao
Enriquecida em Benzofenonas da Prépolis Vermelha Brasileira em
Combinacédo com Fluconazol e Anidulafungina

A associacdo da fracdo enriquecida em benzofenonas obtidas a
partir do extrato hexanico da prépolis vermelha brasileira com FLZ e AND foi
testada frente aos isolados que foram submetidos a inducéo da resisténcia ao
FLZ. A associacdo da fracdo enriqguecida em benzofenonas da propolis
vermelha com FLZ também foi testada para a cultura polimicrobiana de niumero
15 mencionada no item acima.

O efeito da combinacao foi avaliado usando o método Checkerboard
(Johnson et al., 2004) com algumas modificacdes. Diversas concentracdes do
antifangico (FLZ ou AND) e da fracdo enriqguecida em benzofenonas da
prépolis vermelha foram associadas entre si totalizando 30 combinacfes de
concentracfes analisadas para a fracdo da prépolis vermelha e FLZ e também
para esta fracdo e AND. As diluicbes dos antifungicos foram preparadas de
modo que se obtivessem concentracdes quatro vezes maiores que as
concentracdes finais desejadas. Volumes de 50 pyL de cada concentracdo da
fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha foram combinados
com outros 50 puL de cada concentracdo de FLZ. A esse volume foram
adicionados 100 pL de in6culo que foram depositados em cada poco da
microplaca. Os ensaios foram realizados em quadruplicatas. A preparagao do
inodculo, tempo de incubacao e temperatura foram iguais aos utilizados no teste

de suscetibilidade.
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ApOs o0 tempo de incubacdo e observacdo visual do efeito da
associacdo de FLZ e propolis vermelha sobre a cultura polimicrobiana, 10 L
de cada quadruplicata foram adicionados em um Unico tubo contendo 3,96 mL
de agua destilada estéril (diluicdo 1:100). Um volume de 25 pL desta diluicéo
foi espalhado em placa de Petri contendo chromagar usando algca de Drigalsky.
As placas foram incubadas a 32 °C durante 48 h; a contagem de UFC foi feita
para cada uma das espécies de Candida em cada uma das combinacdes
acima mencionadas, mostrando qual espécie prevalece em cada associacao.

Para verificar o dano celular das associacfes, as células crescidas
nas microplacas foram, entdo, coradas com MTT [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il ) -2,5
difenil-tetrazoélio brometo] (Sigma). Para isso, o sobrenadante foi descartado e
as leveduras foram incubadas durante 3 h a 32 °C em uma suspensao de MTT
em RPMI 1640 (0,05 mg/mL de MTT). MTT é um sal tetrazolium reduzido por
enzimas desidrogenases, formando cristais de formazana sollveis em alcool. A
suspensdo de MTT foi retirada das microplacas e as leveduras coradas
permaneceram no fundo. Os cristais de formazana de MTT (responsaveis pela
coloracdo) foram extraidos da célula com 150 uL de alcool isopropilico (Vetec)
e 100 pL da cada poco foram transferidos para uma nova microplaca. A
absorbancia foi medida (EnVisison 2104 Multilabel Reader, PerkinElmer) em
duplo comprimento de onda: 570 nm e 690 nm (Chiou et al., 2001).

A partir disso, a porcentagem de dano celular foi calculada para as
quadruplicatas de cada combinagdo da fragdo enriquecida em benzofenonas

de prépolis vermelha com os antifungicos e a média dos danos celulares foi
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usada para assumir o dano da combinacdo. O dano celular foi calculado pela

seguinte equacéo:

(A570 - A690 sem antifiingico)

% Dano Celular= | 1 - x 100

(A570 - A690 com antifiingico)

Para avaliar a interagédo entre a fracao enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha e os farmacos, o ICIF foi determinado para as
combinagfes com menores concentracdes das duas amostras testes e que
foram capazes de inibir o isolado. Esse indice foi calculado através da soma
das concentrag@es inibitdrias fracionadas (CIF) de cada antifingico para cada

combinacgao (Johnson et al., 2004):

ICIF= CIF® + CIFB

CIM A em comb. com B N CIM B em comb. com A

ICIF =
CIM A Sozinho CIM B Sozinho

A interacdo foi considerada sinérgica quando ICIF < 0,5; aditivas
para 0,5 < ICIF < 1; indiferentes para 1 < ICIF < 4; e antagonistas quando ICIF
= 4 (Lewis et al., 2002; Alves et al., 2012).

Os dados foram analisados estatisticamente por One-Way ANOVA e

teste Tukey de comparagdes multiplas. P < 0,05 foi considerado significativo.
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3.12 Estudo para Sugestdo do Modo de Acdo da Fracao
Enriquecida em Benzofenonas da Prépolis Vermelha Brasileira em
Espécies de Candida

Para sugerir algum modo de acdo deste produto, dois alvos foram
avaliados: membrana e parede celular, conforme os dois ensaios descritos

abaixo.

3.12.1 Efeito do Ergosterol Exdgeno

Para avaliar se a fracdo enriqguecida em benzofenonas da propolis
vermelha brasileira tem efeito se complexando com o ergosterol da membrana
de espécies de Candida, a CIM foi determinada para dois isolados de C.
parapsilosis (CP RL13m e CP RL27m) e C. glabrata (CG RLO3m e CG RL37m)
e um isolado de C. tropicalis (CT 72A) e de C. krusei (CK ATCC 6258) na
presenca e na auséncia de ergosterol exdégeno.

Esta metodologia foi desenvolvida da mesma maneira que a
determinacao de CIM descrita acima, entretanto, com adicédo de concentracfes
crescentes (50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL) de ergosterol comercial (Sigma)
dissolvido em dimetilformamida (Sigma) e diluido em meio RPMI 1640 de forma
gue a concentracao final do solvente fosse de 0,1%. A faixa de concentracéo
testada foi de 0,977 - 500ug/mL. A AnfB foi testada em paralelo, nas mesmas
condicdes, como controle positivo do método, numa faixa de concentracdo de

0,03125 a 16 pg/mL. A leitura foi realizada em 48 h (Escalante et al., 2008).
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3.12.2 Efeito sobre a Parede Celular

Segundo Frost et al. (1995), a parede celular € dispensavel se os
fungos estdo protegidos por barreira osmoética, em condi¢cdes especificas.
Portanto, para avaliar se a fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis
vermelha brasileira tem algum efeito sobre a parede celular de espécies de
Candida, a CIM foi determinada para dois isolados de C. parapsilosis (CP
RL13m e CP RL27m) e C. glabrata (CG RLO3m e CG RL37m) e um isolado de
C. tropicalis (CT 72A) e de C. krusei (CK ATCC 6258) na presenca e na

auséncia de sorbitol (protetor osmotico).

3.13 Avaliacdo da Toxicidade da Fracdo Enriquecida em
Benzofenonas da Prépolis Vermelha Brasileira

Os leucécitos de sangue venoso humano heparinizado foram
separados utilizando 2 mL de dextrano 5%. Ap6s 45 min em temperatura
ambiente, o sobrenadante foi centrifugado a 3500 rpm por 10 min. O sedimento
foi lavado com igual volume de tampéao fosfato-salina (PBS) e suspenso em 2
mL de solucéo tampdo de Hank (HBBS) ajustando para 2 x 10° leucécitos /
mL.

Um volume de 500 pL de solucdo de leucécitos periféricos foi
incubado durante 1 hora com 500 uL da fracdo enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha brasileira em cinco concentracdes finais diferentes: 500
pg/mL , 250 pg/mL, 125 pg/mL, 31,25 pg/mL e 7,81 pg/mL. PBS foi utilizado
como controle negativo, agua oxigenada (H»,O;) 4 mM como controle positivo e

DMSO a 2% como controle do diluente. ApGs a incubacéo, foram realizados
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dois ensaio de toxicidade: ensaio de Viabilidade Celular, utilizado para verificar
dano nas células; e Ensaio Cometa, usado para detectar dano no DNA. Os
ensaios foram realizados em triplicata conforme protocolo de Glez et al.

(2012).

3.13.1Ensaio de Viabilidade Celular

Depois da incubacdo, 400 pL de cada suspensdo das amostras
foram adicionados a solucdo contendo 300 pyL de tampdo HBBS e 50 pL de
corante Azul de Tripan 0,4% por 8 min. A viabilidade celular foi determinada em
microscopio optico (400x) e as células foram classificadas em duas categorias
(1) células viaveis, que apresentam auto-fluorescéncia; (2) células inviaveis,
que incorporam o0 corante apresentando-se com membranas disformes e
nacleo corado de azul.

One-Way ANOVA e teste Tukey de comparacBes multiplas foram
usados para comparar as diferentes concentracfes de amostra e controles. P <

0,05 foi considerado significativo.

3.13.2Ensaio Cometa

Apods a incubacédo, 10 pL de cada solucédo de leucdcitos contendo as
amostras foram misturados com 90 uL de agarose (abaixo do ponto de fuséo) e
colocados em lamina de microscépio previamente cobertas com agarose 1,5%
e imediatamente laminulas foram sobrepostas. As laminas foram mantidas em

gelo por 5 min.
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As laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em
solucéo de lise gelada (solucdo detergente com altas concentracfes de sais,
gue promove a desintegracdo das membranas celulares) e mantidas a 4 °C
protegidas da luz por 14 h.

As laminas foram posteriormente colocadas dentro da cuba de
eletroforese e imediatamente o tampéo de eletroforese (NaOH 300 mM/1 mM
EDTA) foi adicionado. Foi deixado a 4 °C durante 20 min para o
desenovelamento do DNA e submetidas a eletroforese por 20 min a 300 mA e
25 V (Electrophoresis Power Supply, Loccus Biotecnologia), proporcionando a
migracdo dos segmentos de DNA livres (resultantes de quebras) para fora do
nacleo.

Apos a eletroforese, as laminas foram neutralizadas em tampéao Tris
0,4 M (pH 7,5) por 5 min e lavadas trés vezes em agua destilada. Depois de
secas, estas foram colocadas por 10 min em 1000 mL de solucédo fixadora
(composta de acido tricloroacético 15%, sulfato de Zinco 5% e glicerol 5%),
lavadas trés vezes com &gua destilada e colocadas em estufa a 37 °C até
secar. As laminas foram hidratadas com &gua destilada por 5 min e
permaneceram em solucao de coloracdo a 37 °C por 30 min (60 mL de Solucédo
A: Na,CO3; 5% + 60 mL de Solucéo B: nitrato de amdnia 0,1%; nitrato de prata
0,1%; 0,25% &cido tungstosilicico; 0,15% formaldeido). Foram realizadas trés
lavagens com agua destilada e, posteriormente, as laminas foram colocadas
em solugcdo de parada (acido acético 1%) e novamente lavadas com &gua

destilada.
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As células foram analisas em microscopio Optico (400x) e
classificadas visualmente em diferentes niveis de dano. As células que
apresentaram um nucleo redondo foram identificadas como normais (sem dano
detectavel no DNA). As células identificadas visualmente por uma espécies de
cauda formada pelos fragmentos de DNA foram classificadas como lesadas. O
nivel do dano no DNA foi classificado de 0 a 4 (0 sendo completamente sem
dano e 4 representando o dano maximo).

Foi utilizado o One-Way ANOVA e teste de multiplas comparacdes

de Bonferroni para comparar os grupos. P < 0,05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento e Estabilidade da Resisténcia

As tabelas 2 e 3 demonstram os valores de CIM determinados para
o FLZ e para a fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira antes e apd6s a inducdo da resisténcia com exposicdo a
concentracbes crescentes de cada agente antifUngico. Foram observados
padrées distintos de resisténcia, onde apenas a suscetibilidade ao FLZ foi
alterada (tabela 2). A CIM da fracéo enriquecida em benzofenonas da propolis
vermelha se manteve constante para todos os isolados apds cada etapa da

inducao da resisténcia (tabela 3).

TABELA 2. Valores de concentragdo inibitéria minima (CIM), em pg/mL, do fluconazol
(FLZ) e fendtipos (Fen) de isolados de C. parapsilosis (CP) e C. glabrata (CG) antes e
apoés a inducdo da resisténcia com exposicdo a concentragdes crescentes de FLZ e
apos subcultivo em meio isento de antifingico por 30 dias.

Isolado CIM do fluconazol/Fen
Inicial Evolugdo das concentracdes de exposi¢do ao FLZ
Subcultivo isento

8 pg/mL 16 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL de FLZ/ 30 dias
CP RLO1 0,5/S 0,5/S 0,5/S 0,5/S 4/SDD 2/S
CP RLO7 0,5/S 0,5/S 0,5/S 0,5/S 1/s 1/s
CP RL11 0,5/S 0,5/S 8/R 8/R 32/R 32/R
CP RL13 0,5/S 1/s 8/R 8/R 64/R 32/R
CP RL27 1/s 1/s 16/R 16/R 64/R 32/R
CG RLO3 0,5/SDD 4/SDD 8/SDD 32/SDD 64/R 32/SDD
CG RL0O9 0,5/SDD 8/SDD 8/SDD 8/SDD 32/SDD 16/SDD
CG RL12 0,5/SDD 8/SDD 8/SDD 8/SDD 64/R 32/SDD
CG RL34 1/SDD 1/SDD 2/SDD 2/SDD 64/R 32/SDD
CG RL37 1/SDD 1/SDD 1/SDD 8/SDD 128/R 64/R

S: sensivel; R: resistente; SDD: sensivel dose dependente.
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TABELA 3. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em pg/mL, da fracdo
enriguecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira (ProVvB) para os
isolados de C. parapsilosis (CP) e C. glabrata (CG) antes e apds a inducdo da
resisténcia com exposicdo a concentracdes crescentes desta fracao.

Isolado CIM da fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis
vermelha brasileira

Inicial Evolugéo das concentragdes de exposi¢do a ProVB
8 pg/mL 16 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL
CP RLO1 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
CP RLO7 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
CP RL11 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
CP RL13 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
CP RL27 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
CG RLO3 3,906 3,906 3,906 3,906 3,906
CG RL09 3,906 3,906 3,906 3,906 3,906
CG RL12 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813
CG RL34 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813
CG RL37 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813

Na tabela 2 pode-se observar que o fendtipo de trés isolados de
C. parapsilosis foi alterado ap6s exposi¢do a 16 ug/mL de FLZ (equivalente a
oito dias de exposicdo). ApoOs exposicao a 64 pg/mL (equivalente a 16 dias de
exposicao), quatro isolados de C. glabrata e um isolado de C. parapsilosis
apresentaram modificacdo do seu fendtipo. Portanto, ao final do processo, trés
isolados de C. parapsilosis e quatro isolados de C. glabrata desenvolveram
resisténcia, e um isolado de C. parapsilosis apresentou fenétipo sensivel dose
dependente (SDD). Os isolados CP RL0O7 e CG RL0O9 apresentaram apenas
diminuicdo de suscetibilidade ao FLZ, porém sem alteracdo de fenétipo. Apos a
inducdo da resisténcia, foi acrescentado a letra “m” (mutante) ao final dos

cbdigos de cada isolado exposto ao FLZ.
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A respeito da estabilidade da resisténcia desenvolvida pelos
isolados, trés isolados de C. parapsilosis e os cinco isolados de C. glabrata
tiveram suscetibilidade aumentada ao FLZ apds subcultivo em meio isento de
antifingico por 30 dias. Apesar disso, os isolados de C. parapsilosis resistentes
continuaram apresentando o fendtipo de resisténcia, e o isolado com fendtipo
SDD passou a sensivel novamente. Entre a espécie de C. glabrata, trés
isolados perderam seu fenotipo de resisténcia, entretanto as CIMs
permaneceram elevadas em comparacdo as células iniciais sem exposicao.
Para todos os isolados nao foi observada reducdo da CIM superior a uma
diluicao.

Além disso, todos os isolados de C. parapsilosis expostos ao
fluconazol apresentaram também mudancas macromorfologicas (Phenotypic
switching) enquanto que, quando expostos a propolis, ndo visualizou-se essa
alteracao.

Em relacdo aos isolados incubados sucessivamente sem FLZ e
fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha, os valores de CIM
mantiveram-se constantes ao longo do periodo de estudo, demostrando que
nenhum dos isolados desenvolveu resisténcia espontaneamente durante

subcultura repetida na auséncia de antifungico.

4.2 Resisténcia Cruzada
A fim de observar o desenvolvimento de resisténcia cruzada dos
isolados cultivados em FLZ, testes de suscetibilidade com trés agentes

antifngicos azolicos e também com a fracéo enriquecida em benzofenonas da
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prépolis vermelha foram realizados, conforme demonstrado na tabela 4. A CIM
para o ITZ aumentou para quatro isolados de C. glabrata, dos quais trés (CG
RL12m, CG RL34m e CG RL37m) se tornaram resistentes a esse antifungico.
Trés isolados de C. parapsilosis também diminuiram sua suscetibilidade,
entretanto um deles manteve-se com fenétipo de sensibilidade outro passou a
expressar fenotipo SDD e um deles tornou-se resistente (CP RL27m).

Apenas pequenas variacbes de CIM de CTZ e MCZ foram
observadas para os isolados cultivados em FLZ (tabela 4). A CIM do CTZ
aumentou para quatro isolados de C. parapsilosis e trés de C. glabrata,
entretanto nenhum deles foi capaz de expressar fenotipo de resisténcia. Da
mesma maneira, trés isolados de C. papapsilosis e trés de C. glabrata
mostraram suscetibilidade diminuida ao MCZ, mas sem mudanca de fenétipo.

Ao contrario dos antifungicos azolicos testados, a fracdo enriquecida
em benzofenonas da prépolis vermelha ndo mostrou alteracdo de
suscetibilidade para os isolados apds exposi¢do ao FLZ, demostrando que néo

ha relacéo de resisténcia cruzada desses dois agentes antifingicos (tabela 4).

4.3 Bomba de Efluxo ABC

ApOs a incubacdo com verapamil, uma diminuicdo dos valores de
CIM foi observada para apenas um isolado de C. parapsilosis (CP RL27m).
Entretanto o decréscimo da CIM foi de apenas uma diluicdo e o padrdo de

resisténcia permaneceu estavel.



TABELA 4. Valores de concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida
minima (CFM), em pg/mL, e o fendtipo (Fen) do itraconazol (ITZ), cetoconazol (CTZ),
miconazol (MCZ) e fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira
(PropVB) dos isolados de C. parapsilosis (CP) e C. glabrata (CG) selvagens e dos
mutantes (m) apos inducéo da resisténcia ao fluconazol.

Cepa Agentes Antifungicos
ITZ CTz MCZ PropVB

CIM/Fen CIM/Fen CIM/Fen CIM CFM
CP RLO1 0,0625/S 0,125/s 0,125/s 15,625 >62,5
CP RLO1m 0,125/S 0,25/S 0,125/s 15,625 >62,5
CP RLO7 0,125/S 0,125/s 0,125/S 15,625 >62,5
CP RLO7m 0,125/S 0,25/S 0,25/S 15,625 >62,5
CP RL11 0,0625/S 0,015625/S 0,5/S 15,625 >62,5
CP RL11m 0,25/SDD 0,0625/S 2/S 15,625 >62,5
CP RL13 0,125/S 0,0625/S 0,5/S 15,625 >62,5
CP RL13m 0,125/S 0,0625/S 0,5/S 15,625 >62,5
CP RL27 0,5/SDD 0,015625/S 0,5/S 15,625 >62,5
CP RL27m 1/R 0,125/S 1/s 15,625 >62,5
CG RLO3 0,125/S 0,125/S 0,25/S 3,906 >15,625
CG RLO3m 0,125/S 0,5/S 1/s 3,906 >15,625
CG RLO9 0,03125/S 0,125/S 0,125/S 3,906 >15,625
CG RLO9M 0,125/S 0,125/S 0,5/S 3,906 >15,625
CG RL12 0,0625/S 0,25/S 0,03125/S 7,813 >31,25
CG RL12m 1/R 8/S 0,5/S 7,813 >31,25
CG RL34 0,25/SDD 0,5/S 0,125/S 7,813 >31,25
CG RL34m 1/R 0,5/S 0,125/S 7,813 >31,25
CG RL37 0,125/S 0,125/s 0,25/S 7,813 >31,25
CG RL37m 1/R 0,5/S 0,25/S 7,813 >31,25

S: sensivel; R: resistente; SDD: sensivel dose dependente
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4.4 Efeito da Fracdo Enriquecida em Benzofenonas da
Propolis Vermelha Brasileira em Culturas Polimicrobianas de Candida
Resistentes ao Fluconazol

Além da propolis vermelha brasileira se mostrar ativa contra C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei resistentes ao FLZ, esse
produto também demonstrou ser ativo frente culturas polimicrobianas formadas
da combinacao desses isolados resistentes (tabela 5). As espécies tornaram-se
mais suscetiveis a fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
quando cultivadas com C. glabrata, a qual apresenta CIM menor. Candida
tropicalis e C. krusei também aumentaram sua suscetibilidade quando
cultivadas juntas ou quando cultivadas com C. parapsilosis. Esses resultados
mostraram que cultura polimicrobiana de Candida pode aumentar a
suscetibilidade microbiana a prépolis vermelha. A contagem de células na
concentracdo CIM/2 demonstra que C. glabrata ndo esta presente (ou presente
em menor quantidade) nesta concentracao; e que C. tropicalis é a espécie que
predomina na maioria das combinac¢des polimicrobianas.

A contagem de células da cultura polimicrobiana sem a presenca de
propolis demonstrou que C. tropicalis também foi a espécie com maior
crescimento, seguida de C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata,

respectivamente.
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TABELA 5. Valores de concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM), expressos em pg/mL, da fracdo enriquecida em benzofenonas da
prépolis vermelha brasileira frente a culturas polimicrobianas de isolados de Candida
spp. resistentes ao fluconazol e contagem de células na CIM/2 expressa em Log.

Contagem na

Isolados CIM CFM
CIM/2*
CG RL37m 3,906 >15,625 6,17
CP RL27m 15,625 >62,5 6,16
CT 72A 31,25 62,5 6,29
CK ATCC 6258 31,25 125 7,3
CG RL37m + CP RL27m 7,813 >31,25 4,7 +5,73
CG RL37m + CT 72A 3,906 >15,625 ZERO + 7,03
CG RL37m + CK ATCC 6258 7,813 >31,25 4,95 + 6,27
CP RL27m + CT 72A 15,625 >62,5 53+ 6,35
CP RL27m + CK ATCC 6258 15,625 >62,5 6,35 +5,6
CT 72A + CK ATCC 6258 15,625 >62,5 7,25+6,1
CG RL37m + CP RL27m + CT 72A 7,813 31,25 ZERO + 5,3 +7,01
CP RL27m + CT 72A + CK ATCC 6258 15,625 >62,5 4,6 +7,25 + 5,08
CT 72A + CK ATCC 6258 + CG RL37m 7,813 >31,25 7,09 + 5,58 + ZERO
CG RL37m + CP RL27m+ CK ATCC 6258 7,813 >31,25 ZERO +5,94 + 4,3
CG RL37m + CP RL27m + CT 72A + CK ATCC 6258 7,813 >31,25 ZERO + 4,3 + 5+ 6,87

C. glabrata (CG); C. parapsilosis (CP); C. tropicalis (CT); C. krusei (CK).

CIM do fluconazol para CT 72A: 128 pg/mL; CIM do fluconazol para CK ATCC 6258: 32 pg/mL

* Contagem na CIM/2: Contagem na maior concentracdo subinibitéria, ou seja, contagem na
concentragdo uma diluicio menor que CIM.
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4.5 Interacdo da fracdo enriquecida em benzofenonas da
Propolis Vermelha com Fluconazol

ApoOs realizada a leitura com MTT e calculado o dano celular de
todas as combinacdes (dados ndo mostrados) foi verificado se cada
combinacéo dos agentes antifUngicos aumenta o dano celular em comparacéo
aos agentes antifungicos sozinhos. A tabela 6 demonstra até quatro
combina¢cBes de concentracdes da fracdo enriquecida em benzofenonas da
prépolis vermelha brasileira e FLZ escolhidas para cada isolado e cultura
polimicrobiana que melhoraram a atividade antifingica e que tiveram dano
celular superior a 50%. A analise estatistica realizada para cada isolado
comprovou que todos os danos celulares das combinacdes demonstradas na
tabela 6 apresentam porcentagens significativamente maiores que 0s agentes

antifingicos sozinhos (p<0,05).

TABELA 6. Dano celular da frag@o enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira
(ProVB) combinada com fluconazol (FLZ) expressos em porcentagem (%).

Isolado Combinacéo ProVB + FLZ
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB  FLZ ProvB FLZ ProvB  FLZ ProVB FLZ
CPRLOIm  C (ug/mL) 7,813 2 7,813 1 3,906 2 - -
DCS (%) 27,85 41,3 27,8F 3,9° 1855  41,3° - -
DCC (%) 93,9" 57,3° 78,3*° -
CPRLO7m  C(ug/mL) 7,813 2 3,906 2 - - - -
DCS (%) 221° 627" 11,1% 62,7° - - - -

DCC (%) 92,5" 90,2*" - -
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Isolado Combinacédo ProVB + FLZ
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB  FLZ ProVB FLZ ProvB  FLZ ProVB FLZ
CPRL11Im  C (ug/mL) 7,813 32 7,813 16 - - - -
DCS (%) 5,0° 71,68 5,0° 37,8° - - - -
DCC (%) 93,6" 86,4*" - -
CPRL13m  C (ug/mL) 7,813 32 7,813 16 3,906 32 3,906 16
DCS (%)  48,7°°  46,3° 48,7°°  20,6° 097  463° 0,97 20,6°
DCC (%) 93,2" 83,3" 55,0° 52,1*P
CPRL27m  C(ug/mL) 7,813 32 7,813 16 3,906 32 3,906 16
DCS (%) 40,6°  44,8° 40,6°  40,7° 6,1°  44.8° 6,1° 40,7°
DCC (%) 82,2" 75,2"° 77,7°®° 69,2*°
CGRLO3m  C(ug/mL) 1,953 8 0,977 16 0,977 8 0,977 4
DCS (%) 32° 28,2° 3,7F 33,1° 37F  28.2° 3,7F 24,0°
DCC (%) 67,5°C 79,88 65,3¢ 60,3+
CGRL0O9M  C (ug/mL) 1,953 16 0,977 16 0,977 8 - -
DCS (%) 358°  455° 7,0° 45 5°¢ 70°  145° - -
DCC (%) 66,3° 81,0" 59,4*° -
CGRL12m  C(ug/mL) 3,906 32 3,906 16 1,953 32 1,953 16
DCS (%) 2428 417° 24,25 18,2° 47" m7° 47" 18,2F
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Isolado Combinacédo ProVB + FLZ
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB  FLZ ProVB FLZ ProvB  FLZ ProVB FLZ
DCC (%) 80,8" 68,0° 74,38 53,2*¢
CGRL34m  C(ug/mL) 3,906 32 3,906 16 1,953 32 1,953 16
DCS (%) 356°  29,8°F 35,6° 5,57 22,95 29,8 22,95 55"
DCC (%) 81,7 63,6° 80,9" 53,1*¢
CGRL37m  C(ug/mL) 3,906 64 3,906 32 1,953 64 1,953 32
DCS (%) 255°  36,8° 255°  30,1°° 8,7%  36,8° 8,7% 30,1°P
DCC (%) 87,5" 59,4° 55,7° 56,3*®
Policultura  C(ug/mL) 3,906 32 3,906 16 1,953 16 0,978 32
DCS (%) 31,2°  39,6° 31,2°  185° 19,05  185F 6,67 39,6°
DCC (%) 79, 7% 67,7° 50,9*¢ 51,6

C: concentragBes dos agentes antifingicos; DCS: dano celular dos agentes antifingicos sozinhos; DCC: dano

celular dos agentes antifingicos combinados;
Letras diferentes acima do dano celular representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

*combinagdo de agentes antifingicos utilizada para calcular o indice da concentracao inibitoria fracionada (ICIF)
Comb 1-4: quatro combina¢Bes de concentracdes da ProVB e FLZ escolhidas para cada isolado e cultura
polimicrobiana que melhoraram a atividade antifingica e que tiveram dano celular superior a 50%.

Quando foi constatada menos de quatro combina¢ges com aumento do dano celular da combinacdo, ha a
representacdo por um traco (-).
Policultura: C. glabrata RL37m + C. parapsilosis RL27m + C. tropicalis 72A + C. krusei ATCC 6258

A tabela 7 representa o efeito da combinacdo da fracdo enriquecida

em benzofenona da propolis vermelha brasileira com FLZ a partir do calculo do

ICIF. Essa associacdo apresentou efeito sinérgico para cinco isolados de C.

glabrata, dois isolados de C. parapsilosis e para a cultura polimicrobiana. O
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efeito de aditividade foi observado em um isolado de C. parapsilosis e

indiferenca foi observada em dois isolados dessa espécie.

TABELA 7. Efeito da combinacéo da fracdo enriguecida em benzofenona da propolis
vermelha brasileira (ProVB) com fluconazol (FLZ) no ensaio checkerboard para os

diferentes isolados.

Isolado CIM (pg/mL) CIM combinacgéo (pug/mL) CIF ICIF Interacé&o
ProvB FLZ ProvB FLZ ProvB FLZ
CP RLO1m 15,625 4 3,906 2 0,25 0,5 0,75 Ad
CP RLO7m 15,625 2 3,906 2 0,25 1 1,25 Ind
CP RL11m 15,625 32 3,906 16 0,5 0,5 1,00 Ind
CP RL13m 15,625 64 3,906 16 0,25 0,25 0,50 Sin
CP RL27m 15,625 64 3,906 32 0,25 0,25 0,5 Sin
CG RLO3m 3,906 64 0,977 4 0,25 0,0625 0,3125 Sin
CG RL0O9m 3,906 32 0,977 8 0,25 0,25 0,5 Sin
CG RL12m 7,813 64 1,953 16 0,25 0,25 0,5 Sin
CG RL34m 7,813 64 1,953 16 0,25 0,25 0,5 Sin
CG RL37m 7,813 128 1,953 32 0,25 0,25 0,5 Sin
Policultura 7,813 128 1,953 16 0,25 0,125 0,375 Sin

As interacdes foram classificadas como Sinergismo (Sin), Aditividade (Ad), Indiferenca (Ind) e Antagonismo (Ant).

CIM; concentracéo fungicida minima

CIF: concentragdo inibitdria fracionada

ICIF: indice da concentracao inibitoria fracionada
Policultura: C. glabrata RL37m + C. parapsilosis RL27m + C. tropicalis 72A + C. krusei ATCC 6258

Os graficos representados na figura 3 expressam o comportamento

de todos os isolados e da cultura polimicrobiana frente a combinacdo de

propolis vermelha brasileira e FLZ. Pode-se observar que varias combinacdes

de concentragcdes apresentaram um maior dano celular e, quando em

combinagao, FLZ diminuiu até oito vezes suas CIMs (MIC/8).
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FIGURA 3 Porcentagem de dano celular dos isolados no ensaio checkerboard frente a fracdo
enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira (ProvB) e fluconazol (FLZ)
isoladamente e em combinag&o.

O eixo horizontal demonstra a concentracdo da frac@o enriquecida em benzofenonas da prépolis
vermelha representada de forma proporcional a sua concentragao inibitéria minima (CIM). O eixo
de profundidade demonstra a concentracdo de FLZ representada de forma proporcional a sua
CIM. O eixo vertical representa o dano celular. O cddigo do isolado é mostrado acima de cada
grafico.

Letras diferentes acima do dano celular representam diferenca estatistica significativa (p < 0,05).
*Combinacao utilizada para o célculo do indice de concentragao inibitéria fracionada (ICIF)
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A contagem das espécies da cultura polimicrobiana, cultivada em
chromagar ap6s o tempo de incubacdo do ensaio checkerboard, é
demonstrada na tabela 8. Conforme essa tabela pode-se observar que a
combinacdo da fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha
brasileira com FLZ pode apresentar efeito fungicida frente as quatro espécies
de Candida resistentes ao FLZ, principalmente quando FLZ estiver em alta
concentracdo. Candida parapsilosis se mostrou presente na maioria das
combinacdes, geralmente em maior nimero que as outras espécies, e C.

tropicalis apenas esteve presente em duas combinagdes.

TABELA 8. Efeito da combinacéo da fragdo enriquecida em benzofenonas da prépolis
vermelha brasileira (ProVB) e fluconazol (FLZ) frente a culturas polimicrobianas de
isolados de Candida resistentes ao FLZ.

Combinacédo de ProVB e FLZ Cultura Polimicrobiana
Concentracédo (ug/mL) Contagem das Espécies (log)
ProvB FLZ CG CP CT CK
31,25 128 ZERO ZERO ZERO ZERO
31,25 64 ZERO ZERO ZERO ZERO
31,25 32 ZERO 4,3 4,6 ZERO
31,25 16 ZERO 5 ZERO ZERO
31,25 8 ZERO 4.8 ZERO ZERO
15,625 128 ZERO ZERO ZERO ZERO
15,625 64 ZERO ZERO ZERO ZERO
15,625 32 ZERO ZERO ZERO ZERO
15,625 16 4,3 ZERO ZERO 4,3

15,625 8 ZERO 54 ZERO ZERO




Continuacao da TABELA 8

Combinagédo de ProVB e FLZ Cultura Polimicrobiana
Concentracédo (ug/mL) Contagem das Espécies (log)
ProvB FLZ CG CP CT CK
7,813 128 ZERO ZERO ZERO ZERO
7,813 64 ZERO ZERO ZERO ZERO
7,813 32 4,9 5,4 ZERO 5,7
7,813 16 4,6 ZERO ZERO ZERO
7,813 8 4,3 5,2 ZERO 4,8
3,906 128 ZERO ZERO ZERO ZERO
3,906 64 ZERO ZERO ZERO ZERO
3,906 32 ZERO 5,4 4,3 53
3,906 16 4,9 5,8 ZERO 53
3,906 8 53 5,8 ZERO 51
1,953 128 ZERO 5 ZERO ZERO
1,953 64 ZERO ZERO ZERO ZERO
1,953 32 ZERO 6,5 ZERO ZERO
1,953 16 5,9 4,6 ZERO ZERO
1,953 8 ZERO 6,5 ZERO ZERO
0,978 128 ZERO 6,4 ZERO ZERO
0,978 64 ZERO 4,3 ZERO 4,9
0,978 32 ZERO 5,6 ZERO 4,9
0,978 16 4.8 6,1 ZERO 51
0,978 8 5,8 6,5 ZERO 4,6

CG: C. glabrata; CP: C. parapsilosis, CT: C.tropicalis; CK: C. krusei.
Concentracao inibitéria minima (CIM) de FLZ para CT (72A): >128 pg/mL
CIM de FLZ para CK (ATT6258): 32 ug/mL
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4.6 Interacdo da Fracdo Enriquecida em Benzofenonas da

Propolis Vermelha com Anidulafungina

Apos realizada a leitura com MTT e calculado o dano celular do
ensaio checkerboard, as combinacfes da fracdo enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha e AND foram analisadas comparando com o dano
ocasionado por esses agentes antifingicos sozinhos. A tabela 9 demonstra até
quatro combinacdes de concentracdes da fragdo enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha brasileira e AND escolhidas para cada isolado que
melhoraram a atividade antifungica e que tiveram dano celular superior a 50%.
Para dois isolados de C. parapsilosis (CP RLO1Im e CP RLO7m), essa
combinagdo demonstrou diminuicdo no dano celular comparado aos agentes
antifangicos sozinhos e para um isolado dessa mesma espécie (CP RL13m)
todas as combinacdes ndo apresentaram diferenca estatistica. Essas
combinacdes de concentracfes também estdo expostas na tabelo 9.

A analise estatistica realizada para cada isolado comprovou que 0s
danos celulares de todos os isolados de C. glabrata e de dois isolados de C.

parapsilosis foram significativamente maiores na associacao (p<0,05).

TABELA 9. Dano celular da fragdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira
(ProVB) combinada com anidulafungina (AND) expressos em porcentagem (%6).

Isolado Combinacédo ProVB + AND
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB AND ProvB AND ProvB AND ProvB AND
CP RLO1Im C (ng/mL) 31,25 0,5 15,625 0,5 31,25 0,03125 - -

DCS (%) 90,6" 931" 85,6" 931" 90,6" 3,8°¢ - -
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Isolado Combinacéo ProVB + AND
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB AND ProvB  AND ProvB  AND ProvB  AND
DCC (%) 57,9° 50,1° 90,0+" -
CPRLO7m  C(ug/mL) 15,625 0,25 15,625 0,125 15,625 0,0625 1,953 0,5
DCS (%) 78,18 44,2° 78,18 17,5" 78,1% 7,96 6,0° 95,7%
DCC (%) 35,2° 45,5°° 50,4 94,5%"
CPRL1Im  C (ug/mL) 7,813 0,0625 3,906  0,0625 - - - -
DCS (%) 17,1° 19,4° 10,2° 19,4° - - - -
DCC (%) 55,2" 53,4*" - -
CPRL13m  C (ug/mL) 1,953 0,25 - - - - - -
DCS (%) 6,1° 93,2" - -
DCC (%) 96,0*" -
CPRL27m  C (ug/mL) 7,813 0,01563 7,813  0,03125 3,906 0,125 1,953 0,125
DCS (%) 35,7° 4,3" 35,7° 5,91 14,95 30,3 12,97 30,3°F
DCC (%) 92,38 90,9"® 88,6° 61,1°
CGRLO3m  C (ug/mL) 1,953 0,01563 1,953  0,00784 - - - -
DCS (%) 32,5° 17,6° 32,5° 12,0° -
DCC (%) 56,4" 53,2+ -
CGRLO9M  C (ug/mL) 1,953 0,01563 - - - - - -

DCS (%)

27,08 9,5°
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Isolado Combinacéo ProVB + AND
Comb 1 Comb 2 Comb 3 Comb 4
ProvB AND ProvB  AND ProvB  AND ProvB  AND
DCC (%) 51,9+ - - -
CGRL12m  C (ug/mL) 3,906 0,03125 3,906 0,01563 1,953 0,01563 - -
DCS (%) 21,6° 10,0% 21,6° 8,7% 7,55 8,7%
DCC (%) 73,9 55,5 65,3+
CGRL34m  C (ug/mL) 3,906 0,03125 3,906  0,01563 1,953 0,03125 1,953  0,01563
DCS (%) 33,4° 70,6 33,4° 13,9° 20,85 70,6 20,8F 13,9%
DCC (%) 95,8" 93,4"8 83,5° 90,8+"®
CGRL37m  C (ug/mL) 3,906  0,015625 3,906 0,00784 3,906 0,00392 1,95  0,01563
DCS (%) 28,8° 15,17 28,8° 11,07 28,8° 5,9" 8,3¢" 15,17
DCC (%) 95,1* 76,3° 53,8 93,1+

C: concentragdes dos agentes antifiingicos; DCS: dano celular dos agentes antifingicos sozinhos; DCC: dano
celular dos agentes antifingicos combinados;
Letras diferentes acima do dano celular representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05).
*combinagdo de agentes antiflingicos utilizada para calcular o indice da concentracéo inibitoria fracionada (ICIF)
Comb 1-4: quatro combinagBes de concentracdes da ProVB e AND escolhidas para cada isolado que
melhoraram a atividade antifingica e que tiveram dano celular superior a 50%. Quando foi constatada menos de
guatro combinacdes com aumento do dano celular da combina¢éo, ha a representagéo por um trago (-).

Para os isolados CP RLO1 m, CP RLO7m e CP RL13m, nenhuma das combinag¢des de concentra¢des testaram
aumentaram o dano celular, também demostrado na tabela.

A tabela 10 representa o efeito da combinacao da fracdo enriquecida

em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira com a AND a partir do calculo

do ICIF. Essa associacdo apresentou efeito sinérgico para apenas um isolado

de C. glabrata. O efeito de aditividade esteve presente para dois isolados de C.

parapsilosis e para trés de C. glabrata. Os outros quatro isolados se mostraram

indiferentes frente a essa associagao.
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TABELA 10. Efeito da combinacdo da fracdo enriquecida em benzofenonas da
com anidulafungina (AND) no ensaio

propolis vermelha brasileira (ProVB)
checkerboard para os diferentes isolados.

Isolado CIM (ug/mL) CIM combinacao (ug/mL) CIF ICIF  Interacéao
ProVvB AND ProVB AND ProVvB AND
CP RLO1Im 15,625 0,5 31,25 0,031 2 0,0625 2,0625 Ind
CP RLO7m 15,625 0,5 1,953 0,5 1 0,125 2,125 Ind
CP RL11m 15,625 0,125 3,906 0,0625 0,25 0,5 0,75 Ad
CP RL13m 15,625 0,25 1,953 0,25 0,125 1 1,125 Ind
CP RL27m 15,625 0,25 7,813 0,015625 0,5 0,0625 0,5625 Ad
CG RLO3m 3,906 0,03125 1,953 0,00784 0,5 0,25 0,75 Ad
CG RL0O9m 3,906 0,03125 1,953 0,015625 0,5 0,5 1,00 Ind
CG RL12m 7,813 0,0625 1,953 0,03125 0,25 0,5 0,75 Ad
CG RL34m 7,813 0,03125 1,953 0,015625 0,25 0,5 0,75 Ad
CG RL37m 7,813 0,0625 1,953 0,015625 0,25 0,25 0,5 Sin

As interacdes foram classificadas como Sinergismo (Sin), Aditividade (Ad), Indiferenca (Ind) e Antagonismo (Ant).

CIM; concentragéo fungicida minima
CIF: concentragéo inibitdria fracionada

ICIF: indice da concentracao inibitoria fracionada

Os gréficos representados na figura 4 expressam o comportamento

de todos os isolados frente a combinacdo da fracdo enriquecida em

benzofenonas da prépolis vermelha e AND. Pode-se observar que varias

combinac¢des de concentracdes apresentaram um maior dano celular e, quando

em combinacdo, FLZ diminuiu até 16 vezes sua concentracao inibitéria minima

(MIC/16).
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FIGURA 4. Porcentagem de dano celular dos isolados no ensaio checkerboard frente a
fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha brasileira (ProVB) e
anidulafungina (AND) isoladamente e em combinacéo.

O eixo horizontal demonstra a concentracdo da fracdo enriquecida em benzofenonas da
propolis vermelha representada de forma proporcional a sua concentracdo inibitoria
minima (CIM). O eixo de profundidade demonstra a concentragdo de FLZ representada de
forma proporcional a sua CIM. O eixo vertical representa o dano celular. O cédigo do

isolado é mostrado acima de cada gréfico.
Letras diferentes acima do dano celular representam diferenga estatistica significativa

(p <0,05).
*Combinacao utilizada para o célculo do indice de concentragéo inibitoria fracionada (ICIF)

4.7 Efeito do Ergosterol Ex6geno

A propriedade da fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis
vermelha brasileira se ligar diretamente ao ergosterol foi avaliada pela adicao
de concentracfes variadas de ergosterol exdgeno para a determinacdo da CIM.
A presenca de excesso de ergosterol demonstrou aumentar de 16 a 128 vezes
os valores de CIM para AnfB (farmaco usada como controle), conforme

demostra a tabela 11. A presenca de ergosterol exdgeno ndo diminuiu a
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suscetibilidade dos isolados frente a fracdo enriquecida em benzofenonas da
propolis vermelha (tabela 12), sugerindo que este produto ndo atue se
complexando ao ergosterol da célula. Todas as espécies testadas se

comportaram da mesma maneira, como demonstra a figura 5.

TABELA 11. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em pg/mL, da
anfotericina B (AnfB) para isolados cultivados em meio isento de ergosterol e em
concentracdes crescentes de ergosterol (ug/mL).

Isolado CIM AnfB

Concentracdo de Ergosterol Exdgeno

0 50 100 150 200 250

CP RL13m 0,5 2 4 8 16 16
CP RL27m 1 2 4 8 16 16
CG RLO3m 0,5 2 4 8 16 16
CG RL37m 0,5 2 4 8 16 16
CT 72A 0,125 0,5 1 2 8 16

CK ATCC 6258 1 2 4 8 16 16

TABELA 12. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), em pg/mL, da fragédo
enriguecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira (PropVB) para isolados
cultivados em meio isento de ergosterol e em concentragdes crescentes de ergosterol

(Mg/mL).

Isolado CIM PropVB

Concentragdo de Ergosterol Exégeno

0 50 100 150 200 250
CP RL13m 15,625 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813
CP RL27m 15,625 7,813 7,813 7,813 7,813 7,813
CG RLO3m 3,906 1,953 1,953 1,953 1,953 1,953
CG RL37m 7,813 3,906 3,906 3,906 3,906 3,906
CT 72A 31,25 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625

CK ATCC 6258 31,25 15,625 15,625 15,625 15,625 15,625
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FIGURA 5. Efeito das diferentes concentracdes do ergosterol exdgeno (50-250 pug/mL) na CIM
de anfotericina B (preto) e da fracéo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha
brasileira (cinza) para as quatro espécies de Candida testadas.

Os caddigos dos isolados sdo mostrados acima de cada grafico.
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4.8 Efeito Sobre a Parede Celular

A presenca do sorbitol como estabilizador osmético da parede
celular promove aumento do valor de CIM dos compostos que atuam sobre a
parede (ESCALANTE et al., 2008). Os valores de CIM para as amostras de
prépolis no ensaio com adicao de sorbitol podem ser observados na tabela 13.

Na presenca de sorbitol no meio de cultura, os isolados diminuiram
de 8 a 64 vezes sua suscetibilidade a AND. Quando a fracdo enriquecida em
benzofenonas da propolis vermelha brasileira foi testada contra os isolados em
um meio suplementado com sorbitol, os valores de CIM aumentaram de 8 a 32
vezes, 0 que € um indicio que os compostos presentes nesta fracdo afetam a

parede celular de espécies de Candida.

TABELA 13. Valores de concentracao inibitéria minima (CIM), em pg/mL, lidos em 2 e
7 dias da anidulafungina (AND) e da fracdo enriquecida da prépolis vermelha brasileira
(ProVB) para isolados cultivados em meio isento de sorbitol e em meio com 0,8M de
sorbitol.

Isolados CIM AND CIM ProVvB
2 dias/ 7 dias 2 dias/ 7 dias
Sem Sorbitol Com Sorbitol Sem Sorbitol Com Sorbitol
CP RL13m 0,25/ 0,25 0,25/ 2 15,625/ 31,25 15,625/ 1000
CP RL27m 0,25/ 0,25 0,25/ >2 15,625/ 15,625 15,625/ 250
CG RLO3m 0,03125/ 0,03125 0,0625/ 0,25 3,906/ 7,813 15,625/ 125
CG RL37m 0,03125/ 0,03125 0,0625/ 0,25 7,813/ 15,625 15,625/ 125
CT 72A 0,03125/ 0,03125 0,25/ >2 15,625/ 31,25 62,5/ 500

CK ATCC 6258 0,03125/ 0,03125 0,0625/0,25 15,625/ 15,625 62,5/ 250
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4.9 Viabilidade Celular e Ensaio Cometa

A Figura 6 mostra a porcentagem de células de leucécitos humano
invidveis e o indice de dano no DNA para o controle negativo (NC), controle
positivo (PC), controle do diluente utilizado nos ensaios (DMSOC) e para cinco
concentracfes da fragdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira.

Conforme a figura 6A, as trés concentracdes mais baixas de propolis
apresentaram poucas celulas inviaveis, significativamente menores que o
controle positivo (p<0,05) e sem diferenca estatistica do controle negativo.
Entretanto a concentracdo de 500 pg/mL mostrou-se tao téxica quanto o
controle positivo e a concentragdo de 250 pg/mL apresentou inviabilidade
intermediaria (p<0,05). Com relagéo a analise do ensaio cometa, representado
na figura 6B, as concentracdes da fracdo enriquecida em benzofenonas da
propolis vermelha analisadas ndo mostraram dano no DNA, com diferencas
significativas do controle positivo (p<0,05) e ndo demonstrando diferenca

estatistica significativa quando comparado com o controle negativo.
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FIGURA 6. Inviabilidade celular e dano no DNA.

A) Inviabilidade celular para a fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis
vermelha brasileira em cinco diferentes concentragdes; B) indice de dano no DNA
verificado através do Ensaio Cometa. NC: controle negativo (PBS); PC: controle
positivo (Agua oxigenada); DMSO C: controle do diluente utilizado nos ensaios (DMSO
2%); P7: fracdo enriguecida em benzofenonas da prépolis vermelha na concentracdo
de 7,813 pg/mL; P31: 31,25 pg/mL; P125: 125 pg/mL; P250: 250 pg/mL; P500: 500
pg/mL.

Letras diferentes implicam diferenca estatistica significativa.
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5 DISCUSSAO

Apesar da introducédo de uma nova geracao de agentes antifingicos,
uso de terapia combinada e melhor padronizacdo dos testes de
susceptibilidade, a resisténcia aos farmacos ainda é um desafio para
tratamento de infec¢Bes fungicas (Kanafani & Perfect, 2008; Chapeland-Leclerc
et al., 2010; Pfaller, 2012). Provavelmente o motivo do aumento na frequéncia
de isolamento de espécies de CNA seja a reducdo da suscetibilidade dessas
espécies frente aos antifungicos (Pfaller & Diekema, 2010a; Pfaller, 2012). O
uso generalizado de agentes antimicrobianos resulta no surgimento de cepas
resistentes aos medicamentos entre populacdes anteriormente suscetiveis.
Essas cepas resistentes surgem na populacdo durante a exposicdo aos
agentes antimicrobianos através de um processo de evolucdo adaptativa. Por
selecdo natural, o mutante se expande na populacdo até se tornar o clone
dominante (Huang & Kao, 2012). Resisténcia ao FLZ entre Candida spp. tem
sido relatada quando o farmaco € usado extensivamente (Richardson, 2005;
Pasqualotto et al., 2008).

A aquisicd@o de resisténcia in vitro de C. albicans aos azdis devido a
exposicao a esses agentes tem sido extensivamente investigada, assim como
0s mecanismos de resisténcia (White, 1997; Marr et al., 1998; Sanglard et al.,
1998; Sanglard et al., 1999; Marr et al., 2001). Apesar da emergéncia de CNA
na ultima década, ainda sao poucos o0s estudos relacionados ao
desenvolvimento de resisténcia nessas espécies (Barchiesi et al., 2000; Borst

et al., 2005; Pinto E Silva et al., 2009).
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Os resultados do nosso estudo ressaltam a capacidade de espécies
de C. glabrata e C. parapsilosis adquirirem resisténcia in vitro ao FLZ apds
exposicao a esse farmaco (tabela 2), como demostrado em estudos anteriores
realizados com espécies de Candida (Marr et al., 2001; Pinto e Silva et al.,
2009). Trés dos cinco isolados de C. parapsilosis desenvolveram resisténcia
guando expostos a concentracdes de 16 pg/mL de FLZ e, no final do processo,
os isolados aumentaram de duas a 128 vezes o valor de CIM. O isolado CP
RLO7 permaneceu sensivel e o isolado CP RLO1 passou a fenétipo SDD. Pinto
e Silva et al. (2009) também demonstraram aquisicdo de resisténcia dessas
espécies apos exposicao a 16 pg/mL de FLZ, porém os cinco isolados testados
em seu trabalho apresentaram essa caracteristica. Entretanto, deve-se
ressaltar que o tempo de exposicdo dos isolados em nosso trabalho foi de 16
dias, enquanto que Pinto e Silva et al. (2009) expuseram os isolados ao FLZ
por 30 dias.

Em nosso estudo, verificamos que os isolados de C. glabrata
apresentaram uma elevacao de CIM superior aos isolados de C. parapsilosis
apos exposicdo a 8 pg/mL de FLZ. Porém os isolados de C. glabrata s6
desenvolveram o fenétipo de resisténcia depois de expostos a 64 pg/mL,
aumentando de 64 a 128 vezes os valores das CIMs. O breakpoint de
resisténcia ao FLZ para C. parapsilosis € menor que para C. glabrata (tabela
1), de acordo com o documento M27-S4 (CLSI, 2012), e isso pode contribuir
para uma mais rapida mudanca de fenotipo observada na primeira espécie.

Borst et al. (2005), ao analisarem o desenvolvimento de resisténcia

em trés isolados de C. glabrata, observaram o aparecimento do fenoétipo de
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resisténcia em dois isolados apés exposicdo a 16 pg/mL de FLZ. O terceiro
apenas tornou-se resistente quando cultivado em meio contendo 64 pg/mL,
assim como se comportaram quatro dos cinco isolados dessa espécie
estudados em nosso laboratério. As mutacdes espontaneas sao muito
infrequentes. Os constantes valores de CIM ao longo do processo para as
linhagens incubadas em meio isento de antifiangico apoiam fortemente essa
hipotese.

Adicionalmente, quando os isolados foram cultivados em meio livre
de FLZ por 30 dias, as CIMs para esses isolados reverteram para valores mais
baixos, porém continuavam elevados comparados as CIMs antes da inducao
da resisténcia (tabela 2). Os trés isolados de C. parapsilosis mantiveram-se
resistentes corroborando com os resultados encontrados por Pinto e Silva et al.
(2009), que também demonstraram diminuicdo de apenas uma diluicdo nos
valores de CIM sem alteracdo de fenétipo, quando C. parapsilosis resistentes
foram subcultivadas livres de FLZ. Embora trés isolados de C. glabrata tenham
perdido seu fendtipo de resisténcia, essa espécie continuou apresentando
valores de CIMs 32 a 64 vezes maiores que as CIMs iniciais (tabela 2). Borst et
al. (2005) ao subcultivarem os isolados de C. glabrata com resisténcia
adquirida ao FLZ em meio isento de farmaco por 122 dias, observaram perda
do fendtipo de resisténcia apenas para um dos quatro isolados testados. A CIM
deste isolado diminuiu apenas uma diluicdo e manteve-se estavel por 73 dias
de cultivo. Porém esse decréscimo de CIM ocorreu no tempo que coincide com
a alteracdo das condi¢fes de subcultura de meio liquido para meio solido. Essa

guestao tem importancia ao correlacionar com os resultados do nosso trabalho,
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onde o subcultivo foi realizado diretamente em meio solido e a perda do
fendtipo também foi verificada.

Tobudic et al. (2007) compararam a resisténcia adquirida in vitro de
C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis para FLZ, VRZ e CSP. Esses
autores observaram que esses trés farmacos induzem resisténcia facilmente a
C. tropicalis, e C. albicans tornou-se rapidamente resistente ao VRZ, enquanto
C. krusei e C. glabrata mostraram CIM estaveis apds exposicdo. Barchiesi et al.
(2000) também observaram o rapido desenvolvimento de resisténcia em C.
tropicalis ao FLZ, podendo ser observada apds a primeira subcultura na
presenca do farmaco.

A resisténcia cruzada ao triazol ITZ foi observada para trés isolados
de C. glabrata (tabela 4), assim como demonstram estudos anteriores
realizados por Borst et al. (2005), e para um isolado de C. parapsilosis. Apesar
de ndo desenvolverem fendtipo de resisténcia, outros trés isolados
apresentaram aumento de CIM, um deles passando de sensivel a SDD (CP
RL11m).

Nenhum isolado apresentou resisténcia cruzada aos representantes
imidazdlicos (MCZ e CTZ) utilizados nesse estudo, entretanto aumento da CIM
foi evidenciada para esses dois farmacos (tabela 4). Diversos estudos
demonstram a resisténcia cruzada entre os triazois (Marr et al., 1998; Barchiesi
et al., 2000; Marr et al., 2001; Borst et al., 2005) nas espécies de Candida,
entretanto a resisténcia cruzada aos imidazois € pouco relatada. Marr et al.
(1998, 2001) observaram resisténcia cruzada em C. albicans ao CTZ e

Ghannoum et al. (2011), apdés um estudo da exposicdo de espécies de Candida
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ao MCZ, demonstrou aumento de CIM sem alteracdo de fenotipo; e mesmo
isolados resistentes ao FLZ n&o demonstraram desenvolvimento de resisténcia
para o MCZ, sugerindo que nao existe risco de resisténcia cruzada entre esses
dois farmacos.

Além disso, todos os isolados de C. parapsilosis expostos ao FLZ
apresentaram também mudancas macromorfolégicas (Phenotypic switching) no
presente trabalho. Vargas et al. (2000) relacionaram Phenotypic Switching a
niveis elevados de resisténcia aos antifungicos - incluindo 5FC, VCZ, FLZ, e
AnfB em C. albicans, evidenciando que essas mudancas podem ter efeito
sobre a sensibilidade aos farmacos. Phenotypic switching é bastante estudado
em C. albicans, e alguns autores ja relataram esse fendmeno para C.
parapsilosis (Laffey & Butler, 2005; Bliss et al., 2012). Phenotypic switching foi
descrita pela primeira vez em C. parapsilosis por Lott et al. (1993) e
posteriormente por Enger et al. (2001). As diferencas na morfologia da colénia
foram associadas com variagcdes nas proporcdes das células, distribuicdo de
quitina na parede celular, brotamento e presenca de pseudo-hifas (Enger et al.,
2001; Laffey & Butler, 2005). Estudos demonstram que essa caracteristica
pode estar relacionada com a viruléncia, aderéncia e também com a
capacidade de formacéo de biofilme (Laffey & Butler, 2005).

Estudos demonstram que a dindmica de aquisicdo de resisténcia
entre as espécies de Candida varia. Candida albicans necessita de um maior
tempo de exposi¢cdo para adquirir esse fenotipo e a resisténcia é considerada
transitoria (Marr et al., 1998). Apesar do mecanismo de resisténcia nédo ter sido

elucidado neste trabalho, a ativacdo das bombas de efluxo parece ser o
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mecanismo de resisténcia mais importante aos azois (Sanglard & Odds, 2002).
Os antifungicos CTZ, FLZ, ITZ e VRZ séo facilmente transportados por essas
bombas (Chau et al., 2004).

A resisténcia a C. albicans esta intimamente associada ao aumento
do RNAm para os genes CDR que codificam transportadores de bomba de
efluxo da familia ABC (Marr et al., 1998; Marr et al., 2001). A resisténcia a C.
tropicalis tem sido relacionada ao aumento da expressao dos genes CDR1 e
MDR1 (Barchiesi et al., 2000).

Em estudo de indugé&o de resisténcia in vitro de C. glabrata, foi
observado que a expressao dos genes de efluxo, CDR1 e CDR2, foi minima
nos isolados iniciais e consideravelmente mais elevada nos mutantes
resistentes (Borst et al., 2005), mesmo apos a remoc¢do do FLZ do meio de
cultura; e alteracGes na expressdo de ERG11, o gene que codifica a enzima
lanesterol 14a-desmetilase, eram pequenas. Os genes superexpressos nos
isolados mutantes do estudo mencionado acima sdo 0S responsaveis pela
ativacdo das bombas de efluxo da familia ABC e estas bombas nao
demonstraram estar relacionadas com a resisténcia adquirida pelos isolados de
C. glabrata estudados em nosso trabalho. Apesar de Borst et al. (2005)
relacionarem a resisténcia dessa espécie a ativacdo das bombas de efluxo e
nao encontrarem relacdo com a superexpressao de ERG 11, outros estudos
tém associado a superexpressao desse gene a resisténcia aos azois em C.
glabrata (Henry et al.,, 2000; Redding et al., 2003), demonstrando que
mecanismos diferentes podem estar associados a resisténcia dentro de uma

mesma espécie.
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Sobre 0 mecanismo de resisténcia investigado, os isolados de C.
parapsilosis também ndo apresentaram ativacdo da bomba de efluxo ABC,
corroborando com Pinto e Silva et al. (2009). Esses autores ndo verificaram
relacdo entre os isolados de C. parapsilosis com resisténcia in vitro ao FLZ a
atividade das bombas de efluxo e levantaram a hipotese de que a resisténcia
induzida dessa espécie pode ser devido a uma mutacdo nos genes que
codificam enzimas da via da biossintese do ergosterol. Segundo eles,
sensibilidade diminuida do alvo é provavelmente o mecanismo de resisténcia
principal a azbis em C. parapsilosis.

Resisténcia a quase todos os principais agentes antifingicos tem
sido relatada em isolados clinicos de Candida spp. (Sanglard & Odds, 2002), o
que representa um grande problema de salde publica, ainda mais que o
arsenal de agentes antifungicos é limitado. Dessa forma mostra-se importante
realizar testes de aquisicdo de resisténcia in vitro na etapa de prospeccao de
um novo medicamento. Devido a alta necessidade da introducdo de novos
antifangicos eficazes, diversas substancias naturais estdo sendo estudadas
guanto a atividade antifungica (Barros et al., 2013; Danielli et al., 2013), porém
nao encontram-se na literatura estudos da capacidade dessas substancias
induzirem resisténcia em fungos.

Em nosso trabalho pudemos observar que a prépolis vermelha
brasileira, além de apresentar resultados satisfatérios quanto a inibicdo de
espécies de Candida, também demonstrou ser um produto ndo indutor de
resisténcia de in vitro. Isso péde ser demonstrado através dos valores

constantes de CIM apos exposicao de espécies de C. glabrata e C. parapsilosis
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a concentracdes crescentes desse produto. Em nenhuma etapa do processo
de inducdo de resisténcia, os isolados mostraram-se menos suscetiveis. Os
valores de CIM para C. glabrata foram de 3,906 e 7,813 pg/mL (dependendo
do isolado) e 15,625 pg/mL para C. parapsilosis (tabela 3). Righi et al. (2011) e
Trusheva et al. (2006) também demonstraram atividade antifingica relevante
da prépolis vermelha brasileira para esse género. Além disso, os isolados com
resisténcia induzida ao FLZ continuaram apresentando os mesmos valores de
CIM para a fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha,
demonstrando que o mecanismo de resisténcia desenvolvida ao FLZ por esses
isolados possivelmente ndo se aplica a propolis vermelha brasileira.

O modo de acdo dos agentes antifUngicos pode ser um fator que
contribui para o surgimento de resisténcia aos medicamentos. Andes et al.
(2006), observaram que a atividade fungicida/bactericida dos antimicrobianos
pode efetivamente reduzir o tamanho da populacdo dos patdgenos e, assim,
diminuir a frequéncia de mutacdes. Um agente fungistatico reduz em menor
grau a dimensdo da populacéo, possivelmente conduzindo a uma populacéo
mais heterogénea contendo varios mutantes. Entretanto, parece que esta
relacdo ndo é a justificativa para os isolados ndo desenvolverem resisténcia a
fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis vermelha, visto que esta
apresentou caracteristicas fungistaticas nas concentracdes testadas neste
estudo (tabela 4).

Porém deve-se ressaltar que a propolis € uma substancia complexa,
possivelmente contendo varias substancias com propriedades antifingicas.

Além disso, Takaisi-Kikuni & Schilcher (1994) verificaram a presenca de



97

diversos possiveis mecanismos de acdo para a propolis. Foi observada
atividade na membrana, parede celular e na replicacdo do DNA, entre outros
mecanismos ainda desconhecidos. Dessa maneira, a evolucdo da resisténcia
pode ser mais dificil, uma vez que varios mecanismos de adaptacdes deveriam
ser desenvolvidos pelos fungos, exigindo varias mutacdes concomitantes.

Essa hipotese nos levou a pesquisar a atividade antifungica desse
produto frente a uma cultura polimicrobiana formada por diferentes espécies de
Candida resistentes ao FLZ. Os mecanismos de resisténcia para essas quatro
espécies ndo foram elucidados em nosso estudo, porém acredita-se que
diferentes mecanismos estejam envolvidos.

Ha relatos da atividade de prépolis frente a micro-organismos
resistentes (Ugur et al., 2000; Raghukumar et al., 2010; Shokri et al., 2011),
entretanto nenhum estudo foi conduzido para investigar se a propolis vermelha
brasileira demonstra ser efetiva para espécies de Candida resistentes, e a
influéncia desse produto em culturas polimicrobianas formada por esses micro-
organismos. Shokri et al. (2011) verificaram que extrato etandélico de propolis
originado do Iran apresentou atividade frente a 14 isolados de C. glabrata
resistentes ao FLZ. Os valores de CIM para esse produto variaram de 0,5
mg/mL a 5 mg/mL. Yarfani et al. (2010), em pesquisa realizada no mesmo pais
com dois tipos diferentes de propolis, verificaram que a CIM frente a cepas de
C. albicans resistentes ao FLZ variavam de 2 a 20 mg/mL. Nas duas situacdes
as propolis apresentaram propriedades antifUngicas, entretanto foram
observados valores de CIM muito superiores aos encontrados em nosSso

estudo. Essa variagdo de CIM frente a Candida sp. resistentes ao FLZ
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observada entre as amostras de propolis de diferentes origens, possivelmente
se atribui aos compostos quimicos encontrados em cada uma delas. Yarfani et
al. (2010) e Shokri et al. (2011) encontraram polifendis (principalmente acido
fendlico) como os constituintes majoritarios, enquanto em nossa amostra de
propolis foram encontradas benzofenonas polisopreniladas (Fasolo et al.,
2014). Nesse contexto, mostra-se a importancia da préopolis vermelha brasileira
frente a isolados resistentes ao FLZ.

Ao testar a prépolis frente a espécies de Candida cultivadas juntas,
observamos sua 6tima atividade frente a culturas polimicrobianas formadas de
isolados resistentes ao FLZ (tabela 5), e, por isso, podemos afirmar que
provavelmente este produto consegue contornar, ao mesmo tempo, diferentes
estratégias de adaptacao/resisténcia desenvolvidas por espécies de Candida.

Ainda, observamos que a sensibilidade de algumas espécies pode
ser alterada na presenca de outras e melhorar a resposta. O isolado mais
sensivel a prépolis incluido nessa pesquisa foi C. glabrata RL37m, e todos 0s
isolados diminuiram a CIM quando cultivados junto a esse. O isolado de C.
krusei ATCC 6258 e o isolado de C. tropicalis 72A, 0s quais apresentaram
menor suscetibilidade em monocultura, também diminuiram a CIM quando
cultivados juntos, ou com o isolado de C. parapsilosis RL27m (tabela 5).

Segundo Thein et al. (2009), interacao de duas espécies de Candida
pode inibir o crescimento das espécies devido a competicdo pelos nutrientes ou
metabdlitos toxicos produzidos por uma das espécies. Ja foi constatada

interacdo antagodnica entre C. albicans e C. krusei (Thein et al., 2007), e C.
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albicans e C. dubliniensis (Kirkpatrick et al., 2000). Estudos de culturas mistas
de CNA sao escassos.

Entretanto, em nosso estudo, os resultados de reducédo de CIM das
espécies na presenca de C. glabrata ndo podem ser explicados por competicao
de nutrientes, visto que a contagem de células da cultura polimicrobiana sem a
presenca de propolis demonstrou que C. glabrata (o isolado mais sensivel) foi
aguela com menor grau de crescimento. A producdo de um fator de inibicdo
(metabdlitos secundérios) por uma espécie em resposta a perda por
competicdo de nutrientes pode ser uma hipétese, assim como a producédo de
fatores de inibicdo por mais de uma espécie a0 mesmo tempo. Porém, uma
investigacdo mais aprofundada do metabolismo desses micro-organismos €
necessaria para uma melhor compreensao.

A contagem de células em uma concentracdo uma diluicdo menor
que a CIM da propolis demonstrou que a maioria das combinacbes de
policulturas, antes de sua inibicdo total, apresentava C. tropicalis em maior
quantidade. Entretanto, isso pode ter ocorrido devido a sua suscetibilidade a
prépolis ser menor, como também devido a sua vantagem de crescimento em
relacdo as outras espécies. Entretanto, apesar desta apresentar vantagem de
crescimento, a CIM foi diminuida para todas as policulturas onde ela estava
presente, fortalecendo a hipdétese de que fatores de inibicdo possam estar
envolvidos.

Este ndo é o Unico estudo que demonstra aumento de sensibilidade a
prépolis quando micro-organismos sdo cultivados juntos. Al-Walili et al. (2012)

observaram que Staphylococcus aureus mostrou-se mais suscetivel quando
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cultivado junto a Escherichia coli e C. albicans, assim como C. albicans
também mostrou aumento da suscetibilidade. Entretanto, a causa desse
comportamento ainda nao foi pesquisada.

Outro resultado particularmente interessante desse trabalho é que
além da resisténcia ao FLZ em espécies de Candida néo ter influéncia sobre a
suscetibilidade a fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha,
este produto pode, ainda, aumentar a suscetibilidade destes isolados ao FLZ
(tabela 6). Os resultados encontrados no ensaio checkerboard desmontaram
que a CIM do FLZ pode diminuir até 16 vezes quando em associacdo com
concentracfes subinibitérias desta fracdo de prépolis (figura 3). Foi constatado
o efeito sinérgico de prépolis e FLZ para a maioria dos isolados (tabela 7). E,
embora o efeito sinérgico ndo tenha sido observado em trés dos 10 isolados, a
analise do dano celular deixou claro que a combinacao foi significativamente
(p<0,005) mais efetiva para todos eles. Esses achados apoiam os resultados
encontrados por outros autores sobre acdo sinérgica de prépolis com
antimicrobianos (Fernandes et al., 2005; Onlen et al., 2007; Orsi et al., 2012).
Ja existem, também, relatos da propolis diminuir a resisténcia em bactérias
(Mirzoeva et al., 1997; Nostro et al., 2006; Orsi et al., 2006). Estudos da
associacdo desse produto com antifUngicos s&o ainda pouco abordados.
Holderna & Kedzia (1987) observaram que a combinac¢éo de propolis com NAT
melhora a acdo em C. albicans e Stepanovic et al. (2003) relataram a melhora
da acdo nessa espécie quando prépolis foi combinada com NIT. Porém, é
complexo comparar os resultados de diferentes estudos, visto que variacbes

nas composi¢des de propolis sdo encontradas e isso provavelmente leva a
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diferentes acbes na combinacdo com os farmacos, além de métodos de
extracdo que também divergem.

A associacdo da fracdo enriquecida em bezofenonas da propolis
vermelha e FLZ também revelou sinergia para a cultura polimicrobiana formada
de isolados resistentes ao FLZ (tabela 7). Ao contrario dos resultados
apresentados para a propolis sozinha (tabela 5), a associacdo de propolis e
FLZ mostrou ser mais efetiva para a C. tropicalis em policultura, observando
que em apenas duas combinacdes esta esteve presente (tabela 8). E
importante salientar que este isolado foi 0 menos suscetivel ao FLZ sozinho e a
prépolis sozinha em monocultura. A competicdo de nutrientes novamente nao
se aplica aqui, visto que C. tropicalis foi a espécie em maior nimero no controle
realizado sem os agentes antifingicos. Propolis também demonstrou sinergia
com mel em estudo realizado por Al-Waili et al. (2012) em culturas
polimicrobianas, entretanto o efeito da associacdo da prépolis a farmacos
antifangicos em culturas polimicrobianas nado foi avaliado anteriormente. Nosso
estudo também demonstrou que a associacdo de propolis e FLZ, ambas
fungistéticas nas concentracfes testadas, quando agindo juntas em culturas
polimicrobianas podem ocasionar um efeito fungicida. Isso pode ocorrer devido
aos diferentes alvos de acdo, que quando atuando juntos possivelmente
proporcionem lise celular.

Ao contrario do FLZ, a AND nao mostrou efeitos sinérgicos
relevantes (tabela 10). A associagédo da fragdo enriquecida em benzofenonas
da prépolis vermelha com AND s6 apresentou efeito sinérgico para um isolado

de C. glabrata. Para todos os outros isolados, essa combinacdo demonstrou
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aditividade ou indiferenca. Ao analisarmos a inviabilidade celular através do
MTT (tabela 9), verificamos que sete dos isolados apresentaram dano celular
significativamente aumentado frente a associacdo. Segundo Baddley &
Pappas (2005), trés combina¢des de mecanismos antifungicos podem resultar
em efeitos sinérgicos: (1) uma substancia com a¢do na membrana celular pode
aumentar a penetracdo de substancias com acdo no DNA ou na sintese
proteica - AnfB ou azois combinados a 5FC; (2) combinacdo de agentes que
inibam diferentes etapas na via bioquimica — TBF e azéis; (3) substancia com
acao na parede celular em associacdo com substancia com a¢do na membrana
— Equinocandinas com azéis ou AnfB.

Como ja foi mencionado anteriormente, acredita-se que varios
mecanismos estejam envolvidos no modo de acédo da propolis frente a micro-
organismos (Takaisi-Kikuni & Schilcher, 1994). Entretanto, o mecanismo de
acao da propolis vermelha brasileira frente a fungos ainda nao foi investigado.
Os resultados do ensaio do ergosterol exdgeno realizados em nosso trabalho
demostraram que a fragdo da propolis avaliada ndo tem acdo se complexando
ao ergosterol da membrana (figura 5). E possivel, como observado por outros
autores (Takaisi-Kikuni & Schilcher, 1994; Mirzoeva et al., 1997), que a propolis
possa interferir na membrana fangica, porém estudos envolvendo outros
mecanismos relacionados a essa estrutura sdo necessarios para demonstrar
essa agao.

O ensaio do sorbitol demonstrou que a fracdo enriquecida em
benzofenonas da propolis vermelha brasileira tem forte agéo na parede celular.

A AND inibe a formacéo de B-1,3-D-glucana, componente essencial da parede



103

(Flevari et al.,, 2013). O efeito aditivo ou indiferente encontrado para a
associacdo da fracdo da propolis estudada e AND (tabela 10) pode ser
explicado pela semelhanca no modo de acdo desses agentes antifungicos
sobre as espécies de Candida, levando a soma das atividades ou nao
interferéncia. Porém testes adicionais, como analise e quantificacdo dos
componentes da parede celular, devem ser realizados para reforcar essa
teoria.

Além disso, essa acéo relevante na parede celular pode facilitar a
penetracdo de FLZ na célula, elevando sua concentracdo intracelular e
permitindo maior resposta ao FLZ. Mesmo se bombas de efluxo estivessem
superexpressas (principal mecanismo de resisténcia relacionado a Candida
sp.), a relacdo entrada/saida do FLZ aumentaria na presenca de propolis,
aumentando também a probabilidade do FLZ ligar-se a sua enzima alvo.
Ressalta-se que a propolis € uma mistura complexa formada por diversas
substancias, e a possibilidade de alguma delas ligar-se ao FLZ havendo
formacdo de uma nova molécula com maiores propriedades antifingicas néo é
descartada. Somado a isso, é possivel que melhores resultados sejam
demonstrados in vivo, visto que ja foi constatado que prépolis possui
propriedade anti-inflamatoéria e imunomoduladora (Sforcin & Bankova, 2011), e
estas podem vir a contribuir na resposta terapéutica do individuo.

Cabe destacar que estas explicagcdes sdo apenas suposi¢des, pois
0S mecanismos de resisténcia ao FLZ dos isolados aqui testados ainda nao
foram elucidados, bem como todos o0s possiveis mecanismos de acdo da

prépolis também nado foram avaliados. Portanto, estudos mais aprofundados
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devem ser conduzidos para melhor entender os mecanismos envolvidos nessa
associacao.

Sobre o0 ensaio de viabilidade celular realizado (figura 6), é
altamente relevante notar que as duas concentragcdes mais altas da fracéo
enriqguecida em benzofenonas da prépolis vermelha, as quais apresentaram
leucdcitos inviaveis, sdo aproximadamente de 15 a 128 vezes (dependendo do
isolado) maiores que as CIMs. Pode-se observar que mesmo concentracdes 8
a 31 vezes mais elevadas (125 pg/mL) que as CIMs ndo demonstraram
toxicidade celular in vitro. Estd bem documentado na literatura que mutacdes
genéticas podem agir por diferentes etapas no processo de carcinogénese e
alguns testes, como o teste cometa, identificam agentes genotoxicos e
substancias com potenciais riscos para a saude humana (De Flora et al., 1996;
Ross & Margolis, 2005). Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que
a prépolis vermelha brasileira ndo causa leséo significativa ao aparelho celular
genético humano em nenhuma das concentracdes testadas.

Enfim, os resultados expostos no presente trabalho foram
estimulantes, uma vez que Candida spp. podem ser resistentes a diversos
agentes antifungicos, e a fracdo enriquecida em benzofenonas da propolis
vermelha brasileira demonstrou ser estavel frente a mecanismos de resisténcia
desenvolvidos por ela. Embora estudos clinicos controlados sejam necessarios
para definir a real eficacia, a prépolis ou a associacdo desta com FLZ pode

constituir uma alternativa para o tratamento desses patdgenos resistentes.



105

6 CONCLUSOES

A patrtir dos resultados obtidos foi possivel inferir que:

v A fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira ndo diminuiu sua atividade frente a espécies de Candida apos
repetidas exposicbes a esse agente antifungico, ndo provocando o
desenvolvimento de resisténcia in vitro. Ao contrario, o antifingico mais
amplamente utilizado - FLZ, foi capaz de induzir a resisténcia na maioria dos
isolados e isso pode estar relacionado a alta frequéncia de isolados resistentes
a esse farmaco encontrados na clinica médica.

v A resisténcia adquirida ao FLZ néo foi correlacionada a ativagao
das bombas de efluxo ABC, sugerindo que os genes CDR1 e CDR2 nao estéo
superexpressos nesses isolados; e que outros mecanismos de resisténcia,
como ativacdo de bombas de efluxo da familia MFS ou mutacdes em genes
relacionados a biossintese do ergosterol possam estar envolvidos;

v Resisténcia adquirida mostrou-se estavel para a espécie de C.
parapsilosis e a maioria dos isolados de C. glabrata perderam seu fenétipo de
resisténcia depois de subcultivo em meio livre de FLZ, demonstrando que
diferentes mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos nas duas
espécies;

v A diminuicdo de suscetibilidade dos isolados expostos ao FLZ foi
verificada ao 1TZ, MCZ e CTZ, e a resisténcia cruzada ao ITZ foi evidenciada

em alguns isolados;
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v A fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira mostrou-se ativa para os isolados resistentes ao FLZ, sem mudanca
na CIM, e sugere possivelmente uma maior margem de seguranca quanto a
ameaca de resisténcia cruzada entre esses dois agentes antifingicos;

v' A cultura polimicrobiana formada de espécies de Candida
resistentes ao FLZ mostrou-se sensivel a fragcdo enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha brasileira, demonstrando a possibilidade da propolis ser
capaz de combater diferentes estratégias de adaptacdo criadas por esses
micro-organismos;

v' A combinacdo da fracdo enriguecida em benzofenonas da
prépolis vermelha brasileira com FLZ demonstrou efeitos sinérgicos para a
maioria dos isolados e para a cultura polimicrobiana formada de espécies de
Candida resistentes ao FLZ. Entretanto, a combinacéo desta fragdo com AND
demonstrou efeitos aditivos ou indiferentes para a maioria dos isolados. Esse
estudo possibilita determinar o potencial uso medicinal da prépolis em
combinacdo com FLZ no combate a espécies de Candida e, uma vez que é
comum isolados desse género apresentarem resisténcia, o sinergismo relatado
agui € de relevancia e pode constituir uma alternativa para o tratamento das
infeccbes ocasionadas por esses patdgenos;

v A fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira ndo apresentou aumento da CIM quando ergosterol foi adicionado ao
meio de cultura, propondo que esta ndo tem capacidade de se ligar ao

ergosterol; e, quando o protetor osmotico sorbitol foi adicionado ao meio, a CIM
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aumentou, indicando um mecanismo de acdo na parede celular de espécies de
Candida;

v A fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha
brasileira ndo demonstrou ser uma substancia capaz de causar dano ao DNA
de células humanas e estas tornaram-se inviaveis apenas em concentracdes
muito superiores as concentracdes com atividade antifingica, demonstrando

ser, provavelmente, um produto com ampla margem de seguranca.
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7 PERSPECTIVAS

O aumento de imunocomprometidos e de doentes em estado critico
tem conduzido ao elevado numero de infec¢des flngicas invasivas, crescendo
também o interesse cientifico em novos agentes antifingicos ou substancias
que possam ser Uteis como adjuvantes no tratamento dessas infeccdes. O
interesse por produtos naturais com efeito antifGngico e espectro de acao
contra cepas resistentes tem sido alvo de buscas por parte de muitos
pesquisadores. No presente trabalho, que precedeu o estudo pré-clinico, a
fracdo enriquecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira mostrou-
se promissora para ser utilizada associada ao FLZ ou isoladamente. Portanto,
formulacbes farmacéuticas associadas a farmacos antifungicos padrbes, a
partir do presente trabalho, se tornaram um novo desafio.

Além disso, diante dos resultados obtidos, uma série de outros
estudos podem ser guiados:

v Avaliacdo da fracdo enriguecida em benzofenonas da propolis
vermelha brasileira em associacdo com 0s principais agentes das outras
diferentes classes de antifungicos, incluindoTBF, AnfB e 5FC, os quais séo
farmacos utilizados para o tratamento de infeccbes ocasionadas por espécies
de Candida e que possuem relatos relacionados a resisténcia;

v’ Caracterizacdo do mecanismo de acédo da fracdo enriquecida em
benzofenonas da propolis vermelha brasileira com identificagdo de seu alvo de
acdo na parede celular; além disso, investigar outros possiveis mecanismos
gue possam estar envolvidos concomitantemente através de testes que

avaliam enzimas especificas, assim como testes que incluam dano da sintese
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proteica e DNA, e também uso de ferramentas de microscopia para
visualizacdo do dano ocasionado pela fracao.

v' Verificar se a associacéo da fracdo enriquecida em benzofenonas
da propolis vermelha brasileira e FLZ também €& capaz de demonstrar
resultados satisfatérios em testes in vivo;

v Avaliacdo das alterac6es no genoma das células expostas ao FLZ
para possivel identificacdo dos mecanismos de resisténcia, bem como avaliar
possivel repressdo génica ocasionada pelo tratamento com a fracdo
enriguecida em benzofenonas da prépolis vermelha brasileira sobre estas
células;

v Investigar o metabolismo das diferentes espécies de Candida
qguando elas sdo cultivadas juntas para verificar se realmente ha a producao de
fatores de inibicdo por alguma(s) espécie(s) e a influéncia desses fatores
associados ao tratamento com a fracdo enriquecida em benzofenonas de
prépolis vermelha brasileira;

v O estudo de outras espécies de Candida nao-albicans também
pode ser bastante importante, uma vez que 0 uso generalizado de terapias
antifangicas no combate as infec¢cdes provocadas por fungos tem levado ao
aparecimento de novas espécies atuando como patdégenos e aumentando a
resisténcia aos antifingicos utilizados na clinica médica;

v Por fim, avaliar o efeito da exposicdo a concentracdes
subinibitérias dessa fragdo em outros fatores de viruléncia de espécies de
Candida, como a producdo de enzimas hidroliticas, adesdo as células

epiteliais, imunomodulacao e interacdo com macrofagos;
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9 ANEXO 1

)

natucentro

SETOR DE CONTROLE DA QUALIDADE
LAUDO DE ANALISE

Produto: Propolis Vermelha
Lote: 43 /11

Produzido em: Agosto /2011
‘Validade: Agosto / 20i3

Fabricante: Natucentro Industria e Apidrios Centro Oeste Ltda.

SIF: 4059

ANALISES ESPECIFICACOES RESULTADOS

Massa mecénica Mix. 40 % (m/m) 34,94%

Cera Max. de 25 % (m/m) 2,43%

Sélidos soluveis Min. de 35 % (m/m) 49,13 %
Atividade de oxidag#o Max. de 22 seg 13 seg

Pretocolo do Clorts de Aluminiy A Rrie

Minerais Méx. De 5 % (m/m) 1,27 %
Umidade Méx. De 8 % (m/m) 7,1 %
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U Gustavo Lucas Go‘}ng:zﬂves
Técnico em Laboratério
CRQ-MG 02202372
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