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RESUMO

objetivo deste estudo foi avaliar a composicdo quimica e a atividade antifungica da

propolis Brasileira Verde (abelhas Apis mellifera) e Jatai (abelhas Tetragonisca

angustula) frente ao Sporothrix brasiliensis provenientes de isolados clinicos de c3es,
gatos e humanos. Os produtos apicolas foram preparados nas formas de extratos
hidroalcodlicos, e a composicao quimica foi determinada pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. A atividade antifungica sobre S. brasiliensis
(n: 20) foi determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo (M38-A2 do Clinical
and Laboratory Standards Institute), adaptado para o uso de produtos naturais. Os extratos
apicolas foram testados nas concentragdes de 50 a 1,56 mg/mL, e o itraconazol utilizado
como controle antifungico foi testado nas concentracées de 16 a 0,03 pg/mL. Os testes
foram realizados em duplicatas e os resultados expressos em concentragdo inibitoria minima
(CIM). Na analise quimica, foi observada um maior conteldo fendlico total em relacdo ao
conteudo flavondide total, para ambos os extratos, havendo um maior contetdo fenélico na
propolis verde. Dos seis acidos fendlicos e nove flavondides detectados pela cromatografia,
foram quantificados rutina, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico e acido p-
cumadrico, sendo este o ultimo presente em altas concentragdes para ambas as amostras,
especialmente na propolis verde. Ao avaliar a atividade antifungica sobre S. brasiliensis,
nenhum dos extratos apresentou atividade inibitéria nas concentragées testadas (CIM >50
mg/mL). Os isolados clinicos apresentaram sensibilidade in vitro ao itraconazol nas CIM >16
a 0,25 pg/mL. Entretanto, foram observadas cepas resistentes ao itraconazol.

Palavras-chave: Esporotricose. Resisténcia antifungica. Itraconazol. Alternativa terapéutica.
Propolis.
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INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca infecciosa causada por fungos do complexo Sporothrix
schenckii (MARIMON et al., 2007), sendo a espécie Sporothrix brasiliensis de ocorréncia
frequente nos surtos da doenca em felinos no Brasil (MONTENEGRO et al.,, 2014,
SANCHOTENE et al., 2015; WALLER et al., 2016a, 2016b). Essa micose acomete o homem e
0s animais domésticos através da inoculagdo traumatica acidental com material vegetal
contaminado (ARAUJO et al., 2015) ou pela mordedura/arranhadura de animais doentes,
principalmente por felinos domésticos, constituindo uma transmissdao zoondtica de

importancia em saude publica (MADRID et al., 2012; SILVA et al., 2012; XAVIER et al., 2004).

A doenca é caracterizada por lesdes nodulares e ulcerativas no tecido subcutaneo, porém, o
envolvimento linfatico e até mesmo sistémico pode ocorrer nas formas severas da doenca
(BARROS et al., 2010; PAIXAO et al., 2015). O tratamento consiste no uso de medicamentos
antifungicos, sendo o itraconazol considerado o farmaco de eleicdo (MADRID et al., 2012;
ROSSI et al.,, 2013). Entretanto, o surgimento de isolados fungicos com capacidade de
resisténcia aos farmacos tem sido relatado (STOPIGLIA et al., 2014; WALLER et al., 2016a,

2016b), alertando para a necessidade da busca por novas moléculas antifungicas.

Dentre os produtos naturais promissores para a elaboragao de farmacos antimicrobianos,
estdo aqueles de origem apicola, como a prépolis, cujas propriedades terapéuticas foram
atribuidas aos compostos flavondides (CUSNHIE; LAMB, 2005; SONMEZ et al., 2005). Tanto a
propolis Brasileira produzida por abelhas Apis mellifera, como a prépolis verde e vermelha,
apresentaram atividade antiflingica contra Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis (FREIRES et al., 2016; PIPPI et al., 2015), Trichophyton spp.
(SIQUEIRA et al., 2009), Malassezia pachydermatis (CARDOSO et al., 2010) e Paracoccidioides
brasiliensis (SALOMAO et al., 2004, 2008). Por sua vez, a prépolis Jatai, produzida por
abelhas Tetragonisca fiebrigi, foi ativa contra C. albicans e C. glabrata (CAMPOS et al., 2015).

Ha um estudo sobre a sensibilidade in vitro do S. schenckii ao extrato etandlico da prépolis
Brasileira Verde coletada no Parana e Minas Gerais (SALOMAO et al., 2008). Entretanto, ndo
ha literatura acerca da atividade antifingica da propolis brasileira frente ao S. brasiliensis,

principal agente nos surtos de esporotricose no Brasil. Assim, este estudo objetivou avaliar a
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atividade anti-Sporothrix brasiliensis das prépolis Brasileira Verde e Jatai e suas respectivas

constituicbes quimicas.
MATERIAL E METODOS
Material apicola

Propolis verde produzida por abelhas A. mellifera foi adquirida comercialmente (Néctar
Farmacéutica® LTDA, Siderdpolis/SC, Brasil), ao passo que a propolis Jatai produzida por
abelhas Tetragonisca angustula foi adquirida de um meliponario local (Morro Redondo/RS,

Brasil).
Preparo do extrato hidroalcodlico

Os materiais foram preparados na forma de extratos hidroalcodlicos (PAULINO et al., 2002),
sendo previamente congelados a -70 °C, para posterior trituracdo. A extracdo foi realizada
em solucdo contendo alcool 96 °GL na proporc¢ao de 1:3 de prépolis para alcool, sob agitacdo
por 24 horas, a 37 °C. O solvente foi evaporado e a matéria seca resultante foi dissolvida em
tampdo fosfato (pH 7,2) e emulsificada (EUMULGIN® HRE-40), para obtencdo da
concentragdo de 100 mg/ml. O composto foi esterilizado em filtro hidrofilico com

porosidade de 22 um, sendo diluido com agua destilada estéril até a concentragdo de uso.
Analise da constituicao quimica

A composicdo quimica dos extratos de prdpolis foi determinada por cromatografia liquida,
onde 10 pl dos extratos foram injetados em cromatodgrafo liquido de ultra-alta eficiéncia
(Shimadzu, Prominence) acoplado a um espectrOmetro de massas de alta resolucdo
(MicrOTOF-Q, Bruker Daltonics). Os compostos fendlicos foram separados utilizando pré-
coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2,0 x 150 mm, 100 A, 3 um) Phenomenex
(Torrance, CA, USA). O espectrometro de massas foi operado no modo ESI negativo, com
voltagem do capilar em 4000 V, pressao do gds de nebulizacdo (N,) de 2 bar, gas de secagem
em 8 L/min e temperatura da fonte de 180 °C, usando os parametros padrdoes do
equipamento. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10 mM, e os espectros de
massa foram processados através do software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics). Para

quantificacdo dos compostos fendlicos e flavondides, curvas de calibracdo foram
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preparadas, utilizando os padrées externos de dacido gdlico, catequina, 4acido 4-
hidroxibenzadico, acido clorogénico, epitequina, acido cafeico, acido vanilico, acido siringico,
acido p-cumdrico, acido ferulico, rutina, acido eldgico, miricetina, quercetina, hesperetina,
kaempferol, luteolina, apigenina, pinocembrina, crisina e galangina, nas concentragoes
variando de 0 a 10 pg/mL. Os compostos fendlicos presentes nas amostras foram
caracterizados pela sua UV/Vis (220-800 nm), e os tempos de retengdo calculados em

relacdo aos padroes externos e os espectros de massa.
Atividade anti-Sporothrix brasiliensis

Para o teste de suscetibilidade antifungica, foram utilizados 19 isolados clinicos de S.
brasiliensis, sendo oriundos de gatos (n: 9) e cdes (n: 9) com esporotricose dos municipios de
Pelotas e Rio Grande/RS, Brasil, e um isolado de humano (n: 1), além de uma cepa-padrdo de
S. brasiliensis (IPEC 16919 — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, FIOCRUZ, Rio de
Janeiro/RJ, Brasil). A identificacdo fungica através da analise molecular foi realizada pelo
Laboratério de Micologia Médica e Molecular, Universidade Federal de Sdo Paulo (Sdo
Paulo/SP, Brasil), por meio da técnica do Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (PCR-restriction fragment length polymorphism - RFLP) (RODRIGUES et al., 2014a).
Os isolados fungicos utilizados eram provenientes da micoteca do Centro de Pesquisa e
Diagndstico em Micologia Veterindria, Universidade Federal de Pelotas (Pelotas/RS, Brasil), e
eram identificados como 5120, s121, s122, 5123, s124, s125, s127, s143 e s144 (para isolados
felinos) e s10, s53, s74, s89, s101, s104, s114, s126 e s152 (para isolados caninos).

Para a avaliagao da suscetibilidade antifungica, foi realizada a técnica de microdiluigdo em
caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)
com adaptacdes, e os resultados expressos em concentragdes inibitérias minimas (CIM) e
concentragdes fungicidas minimas (CFM). Os inéculos fungicos foram preparados a partir de
coldnias jovens filamentosas cultivadas em &gar batata-dextrose durante 7 dias a 35 °C e
ajustados em espectrofotdbmetro (Spectrum Instruments Co., Xangai, China) na
transmitancia de 80 a 82% ao comprimento de onda fixado a 530 nm. As suspensées foram
diluidas em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium, Sigma, Steinhiem,

Alemanha), suplementado com glicose a 2% e MOPS [acido 3-(N-morfolino)-propano
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sulfénico] (1:50, v/v). As propolis foram testadas nas concentracbes entre 50 a 1,56 mg/mlL,
e suas diluicdbes foram realizadas seriadamente em RPMI-1640 suplementado sobre
microplacas de 96 pogos. Para o controle negativo, 200 pL de RMPI-1640 suplementado foi
adicionado sobre um poco, ao passo que, para o controle positivo, 100 uL de RMPI-1640
suplementado e 100 plL dos indculos foram adicionados. Como controle antifungico,
itraconazol (Sporanox®, Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda., lote TLL 089, Sdo José dos
Campos/SP) foi preparado em dimetil-sulféxido (DMSO), conforme as diretrizes do CLSI, e
testados nas concentracdes de 16 a 0,03 pg/mL. As microplacas foram incubadas a 27 °C por
72 horas para leitura dos valores da CIM, e todos os experimentos foram realizados em

duplicatas e repetidos duas vezes.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das analises qualitativas e quantitativas dos extratos da prépolis Brasileira Verde e
jatai (Tabela 1), um maior conteudo fendlico total em relacdo ao flavonéide total para ambas
as amostras foi observado, o qual é tipico nas amostras de prépolis amarela, verde, marrom
e vermelha do Brasil (MACHADO et al., 2016). Ainda, os conteudos fendlicos e flavondides
totais foram superiores na prépolis Verde em comparacdo a Jatai, estando em concordancia
com a literatura (PEREIRA et al., 2002). Considera-se que outros compostos, além de acidos
fendlicos e flavondides podem estar presentes, pois amostras de propolis produzidas por
abelhas T. fiebrigi apresentaram altas quantidades de acido kaurendico, retinol, colesterol,
tocoferol, cinamil cafeina, entre outros (CAMPOS et al., 2015), podendo estar presentes na

amostra Jatai estudada.
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Tabela 1 - Caracterizagcdo quimica das prépolis Brasileiras Verde e Jatai e respectivos conteudos fendlico e
flavondide totais em mg/g (média + SD).

Compostos quimicos Te”.’p" de retencdo Propolis
(minutos) Verde (%) Jatai (%)
Acidos fenélicos
Acido gélico 5.41 n.d. n.d.
Acido 4-hidroxibenzéico 11.17 + +
Acido siringico 12.45 n.d. n.d.
Acido vanilico 12.12 n.d. n.d.
Acido caféico 12.05 0.61 +
Acido clorogénico 11.27 0.96 0.26
Acido p-cumarico 13.67 52.09 6.6
Acido ferulico 14.01 0.64 0.09
Acido elagico 15.21 + +
Flavondides
Catequina 10.25 n.d. n.d.
Hesperetina 17.33 + +
Pinocembrina 19.49 + +
Apigenina 18.24 + +
Crisina 20.12 + +
Luteolina 17.30 + +
Epicatequina 11.74 n.d. n.d.
Galangina 20.53 + +
Kaempferol 18.00 + +
Miricetina 15.52 n.d. n.d.
Quercetina 16.89 + +
Rutina 14.64 3.71 0.65
Conteudo fendlico total * 41.84 £5.39 3.93+0.54
Conteudo flavonéide total ° 11.40+1.49 2.05+0.53

® mg de acido galico/grama de extrato; b mg de epicatequina/grama de extrato; + detectado; n.d. - ndo

detectado.

A composicdo quimica entre as prépolis foi similar no que tange a avaliagdo qualitativa,
mesmo que produzidas por diferentes espécies de abelhas, o que pode decorrer da planta
utilizada para a produgdo apicola. Sawaya et al. (2004) descreveram que essa similaridade
quimica ocorre porque a principal planta utilizada pelas abelhas T. angustula para a
producdo da propolis Jatai — a Schinus terebinthifolius ou “aroeira-vermelha” — esta
amplamente presente no territorio brasileiro e, por esse motivo, também ¢é utilizada pelas

abelhas A. mellifera para a produgao de outras propolis, como a verde. Dos compostos
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avaliados, foram quantificados o flavondide rutina e os acidos clorogénico, ferulico e cafeico
em ambas as prépolis, além do acido p-cumarico, que também foi majoritario na propolis

coletada na Polonia (SOCHA et al., 2015), e cuja atividade antioxidante tem sido relevante.

O acido p-cumarico tem sido descrito como potencial antifingico de forma isolada ou em
combinacdo com os 4acidos cafeico e dihidrocindnico, induzindo a uma atividade
imunomoduladora em mondcitos humanos sobre C. albicans (CARDOSO et al., 2017). Além
disso, a degradacdo da parede celular fungica pelo acido cafeico e seus derivados ja foi
demonstrada como mecanismo de agdo da atividade antifungica desses compostos (MA et
al., 2010), bem como a ruptura da membrana plasmatica (SUNG; LEE, 2010). Esse complexo
quimico tem sido atribuido a atividade antifungica das prdpolis Brasileira Verde e Jatai
contra Candida spp. (CAPISTRANO et al., 2013; SALOMAO et al., 2008) e Trichophyton spp.
(NGATU et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2009).

Em S. schenckii, os extratos das prépolis Brasileira Verde e da prépolis Bulgara (SALOMAO et
al., 2008) foram ativos em concentrac¢des seriadas de 16 a 2 mg/mL, promovendo a inibicdo
do crescimento fungico entre 15 a 25 mm. Embora o estudo tenha atribuido essa atividade a
composicao majoritaria do acido p-cumarico, o mesmo nao foi observado sobre os isolados
clinicos de S. brasiliensis no nosso estudo (Figura 1), pois ndo foi observada atividade
inibitdria nas concentracgoes testadas das propolis verde e Jatai (CIM>50 mg/mL), mesmo na

presenca do acido p-cumdrico em ambas as amostras.
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Figura 1 - Resultado da atividade in vitro dos extratos hidroalcodlicos da prépolis Brasileira Verde (PV) e Jatai
(PJ) sobre Sporothrix brasiliensis de origem felina, canina e humana, além da cepa-padrdao humana (n: 20),
demonstrando a auséncia de atividade antifingica nas concentracdes testadas de 50 a 1,56 mg/mL (CIM: >50
mg/mL).

Em relacdo ao controle antifungico, os isolados clinicos de S. brasiliensis apresentaram uma
variacdo na sensibilidade in vitro ao itraconazol, cujos valores da CIM variaram de 0,03 a
maior que 16 pg/mL para os isolados de caninos e felinos. Por sua vez, o isolado clinico
humano testado foi sensivel na CIM de 16 ug/mL, ao passo que a cepa-padrdo humana foi a
1 pug/mL (Figura 2). Os resultados demonstraram a ocorréncia de resisténcia ao itraconazol in
vitro, seguindo o ponto de corte sugerido pelo documento M38-A2 (CLSI, 2008), o qual
designou a sensibilidade ao itraconazol para os isolados de Sporothrix spp. com valores de
CIM inferiores a 4 ug/mL, e a resisténcia para os que apresentaram valores de CIM maiores
ou iguais a 4 pg/mL. Do total de 20 S. brasiliensis testados, 75% (15/20) foram resistentes in
vitro ao itraconazol, alertando para a dificuldade no controle antifingico, ja observadas em
casos de esporotricose animal e humana no Brasil (BORBA-SANTOS et al., 2015; RODRIGUES
et al., 2014b; WALLER et al., 2016a, 2016b), o que torna necessaria a busca por novas

moléculas antifungicas ativas.
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Figura 2 - Resultado da atividade in vitro do itraconazol sobre Sporothrix brasiliensis de origem felina (n: 9),
canina (n: 9) e humana (n: 1), além da cepa-padrdo humana (n: 1), indicando atividade antifiingica nas
concentracdes inibitérias minimas de >16 a 0,25 ug/mL.

Embora os produtos ndao tenham apresentado atividade antifingica nas concentragdes
testadas, Waller et al. (2017) demonstraram que o extrato hidroalcodlico da prépolis
marrom foi ativo sobre S. brasiliensis resistentes ao itraconazol. Assim, supOe-se que o
potencial antimicrobiano das diferentes prdpolis seja dependente da espécie de abelha e
das plantas utilizadas para a coleta de pdlen (WAGH, 2013), uma vez que as abelhas A.
mellifera utilizam Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida por alecrim-do-campo
(OLIVEIRA et al., 2014), e Eucalyptus sp. (FREITAS et al., 2010) para a producdo das propolis
verde e marrom, respectivamente. Além disso, a auséncia da detecc¢do dos acidos vanilico e
siringico nas amostras estudadas pode ter influenciado nos resultados, pois foram
detectados na propolis marrom ativa (WALLER et al., 2017) e com comprovada atividade

antifungica (MERKL et al., 2010; PANYO et al., 2016).
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CONCLUSAO

Os extratos das propolis Brasileiras Verde e Jatai apresentaram analise quimica similar, com
alto conteudo fendlico total em relagdo ao conteudo flavondide total. Na analise
guantitativa, observou-se a composicdo majoritaria do acido p-cumarico. Na atividade
antifungica, os extratos de ambas as propolis ndo foram ativos sobre S. brasiliensis nas
concentragoes testadas. Em relagao ao itraconazol, observou-se a presenga de S. brasiliensis

resistentes ao itraconazol.

CHEMICAL COMPOSITION AND /N VITRO ACTIVITY OF GREEN AND JATAI
BRAZILIAN PROPOLIS ON CLINICAL ISOLATES OF Sporothrix brasiliensis

ABSTRACT

of Green (bee Apis mellifera) and Jatai (bee Tetragonisca angustula) Brazilian propolis

against Sporothrix brasiliensis obtained from clinical isolates of dogs, cats and humans.
The products were prepared as hydroalcoholic extracts, and the chemical composition was
analyzed by high efficiency liquid chromatography coupled with a mass spectrometer. The
antifungal activity on S. brasiliensis (n: 20) was determined through the broth microdilution
technique (M38-A2 document of Clinical and Laboratory Standards Institute), adapted to
natural products. The extracts were tested from the concentrations of 1.56 to 50 mg/mlL,
and itraconazole was used as antifungal control from 0.03 to 16 pg/mL. The tests were
performed in duplicate and the results were expressed in minimal inhibitory concentrations
(MIC). In the chemical analysis, a higher total phenolic content in relation to total flavonoid
content was observed for both extracts, with a higher phenolic content in the green
propolis. Among the six phenolic acids and nine flavonoids detected by chromatography,
rutin, cafeic acid, chlorogenic acid, ferulic acid and p-coumaric acid were the compounds
guantified, being this last compound present in high concentrations for both samples, mainly
in green propolis. In the antifungal activity on S. brasiliensis, none of the extracts showed
inhibitory activity in the tested concentrations (MIC >50 mg/mL). The clinical isolates showed
in vitro sensibility to itraconazole in the MIC up to 16 to 0,25 pg/mL, but itraconazole-
resistant isolates were observed.

The aim of this study was to evaluate the chemical composition and antifungal activity

Keywords: Sporotrichosis. Antifungal resistance. Itraconazole. Therapeutic alternative.
Propolis.
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COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD IN VITRO DE PROPOLEO VERDE Y JATAI
DE BRASIL EN AISLAMIENTOS CLINICOS DE Sporothrix brasiliensis

RESUMEN

| objetivo del estudio fue evaluar la composicidon quimica y la actividad antifungica de

propdleos Brasilefios Verde (abejas Apis mellifera) y Jatai (abejas Tetragonisca

angustula) contra Sporothrix brasiliensis a partir de aislados clinicos de perros, gatos y
seres humanos. Los productos fueron preparados en forma de extractos hidroalcohdlicos y
la composicién quimica fue determinada por cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas. La actividad antifungica contra S. brasiliensis (n: 20) fue
determinada por la técnica de microdilucién en caldo (M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute), adaptado para el uso de productos naturales. Los extractos de
propoleos fueron evaluados en concentraciones de 50 a 1,56 mg/mL y el itraconazol
utilizado como un control antifungico fue testado en concentraciones de 16 a 0,03 pg/mL.
Los tests fueron realizados por duplicado y los resultados se expresaron como concentracion
inhibitoria minima (CIM). En el andlisis quimico, un mayor contenido total fendlico en
relacion al contenido total de flavonoides se observd para ambos extractos, con un mayor
contenido fendlico en propdleo verde. De los seis acidos fendlicos y nueve flavonoides
detectados por cromatografia, los compuestos cuantificados fueron rutin, acido clorogénico,
acido cafeico, acido ferulico y acido p-cumarico. Este ultimo compuesto estaba presente en
altas concentraciones para ambas muestras, especialmente en propdleo verde. Al evaluar la
actividad antifungica contra S. brasiliensis, ninguno de los extractos mostraron actividad
inhibitoria en las concentraciones (CIM >50 mg/mL). Los aislados clinicos mostraron
susceptibilidad in vitro al itraconazol en las CIM > 16 a 0,25 pg/mL. Sin embargo, se
observaron aislados resistentes a itraconazol.

Palabras clave: Esporotricosis. Resistencia antimicdtica. Itraconazol. Terapia alternativa.
Propédleo.
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