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Avaliacdo e caracterizacdo de propriedades antifungicas e antioxidantes

de Propolis Portugués

Ana Jodo Pereira Gomes

RESUMO

O propolis ¢ um produto de origem natural, resinoso e balsamico, produzido por abelhas a partir
de exsudados recolhidos das plantas que sao digeridos parcialmente por enzimas salivares e misturados
com cera e outros produtos do metabolismo das abelhas. Este produto ¢ utilizado pelas abelhas para
manutencao da integridade estrutural e estado sanitario da colmeia.

Do ponto de vista quimico, o prépolis € uma mistura complexa de compostos de natureza
variada, sendo a sua composicao quimica dependente do ano e, em particular, da vegetacao local bem
como do modo de recolha, pelo que se torna dificil a sua padronizacao. Apresenta igualmente uma
diversidade de propriedades biolégicas - nomeadamente atividade antimicrobiana, antitumoral,
antioxidante, e anti-inflamatoria - que tém sido geralmente relacionadas com a presenca de alguns
compostos como flavonoides, acidos fendlicos e os seus ésteres.

O propolis portugués é ainda um produto pouco explorado. Apresenta no entanto propriedades
interessantes, que tém suscitado o interesse em caracterizar os seus perfis quimicos e de bioatividades,
no sentido de avaliar o seu potencial para aplicacdes diversas. O objetivo deste trabalho prende-se com
o estudo de duas amostras de propolis nacional, particularmente no que diz respeito a sua
caracterizacdo quimica e a avaliacdo do seu potencial antiflngico, visando a possibilidade da utilizacao
deste produto natural em aplicacées médicas e cosméticas. O propolis usado neste trabalho foi recolhido
em dois apiarios - um localizado no Gerés (G) e outro no Pereiro (P), em 2017 - sendo usados para obter
os extratos etanolicos (EEs) que foram caracterizados e posteriormente testados nos diferentes ensaios
realizados.

G17.EE e P17.EE apresentaram elevado poder antioxidante, distinguindo-se de outros EEs
preparados com amostras de propolis da mesma proveniéncia mas recolhidas em anos diferentes, bem
como atividade antimicrobiana contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Estas bioatividades,
associadas a uma composicao rica em compostos fenolicos, renovam o interesse nestas amostras de
prépolis para aplicacdes futuras.

Na avaliacao do potencial antifungico, um dos principais objetivos deste trabalho, pretendeu-se

estabelecer um método reprodutivel e fiavel, preferencialmente rapido, que permitisse revelar e
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comparar o efeito dos extratos num painel de fungos filamentosos com interesse clinico. Ambos os
métodos estudados - 0 método de diluicdo em meio liquido e 0 método de diluicao em placa — poderao
ser usados para o efeito, embora o primeiro se revele mais interessante se o tempo de ensaio for um
parametro a priveligiar e o segundo ofereca vantagens quando se pretende conhecer o comportamento

fungico face aos extratos em analise.
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Evaluation and characterization of antifungal and antioxidant properties

of Portuguese Propolis

Ana JoZo Pereira Gomes

ABSTRACT

Propolis (bee glue) is a resinous and balsamic substance of natural origins. It is produced by
bees from exudates gathered from plants which are partially digested by salivary enzymes and mixed
with beeswax and other products of bees’ metabolism. This natural product is used by bees for the
maintenance of the structural integrity as well as the sanitary status of the beehive.

From a chemical point of view, propolis is a complex mixture of compounds of varied nature.
Propolis chemical composition changes according to the year, and particularlly, according to the
surroundings flora as well as with the harvesting mode, which makes propolis standardization very
difficult. It also presents an equally diverse set of biological priorities - mainly antimicrobial, anti-tumour,
antioxidant and anti-inflammatory activitieswhich have been generally related to the presence of some
copounds such as flavonoids, phenolic acids and their esters.

Portuguese propolis is still a poorly explored product. However, it shows very interesting
properties that have developed interest in characterizing its chemical and bioactivity profiles in order to
assess its potential for multiple usages. The goal of this work concerns the study of two samples of
Portuguese propolis, particularly with regard to their chemical characterization and the evaluation of their
antifungal potential, aiming at the possibility of using this natural product in medical and cosmetic
applications. The propolis used in in this research work was collected in two different apiaries - one
located in Gerés (G), and the other in Pereiro (P), in 2017. In this work these samples were used to
obtain ethanolic extracts (EEs) that were characterized and later tested in the different tests performed.

G17.EE e P17.EE showed high antioxidant power, diverging from other EEs prepared with
propolis samples from the same source but collected in different years. G17.EE e P17.EE also display
antimicrobial activity against bacteria, yeasts and filamentous fungi. These bioactivities, associated to a
composition rich in phenolic compounds, renew our interest in these propolis samples for future
applications.

In the evaluation of the antifungal potential, one of the main objectives of this work, the goal was

to establish a reproducible and reliable method, preferably fast, that would allow to reveal and to compare



the effect of the extracts against a panel of filamentous fungi of clinical interest. Both methods studied -
the liquid dilution method and the plate dilution method - may be used for this purpose, although the
former is more interesting if the test time is the parameter to be valued whereas the second method

offers advantages when the fungal behavior is under analysis..
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atividade antifungica.
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1.1. Prépolis

A palavra "prépolis" provem do grego [("pro" = em favor de) + ("polis" = cidade)], significando,
num contexto geral, em defesa da cidade. No caso das abelhas, considera-se a “defesa da cidade” como
a defesa da colmeia, uma vez que usam o prépolis na construcdo das colmeias e na protecado contra
predadores. O prépolis & também utilizado na reparacdo de danos, como isolante térmico e na manutencéo
de um ambiente asséptico que previne infecdes microbianas (Burdock, 1998; Chan et al., 2013).

O prépolis € uma goma ou resina de composicao complexa e de cor verde pardo, castanho ou
vermelho, podendo inclusivamente ser negro dependendo da origem botanica. E recolhido pelas abelhas
a partir de varias plantas bem como de diferentes partes da mesma (materiais lipofilicos nas folhas, botdes
florais, mucilagem, latices), sendo este material posteriormente misturado com enzimas salivares
(nomeadamente a 3-glucosidase) e cera de abelha (Cardoso et al., 2016).

Devido ao seu amplo espectro de propriedades bioldgicas e farmacologicas, o interesse por este
produto de origem natural tem vindo a aumentar em larga escala nos tltimos anos (Shi et al., 2012; Silva-
Carvalho et al.,, 2015). No entanto, as suas propriedades sdo ja exploradas desde a mais remota
antiguidade. As propriedades antibioticas e fungicidas de propolis eram ja conhecidas pelos sacerdotes
egipcios e pelos médicos gregos e romanos, assim como por algumas culturas sul americanas (Moreira et
al., 2008). Os egipcios usavam esta resina para embalsamar cadaveres (evitando a sua putrefacdo), os
gregos e romanos usavam-na como antisséptico, os Incas utilizavam o propolis como antipirético, enquanto
na cultura chinesa era usado como anti-inflamatorio e anticancerigeno (Shi et al., 2012; Silva-Carvalho et
al., 2015).

Atualmente sao atribuidas ao propolis diferentes atividades bioldgicas, tais como: propriedades
antimicrobianas, antitumoral, antioxidantes, hepatoprotetoras e anti-inflamatdrias (Silva-Carvalho et al.,
2015; Pasupuleti et al., 2017; Zabaiou et al., 2017). Sao varias as publicacdes que referem e comprovam
estas bioatividades em propolis, como por exemplo a atividade antifungica (; Moreira et al., 2008; Falcao
et al., 2010; Castro et al., 2011), antibacteriana (Koo et al., 2000; Uzel et al., 2005; Falcao et al., 2010;
Castro et al., 2011), atividade antioxidante (Banskota et al., 2001; Sheng et al., 2007; Falc&o et al., 2010,
2013a), anti- inflamatéria (Borrelli et al., 2002b; Sheng et al., 2007; Lotfy et al., 2006; Sforcin, 2007,
Moreira et al., 2008; Falcdo et al., 2010), anti viral (Sheng et al., 2007; Moreira et al., 2008), anti-tumoral
(Grunberger et al., 1998; Borrelli et al., 2002a Sforcin, 2007; Moreira et al., 2008; Valenca et al., 2013;
Silva-Carvalho et al., 2014), ou imunoestimuladora (Borrelli et al., 2002a; Lotfy et al., 2006), entre outras.

As atividades antioxidante, antitumoral e anti-inflamatoria despertam um especial interesse a nivel
da comunidade cientifica. Na ultima década a incidéncia de tumores cresceu cerca de 20 %, sendo

registados cerca de 12 milhdes de novos casos a cada ano (ONG-World Cancer Research Fund, 2018). A



investigacao tenta esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatoldgicos como o cancro,
aterosclerose e outras doencas relacionadas com a inflamacao (Shan et al., 1990; Yangi et al., 2018) A
capacidade do propolis neutralizar radicais livres, para além de evitar efeitos causados pelo stresse
oxidativo, potencia também a atividade anti-tumoral e anti-inflamatoria, acrescentando-lhe utilidade e
importancia. No entanto, apesar do enorme interesse deste produto natural ao nivel biomédico, o propolis
nao é ainda considerado um agente terapéutico na medicina convencional, em grande parte devido a

enorme dificuldade de padronizacao da sua composicdo (Bankova, 2005; Silva-Carvalho et al., 2015).

1.1.1. Composicao Quimica e Caracteristicas Fisicas

A composicdo quimica, e consequentemente as atividades bioldgicas do prépolis, variam com as
diferentes espécies de plantas e a vegetacdo que rodeia as colmeias de onde o prépolis é recolhido
(Katalinic et al., 2004; Falcao et al., 2010). Caracteristicas como condicdes climaticas (Bankova, 2005),
a época de colheita (Oliveira et al., 2017), a técnica utilizada para recolher o propolis (Freitas et al., 2018),
a espécie de abelha (Pereira, 2012), bem como o método de extracdo e o solvente usado (Sheng et al.,
2007) influenciam a composicdo quimica deste produto natural. Dependendo da sua composicdo quimica
e caracteristicas, normalmente relacionadas com determinadas origens geograficas, consideram-se
atualmente diferentes tipos de prépolis: Populus spp., birch, verde, vermelho, pacifico, canario e
Geopropolis (Fokt et al 2010; Silva-Carvalho et al., 2015; Torres-Gonzalez et al., 2016).

Entre os varios compostos quimicos ja identificados em propolis, em numero superior a 300 de
acordo com a literatura (Marcucci 1995; Castro et al., 2001; Bankova, 2000), encontram-se
invariavelmente os flavonoides (flavanonas, flavonas e calconas); os acidos benzdicos e derivados; alcool
de cinamilo, acido cinamico e seus derivados; outros acidos como o acido cafeico e respetivos derivados;
cetonas, e compostos heteroaromaticos; terpénicos; hidrocarbonetos sesquiterpenos e triterpenos;
hidrocarbonetos alifaticos; minerais; esterdis e hidrocarbonetos esteroides; aclicares e aminoacidos;
acidos fendlicos, alcoois, aldeidos, acidos gordos (Castro, 2001; Silva-Carvalho et al., 2015) entre outras
substancias. Novos compostos continuam a ser identificados e caracterizados durante o estudo e analise
de novas amostras (Trusheva et al., 2004; Li et al., 2009; Fokt et al., 2010).

O prépolis produzido no pacifico, em paises como a Indonésia por exemplo, ou no Havai, possui
como principal constituinte as flavanonas, que sdo de igual forma caracteristicas do propolis de diferentes
regides de Africa (Kasote et al., 2014). Ja em prdpolis de zonas temperadas, os compostos fendlicos mais
comumente presentes sdo os flavondides como a pinocembrina, a galangina e crisina e os acidos fenolicos
como o acido cafeico, acido ferulico e acido cinamico (Marcucci et al., 1995; Bankova et al., 2000; Huang

et al., 2014). O propolis proveniente de areas tropicais, como por exemplo do Brasil ou Venezuela, é rico



em fenilpropandides prenilados e alguns compostos ndo tipicos, como por exemplo o canferol e
isosakuranetina (Bankova et al., 2000). O prépolis europeu, representante de um propolis de zonas
temperadas, designado do tipo “choupo”, e em que as principais fontes vegetais sao Populus alba, Populus
tremula e Populus nigra (Ristivojevi¢, et al., 2015), exibe como principais constituintes bioativos os
flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres (Huang et al., 2014). O prdpolis portugués apresenta um perfil
muito semelhante a um propolis de regides temperadas. Contudo, apesar das suas semelhancas com
amostras europeias, contém também novos derivados metilados, esterificados e hidroxilados de
flavonoides e derivados de pinocembrina/ pinobanksina contendo na sua estrutura uma fracdo de derivado
do acido fenilpropandico (Falcao et al., 2010, 2013b, 2014).

Independentemente da elevada variacdo na composicdo quimica especifica do propolis nas
diferentes regides do globo, esta permanece relativamente semelhante em termos gerais: cerca de 50 %
de resinas vegetais, 30 % de cera, 10 % de 6leos essenciais, 5 % de pdlen e 5 % de varias outras substancias

(Figura 1).
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Figura 1.Principais constituintes gerais do propolis (adaptado de Casaca, 2010).

Fisicamente, o propolis apresenta um odor aromatico caracteristico e agradavel, por vezes
pungente e a sua cor pode variar de amarelo-verde, vermelho a castanho-escuro quase preto, dependendo
de sua origem e idade (Bankova et al., 2000). O prépolis portugués apresenta, de uma maneira geral, uma
cor castanho-ambar. Quanto a consisténcia, o propolis é duro e quebradico quando frio, mas torna-se
macio e muito pegajoso quando aquecido (Loutfy, 2006). Pela sua forte interacdo com as proteinas e 6leos

da pele, a sua remocéo da pele humana é extremamente dificil (Burdock, 1998).



1.1.2. Principais Compostos Bioativos no Prépolis

Entre os compostos identificados e caracterizados em propolis os compostos fendlicos sdo aqueles
gue apresentam uma maior representatividade. A maioria dos compostos fenélicos identificados pertence
a dois grandes grupos: os fenilpropanoides (acidos hidroxicinamicos, flavondides, lignanas, entre outros) e
os terpendides (mono, di, tri e sesquiterpenodides) (Bankova et al., 2000).

Os flavonoides, acidos aromaticos e acidos fendlicos sado vistos como 0s componentes que
apresentam maior potencial biologico e terapéutico no prépolis (Bulman et al., 2011; Cui et al., 2013). Os
principais e mais abundantes compostos fenolicos encontrados em prépolis sdo os flavondides
pinocembrina, galangina e crisina e os acidos fenolicos como o acido cafeico, acido ferulico e acido
cinamico (Bankova et al., 2002; Falcdo et al., 2012; Huang et al., 2014). A presenca de determinados
compostos associa-se frequentemente a determinada bioatividade no propolis. Flavondides como a
galangina sdo comumente associadas ao poder antioxidante dos extratos de prépolis (Santos et al., 2002).
No entanto estes compostos sao também muitas vezes associados ao poder antimicrobiano do propolis
(Falcao et al., 2010; Castro et al., 2011). O acido cafeico e seus derivados como é exemplo o CAPE tém
sido igualmente associados as atividades antioxidante e antibacteriana do prépolis; no entanto € também
associado a outras bioatividades como a anti-inflamatoéria e antifungica (Oliveira et al., 2006;
Kalogeropoulos et al., 2009; Castro et al., 2011), bem como atividade antitumoral e citotéxica (Sforcin,
2007; Moreira et al., 2008). Destacam-se também compostos como os diterpenoides com atividade
citotoxica e derivados do acido di-O-cafeoilquinico com uma forte atividade ainti-hepatotéxica (Pereira,
2012). Flavonoides como o kaempferol, a pinociembrina, pinobanskina e a crisina (Silva-Carvalho et al,
2014), sdo também relatados e associados a inumeras bioatividades de propolis, nomeadamente
antioxidante (Machado et al., 2016), antibacteriana (Cushnie e Lamb 2006), antifungica (Medana et al.,
2008). 0 acido ferulico é também frequentemente identificado em amostras de propolis e associado a sua

atividade antibacteriana (Silva-Carvalho et al., 2014).



1.1.3. Propriedades Biol6gicas do Propolis

Diferentes composicdes quimicas em propolis de diferentes origens poderiam levar a inferir
propriedades biologicas distintas; no entanto a investigacdo tem mostrado que amostras com perfis
quimicos completamente distintos e de diversas areas geograficas com climas distintos exibem atividades
biologicas por vezes idénticas (Borrelli et al., 2002b). E, apesar da elevada variabilidade na composicado
quimica, determinadas propriedades biologicas como a atividade antimicrobiana estao sempre associadas
a qualquer propolis (Santos et al., 2002; Cushnie e Lamb, 2006). Tal facto pode estar relacionado com os
compostos aos quais se atribui o papel de principais responsaveis por tais atividades bioldgicas, e onde se
destacam flavonoides, acidos aromaticos, diterpenos, compostos fenolicos e derivados do acido cinamico,
incluindo ésteres de acido cafeico (Silva-Carvalho et al., 2015).

A atividade antimicrobiana de prépolis tem sido amplamente relatada, nomeadamente a atividade
antibacteriana contra varias bactérias patogénicas (Burdock, 1998; Kujumgiev et al., 1999; Koo et al.,
2000; Uzel et al., 2005. Falcdo et al., 2013b) e a atividade antifungica (Burdock, 1998; Moreira et al.,
2008; Falcao et al., 2013b; Galletti et al., 2017). Estdo também reportadas as atividades antiprotozoaria
(Castro et al., 2011, 2012), antiviral (Sheng et al., 2007; Moreira et al., 2008) como anti-HIV (Castro et
al., 2011; Gekker et al., 2005), antioxidante (Banskota et al., 2001b; Borrelli et al., 2002b; Sheng et al.,
2007; Falcao et al., 2010, 2013a; Castro et al., 2012), anti-inflamatoria (Borrelli et al., 2002b; Sheng et
al., 2007; Lotfy et al., 2006; Sforcin, 2007, Moreira et al., 2008; Xuan et al., 2018), anti-tumoral
(Grunberger et al., 2010; Sforcin, 2007; Moreira et al., 2008; Valenca et al., 2013; Silva-Carvalho et al.,
2014), hepatoprotetora (Sheng et al., 2007), anti-neurodegenerativa (Chen et al., 2008), de anestésico
local (Moreira et al., 2008), anti-tuberculose (Ali et al., 2018), imunoestimulante (Borrelli et al., 2002a;
Lotfy et al., 2006) e citotdxica (Matsuno et al., 1997). Foi também provado que o propolis protege contra
a radiacdo UV, podendo desta forma ser usado na formulacao de protetores solares (Gregoris et al. 2011)
e que é capaz de inibir a acdo da enzima hialuronidase, permitindo retardar o envelhecimento celular (Kim
et al., 2005), o que sugere mais aplicacdes na area da cosmética. Conjugando com a sua atividade
antioxidante, pode também ser usado no combate dos primeiros sinais de envelhecimento da pele
provocados por radicais livres. Para além de todas as propriedades biolégicas estudadas, extratos de
prépolis foram também testados como conservantes de alimentos devido as suas propriedades
bacteriostaticas e bactericidas (Tosi et al., 2007).

O propolis é inegavelmente reconhecido como uma importante fonte de compostos que
apresentam propriedades com interesse para diversas aplicacdes, e € por isso explorado comercialmente
em diferentes partes do mundo (Moreira et al., 2008). Assim, encontra-se em produtos farmacéuticos, tais

como os destinados a cicatrizacdo de feridas, regeneracdo tecidual, tratamento de queimaduras,



neurodermatites, Ulceras de perna, ou psoriase, entres outros, bem como em produtos cosmeéticos, ou
ainda como suplemento alimentar (Fokt et al., 2010). O crescente interesse por parte dos consumidores
face a produtos naturais, nos ultimos anos, potenciam o interesse e a investigacdo neste produto natural
(Piccinellietal., 2013; Kurek-Gérecka et al., 2014; Silva-Carvalho et al., 2015; Boisard et al., 2015; Szweda
et al., 2015).

1.2. Flavonoides, Polifenéis e Orto difenéis

Nos ultimos 10 anos o interesse por moléculas como os polifenois tem aumentado por parte de
investigadores das mais variadas areas, essencialmente devido as suas propriedades antioxidantes e,
consequentemente, ao seu possivel papel na prevencao de varias doencas associadas ao stresse oxidativo,
como o cancro ou doencas neurodegenerativas (Scalbert, 2000; Manach, 2004). Em geral, os polifenois
sao substancias naturais encontradas em produtos de origem natural como as plantas, existindo milhares
de polifenois distintos (Silvester et al., 2018). Para além da sua elevada abundancia na dieta, os polifenois
constituem os compostos ativos de uma grande variedade de plantas medicinais, modulando a atividade
de varias enzimas e recetores celulares. Os compostos fendlicos sdo produtos resultantes do metabolismo
secundario, provenientes das diferentes reacdes de defesa das plantas contra as agressdes ambientais
(Kylli, 2010). Estes compostos fazem parte de um vasto grupo de fitoquimicos derivados de fenilalanina,
contendo apenas um ou mais grupos hidroxilo ligados a um anel benzénico (Garcia-Sales et al., 2010).
Assim, os polifenois podem ser quimicamente caracterizados como compostos que possuem um ou mais

grupos hidroxilo (-OH) ligados a um anel aromatico (Figura 2)

Figura 2. Estrutura quimica representativa do polifenol resveratrol (retirado de: (Kim et al., 2019).

Com base na sua estrutura quimica, os polifenois podem ser divididos e classificados em varias
classes distintas. Atualmente existem mais de 10 classes descritas na literatura, sendo as trés principais
as classes dos acidos fendlicos, dos flavonoides e dos estilbenos. Cada um destes grupos, por sua vez,

possui subclasses com centenas de derivados (Bravo, 1998; Manach et al, 2004).



Os acidos fendlicos dividem-se em 2 grupos: os acidos benzoicos e os acidos cinamicos (Figura
3). Os varios acidos sao diferenciados também pela substituicdo no anel benzénico. Os acidos fendlicos
aparecem quase sempre esterificados com outros compostos: nomeadamente, podem ocorrer sob a forma
de ésteres do acido tartarico, ou na forma glicosilada (Clifford, 1999). Os acidos fendlicos ocorrem
naturalmente em muitas espécies de plantas e a sua presenca em frutos secos pode atingir elevadas

concentracdes (Xing et al., 1996).

Figura 3. Estrutura quimica do acido benzoico (A) e do &cido cinamico (B) (retirado de: Kim et al., 2019).

Os estilbenos sao caracterizados pela existéncia de dois anéis benzénicos ligados por uma cadeia
de etileno (Figura 4). Quase todos os estilbenos possuem duas formas isoméricas, sendo a forma frans a
mais estavel. Varios derivados do estilbeno estao presentes naturalmente nas plantas. Um exemplo €
o resveratrol, sintetizado por varias plantas como resposta a agressdes,/ infecdes por agentes patogénicos
(bactérias, virus, fungos e insetos) e na defesa de situacdes de stresse (Korhammer et al., 1995). Em
termos biologicos, este composto é também responsavel pela reducéo da viscosidade do sangue,
diminuicdo dos niveis de lipidos no soro sanguineo e agregacdo plaguetaria, aumentando a fracdo de
colesterol HDL, que ajuda a remover o colesterol LDL, prevenindo assim a obstrucdo das artérias e,
consequentemente, a aterosclerose (Domingues et al., 2017).

Os flavonoides encontram-se numa grande variedade de frutas e vegetais da dieta quotidiana.
Encontram-se presentes na sua forma monomérica e também como conjugados (ex. quercetina)
facilmente absorvidos pelo organismo. No entanto, a sua concentracao é relativamente baixa nos produtos
onde se encontram. Por tal razado, a sua ingestao é geralmente baixa, mesmo num individuo com uma
dieta saudavel (Murphy, 2012), aqui residindo também umas das razdes para a importancia crescente

atribuida a estas moléculas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Frutos_secos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Resveratrol

Figura 4. Estrutura quimica representativa de um estilbeno: monozol (retirado de: Kim et al., 2019)

Quimicamente, todos os flavonoides possuem uma estrutura comum: sdo compostos triciclicos
com dois anéis aromaticos (anéis A e B; Figura 5) que sdo combinados por trés dtomos de carbono que
formam o heterociclo oxigenado (anel C; Figura 5). Atualmente, os flavondides sdo divididos em seis

subclasses com base em diferencas na sua estrutura quimica (Bravo, 1998).

Figura 5. Estrutura basica dos flavondides (adaptado de Kim et al., 2019)

Os orto-difendis (Figura 6) sdo também compostos fendlicos. Resultam de reacdes de hidroxilacédo
dos monofendis, procedentes, numa primeira fase, da reacdo enzimatica da polifenoloxidase, enzima
responsavel pela oxidacdo de compostos fendlicos. Na presenca de oxigénio, esta enzima transforma os
compostosfendlicos em quinonas coloridas que participam, posteriormente, nas reacdes de polimerizacdo
gue dao origem as melanoidinas, responsaveis pelo aparecimento da cor castanho-escura em frutas e
vegetais (Wong, et al., 1990; Fronk et al., 2015). A hidroxilacdo dos compostos fendlicos na posicdo orto
do anel B (Figura 2) (originando um orto-difenol) proporciona a estas moléculas uma elevada capacidade

antioxidante (Roussos et al., 2009), tornando-as também alvo de elevado interesse na investigacao.
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Figura 6. Estrutura basica do orto-difenol (retirado de Kim et al., 2019).

1.3. Propriedades Antioxidantes

1.3.1. Oxidacao Nos Sistemas Biologicos

O oxigénio & o terceiro elemento quimico mais abundante no universo: constitui cerca de 50 % da
massa da crosta terrestre, € o segundo componente mais abundante na atmosfera e o principal
componente dos oceanos (Cook et al, 1968). E também indispensavel para a producao eficiente de energia
tanto em plantas como em animais. Existe no entanto um enorme paradoxo relativo a esta tao abundante
molécula, precisamente denominado “paradoxo do oxigénio” (Gilbert, 2000): assim como é indispensavel
para a sobrevivéncia da vida na terra, pode causar danos nos seres vivos, quando expostos a
concentracdes superiores as encontradas na atmosfera. Os seres vivos evoluiram desenvolvendo
mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos para combater os efeitos desta molécula, bem como de outros
agentes oxidantes (Mittler, 2002).

Radicais livres podem ser definidos como qualquer particula (atémica ou molecular) que possui
um eletrdo desemparelhado numa orbital (atdbmica ou molecular) externa, com um tempo de meia vida
(t2) relativamente curto (Corréa, 2014). Sao por isso consideradas particulas altamente reativas, capazes
de interatuar com biomoléculas como por exemplo lipidos das membranas celulares, proteinas e acidos
nucleicos. Radicais livres e outros oxidantes sao formados durante processos oxidativos bioldgicos, como
por exemplo a fosforilacao oxidativa, a via metabdlica responsavel pela producao de ATP na mitocondria.
Para além desta producao fisiologica a partir de compostos enddgenos, podem ainda ser oriundos do
metabolismo de alguns compostos exogenos ao organismo. O problema reside quando o equilibrio da
producao de radicais livre é interrompido, devido a uma producao excessiva ou a uma remogao pouco
eficaz dos mesmos (Ferreira, 2007).

A producao excessiva de radicais livres, como por exemplo ROS (espécies reativas de oxigénio, do

inglés reactive oxygen species), pode levar a danos em varias biomoléculas, para além de servir como um
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importante sinalizador intracelular que amplifica respostas inflamatérias (Koolman e Rohm., 1996). Estas
espécies estdo associadas a uma série de processos degenerativos, e consequentemente a uma série de
doencas degenerativas como por exemplo Alzheimer (Smith et al., 2000) ou Parkinson (Bolton et al.,
2000). No entanto, muitas outras doencas dos mais variados foros, incluindo doencas associadas a
inflamacao cronica, tém vindo a ser associadas a ROS (Figura 7). Radicais encontrados em sistemas
biologicos incluem moléculas como o iao radical superdxido (0. -), radical hidroxila (OH ¢), radical peroxil
(ROQ e), radical alcoxila (RO ) e o oxigénio singleto (:0:). Os ROS nao radicalares incluem espécies como
0 acido hipocloroso (HCIO), o péroxido de hidrogénio (H:0:), perdxidos organicos, aldeidos, ozono (O:) e

oxigénio molecular (O:) (Fibach e Rachmilewitz, 2010).

- Parkinson
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Figura 7. Doencas associadas aos radicais livres (adaptado de Bolton et al., 2000)

1.3.1.1. Formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio

Devido a sua configuracao eletronica ([He] 2s2 2p4 ), o oxigénio tem tendéncia a receber um
eletrdo de cada vez, formando compostos intermediarios altamente reativos. A adicdo de um eletrdo ao
oxigénio molecular (O.) origina a formacao do anido superoxido (0---) que é normalmente considerado um
ROS “primario”. Este é principalmente produzido nas mitocdndrias, onde ocorre uma pequena, mas
continua, “fuga” de eletrdes da cadeia respiratoria. Estes eletrdes, ao invés de reduzir o O. a moléculas de
agua, reduzem o O a anido superdxido (Cadenas, 1998). Estima-se que aproximadamente 2 % do consumo
mitocondrial total de O. resulta na producdo de O (Fibach e Rachmilewitz, 2008). Para além deste
mecanismo, 0 anidao superoxido pode ser formado por acéo de varios sistemas enzimaticos existentes na

célula (Fridovich, 1999).
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Nao obstante nao ser um radical altamente reativo, o anido superdxido pode interagir com outras
moléculas e formar outros radicais em geral designados por ROS “secundarios”, bastante mais reativos e
perigosos para as células, e entre os quais se destacam o perdxido de hidrogénio (H-0:) e o radical hidroxilo
(HO ) (Halliwell e Gutteridge, 1990). Apesar do seu ti.bastante curto, o radical hidroxilo é considerado o
ROS que mais danos causa nas células, nomeadamente por atacar a molécula de ADN, danificando quer
as bases azotadas como o esqueleto de desoxirribose (Halliwell e Gutteridge, 1990).

Um dos mecanismos reacionais mais conhecido e estudado para formacédo de HO ¢ ¢ a conhecida
reacao de Fenton, em que ides de ferro livres no organismo podem converter oxidantes relativamente
estaveis, como o O.-, em poderosos radicais como o HOe. A pH fisiolégico, a maior parte do ferro esta
ligada a quelatos bioldgicos, encontrando-se por isso na sua forma oxidada, Fe*. De forma a participar na
geracdo de radicais HO ¢, este tera de ser reduzido a Fe?+, que pode entao interatuar com H:O., produzido

por dismutacdo enzimatica ou espontanea do radical O: -, gerando o poderoso radical HO* (Figura 8).

) Fe'*+ Op7 — 4 Fe2*+0,

I) Fe2*+H,0, — Fe3*4 OH"+ OH

Reacao geral: Oy~ + H, 0,— OH™ + OH" + O, |

Figura 8. Esquema reacional da producao do radical hidroxila (HO ¢) através da reacdo de Haber-Wiss ou Fenton

(retirado de Breusegem et al., 2001).

A mitocdndria é a fonte por exceléncia de ROS, no entanto ¢ também um dos seus principais alvos
de ataque, pois a cadeia respiratoria € composta por proteinas transmembranares existentes na membrana
mitocondrial interna, e a formacao de ROS ocorre perto desta membrana. Deste modo, os ROS tém acesso
facilitado aos lipidos da membrana, desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas
estruturas intracelulares. A este ataque da-se o nome de peroxidacao lipidica, nela ocorrendo uma série
de reacdes em cadeia (Figura 9), que podem provocar danos potencialmente muito superiores aos dos
ROS que iniciaram a reacao (Mehrotra et al., 1991). A peroxidacao lipidica consiste, muito resumidamente,
na adicao de oxigénio a acidos gordos polinsaturados das membranas celulares, formando-se desta forma
peroxidos lipidicos, que possuem por sua vez um poder de acao maior do que as outras espécies toxicas

primarias de O, atingindo facilmente alvos mais distantes (Halliwell e Gutteridge, 1989).
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Figura 9. Esquema representativo de algumas das principais acdes, na célula, que envolvem espécies reativas de

oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (adaptado de Ferreira, 2007).

Paralelamente & existéncia de ROS, existem outros radicais que contém nitrogénio na sua
estrutura, designados por espécies reativas de nitrogénio (RNS). O principal RNS & o ¢xido nitrico (NOe),
radical produzido em tecidos bioldgicos pela oxido nitrico sintetase (NOS). O 6xido nitrico ¢ um radical
muito abundante e funciona como molécula de sinalizacdo numa grande variedade de processos
fisioldgicos, como por exemplo a neurotransmissao (Bergendi et al., 1999; Fridovich, 1999). Em células
do sistema imunitario, durante processos inflamatorios, o NO e é produzido conjuntamente com o anido
superoxido. Estes dois radicais reagem formando peroxinitrilo (ONOO'), que é um potente agente oxidante
e pode provocar fragmentacao do ADN e oxidacdo lipidica (Carr et al., 2000).

Para evitar os danos causados por ROS e RNS, os organismos desenvolveram, como ja referido,
uma série de mecanismos de defesa potencialmente neutralizadores das acdes desses radicais livres.
Estes mecanismos antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos, conforme a estrutura do
agente antioxidante. Os antioxidantes endogenos podem ainda ser distinguidos de acordo com a forma
como atuam, sendo denominados scavenger quando atuam transformando um radical livre num outro
menos ativo, ou quencher se conseguem neutralizar completamente o radical livre através da absorcéo de
toda a sua energia de excitacao.

O sistema enzimatico é formado por diversas enzimas, destacando-se a superoxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase, que atuam de diversas formas. Este é o primeiro sistema a agir, evitando
a acumulacao do anido radical superoxido e do perdxido de hidrogénio no organismo (Devi e Prassad,

1998; Mittler, 2002)
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A fonte da maioria dos antioxidantes ndo enzimaticos é a alimentacdo. Encontram-se
principalmente em frutas e legumes, pelo que uma alimentacdo equilibrada é fulcral para o bom
funcionamento dos mecanismos antioxidantes do nosso organismo. Incluem antioxidantes hidrofilicos,
como a vitamina C e os catecdis, entre outros, e antioxidantes lipofilicos como as bioflavonas, a vitamina
A e a vitamina E. A vitamina C ou acido ascérbico tem acao scavenging, funcionando também como
regeneradora da vitamina E (tocoferol). Como é hidrossolUvel, possui maior acdo no plasma sanguineo,
enquanto a vitamina E, lipossolUvel, tem maior acdo em membranas celulares. A vitamina C tem acéo
antioxidante através do ascorbato, doando eletrdes. Os carotendides sdo um grupo de compostos onde se
destacam os [-carotenos, precursores da vitamina A, e o licopeno, que da a cor avermelhada ao tomate,
melancia ou uva, por exemplo. Na circulacdo, junto com as lipoproteinas absorvidas na superficie intestinal,
os carotendides agem como sequestradores de lipoperdxidos, principalmente. Os estrégenos também sdo
considerados antioxidantes pela sua acédo como scanvengers, inibindo a oxidacao lipidica das lipoproteinas
de baixa densidade) (Mates, 2000; Mittler, 2002; Jurczuk et al., 2004).

Os mecanismos antioxidantes estdo em permanente atividade no organismo. No entanto, e em
muito devido as condicdes de vida atual, como o stresse, ma nutricao, poluicao, consumo de tabaco e
alcool, estes mecanismos ndo sao ja suficientes para o controlo de radicais livres no organismo humano.
A protecao extra contra radicais livres pode ser conseguida através de um aumento da ingestdo de
antioxidantes via dieta. Sdo muitas as evidéncias que indicam que alguns alimentos usados na dieta, bem
como inumeras plantas usadas na medicina tradicional, sao ricos em antioxidantes, e estes podem ter a
maior importancia na prevencado de doencas como as indicadas na figura 7 (Cintra e Mancini, 1996;

Williamson et al., 1998; Brenna e Pagliarini, 2001).

1.3.2. Compostos Fendlicos como Agentes Antioxidantes

Os processos oxidativos podem ser evitados pela modificacdo das condicées ambientais ou através
da utilizacdo de substancias antioxidantes capazes de impedir ou reduzir as reacdes oxidativas (Allen e
Hamilton, 1983). Os compostos fenolicos exemplificam estas substancias, sendo capazes de funcionar
guer como sequestradores de radicais, quer como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992), podendo
agir tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo. Os produtos intermediarios
formados por acao destes compostos sao produtos relativamente estaveis, essencialmente devido a
ressonancia do anel aromatico caracteristico destes antioxidantes (Nawar, 1985). Deste modo, os
compostos fendlicos e alguns dos seus derivados sao eficazes para prevenir inimeros processos oxidativos,

como por exemplo a oxidacao lipidica.
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Na industria alimentar, o problema da oxidacao lipidica dos produtos é atualmente resolvido, na
sua maioria, usando sequestradores de radicais livres sintéticos como é o caso do butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxi-tolueno (BHT), propilgalato (PG), entre uma imensidao de outros compostos. No entanto, cada
vez mais estudos demonstram a possibilidade destes antioxidantes sintéticos apresentarem alguns efeitos
téxicos para o organismo (Erich et al., 1986). Perante estas evidéncias, o Joint Expert Committee on Food
Aditives (JECFA da Food and Agriculture Organization (FAQO) e World Health Organization (WHQ) tém vindo
a alterar, nos ultimos anos, as doses de ingestdo diarias aceitaveis destas substancias (WHO, 2019).
Perante os problemas que a ingestdao destas substancias pode acarretar para a saude humana, a
investigacao tem procurado encontrar produtos naturais, com capacidade antioxidante, capazes de
substituir os compostos sintéticos ou fazer associacdes entre eles, com o intuito de diminuir as quantidades
ja usadas nos alimentos. Alguns estudos estdo agora centralizados em compostos fenolicos de origem
vegetal, pois estes atuam como aceitadores de radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia que tais
radicais provocam, além de atuarem também nos processos oxidativos catalisados por metais, tanto /n
vitro como /n vivo (Huang e Ferraro, 1994; Ho et al., 1994; Donnelly e Robinson, 1995; Cintra e Mancini

Filho, 1996; Williamson et al., 1998).

1.4- Propriedades antiftingicas

1.4.1 - Resisténcia a Agentes Microbianos

Agentes antimicrobianos sao agentes essenciais para garantir a saude e o bem-estar humano e
animal, bem como a seguranca alimentar. Em geral, sao vitais na reducao do impacto global das doencas
infeciosas (Machado et al., 2011).

O aumento consideravel de infecdes oportunistas, ou nosocomiais, maioritariamente devido ao
aumento de individuos imunocomprometidos, como por exemplo pacientes portadores de SIDA (sindrome
de imunodeficiéncia adquirida), transplantados ou submetidos a esquemas de quimioterapia para
tratamento de cancro, tem levado a disseminacao de microrganismos que muitas vezes eram considerados
inofensivos, mas que atualmente representam uma verdadeira ameaca a saude publica (Li et al., 2007).
Este aumento no numero de infecdes esta associado a uma diminuicao na eficacia dos medicamentos
usados no tratamento destes agentes microbianos. Em 2010, estimava-se que entre 10 a 20 % dos
pacientes que iniciavam terapia antirretroviral em paises desenvolvidos iriam apresentar resisténcia a
mesma, valor que ascenderia a 40 % em pessoas que reiniciavam este tratamento (WHO, 2019).

A evolucdo de estirpes resistentes ¢ um fendmeno natural, que acontece quando os

microrganismos se replicam erradamente ou quando as estirpes trocam caracteristicas de resisténcia,
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mas 0 uso, e principalmente o mau uso de farmacos antimicrobianos acelera o aparecimento de tais
estirpes resistentes. Este facto é ainda ampliado por praticas inadequadas de controlo de infecdes e pobres
condicdes sanitarias (Kollef et al., 1999). A resisténcia aos medicamentos de primeira linha no tratamento
de infecdes causadas por Staphlylococcus aureus, por exemplo, é generalizada. Estima-se que as pessoas
infetadas com MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) tenham uma probabilidade 64 %
superior de morrer do que as pessoas com uma forma nao resistente da infecdo (WHO, 2019). Aspergillus
fumigatus, um dos fungos saprdéfitas mais onipresentes transportados pelo ar, ¢ atualmente causador das
infecdes fungicas com maior distribuicao global (Latgé, 1999). A terapia de longo prazo da aspergilose tem
levado ao desenvolvimento de resisténcia nas ultimas décadas (Hagiwara et al.,, 2016).
Surpreendentemente, a resisténcia aos azois também emergiu em pacientes “virgens” de azoles. Esta
observacao pode ser explicada por uma segunda rota de desenvolvimento de resisténcia através da
exposicdo ambiental de Aspergillus fumigatus a fungicidas azolicos utilizados no campo. (Berger et al.,
2017). A resisténcia microbiana aos agentes antimicrobianos é atualmente uma ameaca global e é
considerada um grave problema de saude publica pela OMS (Organizacao Mundial da Satde), tornando a
descoberta de novos agentes antimicrobianos uma necessidade premente (WHO, 2005).

Estratégias antimicrobianas alternativas e novos agentes antimicrobianos sao, portanto,
urgentemente exigidas e tém levado a reconsiderar o uso de recursos terapéuticos tradicionais, como por
exemplo 0 uso de compostos naturais com propriedades antimicrobianas particularmente encontrados em

plantas e produtos vegetais (Machado, 2011).

1.4.2. Fungos: Uma Visao Geral

Os fungos sao classificados num reino separado das plantas, animais e bactérias, o reino Fungi,
gue inclui microrganismos como as leveduras, fungos filamentosos e os amplamente conhecidos
cogumelos. Por apresentarem caracteristicas proprias, tais como nao sintetizar clorofila, ndo possuir
celulose na sua parede celular, mas sim quitina e glucanos (exceto alguns fungos aquaticos), e nédo
armazenarem amido como substancia de reserva, foram diferenciados das plantas. Estas e outras
diferencas mostram que os fungos formam um so6 grupo de organismos relacionados entre si, denominado
Eumycota, e que partilham um ancestral comum (um grupo monofilético) (Lacaz et al., 1998).

Abundantes em todo mundo, estima-se que existam aproximadamente cerca de 1,5 milhdes de
espécies diferentes, a maioria inconspicua devido ao pequeno tamanho das suas estruturas, e pelos seus
modos de vida cripticos no solo, na matéria morta ¢/ ou como simbiontes ou parasitas de plantas, animais

e outros fungos (Esposito e Azevedo 2010).
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Os fungos desempenham um papel essencial na decomposicao da matéria organica e também
nas trocas e ciclos de nutrientes. Sao desde ha muito tempo utilizados como uma fonte alimentar direta,
como no caso dos cogumelos e trufas, como agentes levedantes no pdo e na fermentacdo de varios
produtos alimentares, como o queijo. Sdo também usados amplamente na biotecnologia industrial,
nomeadamente na producdo de antibioticos, acidos e, mais recentemente, de varias enzimas (De Abreu
etal., 2018). Neste campo destacam-se em especial os fungos filamentosos, devido as suas caracteristicas
Unicas de resistirem em condicdes adversas de cultura bem como a capacidade de usarem varias fontes
de nutrientes (Lacaz et al., 1998). Os fungos assumem ainda um papel importante como agentes
biolodgicos no controlo de pragas agricolas (Brandi e Andersen, 2015).

No entanto, apesar dos inumeros beneficios dos fungos, algumas espécies produzem também
compostos bioativos chamados micotoxinas, como alcaloides e policetideos, que sao toxicos para animais
e humanos, sendo responsaveis pelo nimero crescentes de algumas alergias e infecdes. Anualmente, os
casos reportados devido a infecdes fungicas, em especial infecdes nosocomiais e dermatoldgicas, tem
também vindo a aumentar. Num relatério sobre infecdes nosocomiais da corrente sanguinea, da Direcao
Geral de Saude (DGS, 2013), os fungos surgem associados a uma percentagem de quase 7 % de infecdes
nosocomiais (Tabela 1), sendo que a maioria dos casos reportados nesse relatorio se mostrou resistente
as terapias convencionais.

Tabela 1. Microrganismos isolados nas infecdes nosocomiais nos hospitais portugueses. (retirado

de DGS, 2013)

Microrganismos isolados Frequéncia Percentagem

E. coli 157 15.83
Staph. aureus 180 (74 - 41,1% MRSA) 1845
Staph.coagulase negativo 81 (43 Staph. epidermidis) 8.16
Pseudomonas spp 156 (148 Ps. aeruginosa) 15.73
Klebsiella spp 56 (49 Kl pneumoniae) 5.65
Fungos: Total 69 6.96

Candida albicans 44

Candida spp 19

Aspergillus 2

Qutros fungos 4
Proteus ssp 36 (31 P. mirabilis) 3.63
Outros gram negativo 27 2:72
Enterococcus faecalis 51 5.14
Enterococcus faecium 6 0.60
Serratia spp 26 (22 S. marcescens) 262
Acinetobacter spp 20 (14 A.baumanii) 2.02
Enterobacter spp 31(20 E. cloacae) 312
Streptococcus | 15(4 Str. pneumoniae) 1.51
Morganella morganii 11 Pl
Stenotrophomonas maltophilia 6 0.60
Legionella 1 0.10
QOutros Gram positivo 18 1.81
Qutros microrganismos 25 252
TOTAL 992 100.00

Staph. - Staphilicoccus; E. — Escherichia
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As perdas nas colheitas devidas a doencas causadas por fungos ou a deterioracdo de alimentos
tém também atualmente um impacto muito significativo no fornecimento de alimentos e na economia
global. A FAO estima que 25 % das culturas do mundo sdo afetadas por doencas causadas por fungos e/

ou pelas suas micotoxinas (Riley et al., 2002).

1.4.2.1. Morfologia dos Fungos

Os fungos podem ser unicelulares, como as leveduras, ou pluricelulares, como por exemplo 0s
cogumelos. Os fungos unicelulares (Figura 10) sado constituidos apenas por uma Unica célula, como o
préprio nome indica. Comumente denominados leveduras, apresentam uma forma esférica ou oval, tendo
tendéncia para se agruparem, constituindo colénias. Devido a esta caracteristica crescem e reproduzem-

se rapidamente (Lacaz et al., 1998; Esposito e Azevedo, 2010).

Figura 10. Fungos unicelulares. A- Saccharomyces cerevisiae. B- Candida albicans (retirado de: A - Aref, 2014 e B-

Seddiki et al., 2013)

Os fungos pluricelulares, muitas vezes denominados fungos filamentosos, sdo constituidos pelo
corpo de frutificacdo, que é responsavel pela reproducdo do fungo, por meio de células reprodutoras
especiais ou esporos, e pelo micélio, que é constituido por um conjunto de filamentos ou hifas (Lacaz et
al., 1998; Esposito e Azevedo, 2010). As hifas podem apresentar diferentes tipos de organizacao,
dependendo do tipo de fungo. Fungos mais simples apresentam hifas cenociticas, hifas com aparéncia
anastomosada (concisa), formadas por um citoplasma estendido e polinucleado. Fungos mais complexos
possuem hifas septadas, com células individualizadas, cada uma contendo o seu nucleo, e 0os pequenos
septos separam o filamento internamente em segmentos mais ou menos parecidos. Em cada septo ha
poros que permitem a passagem de material citoplasmatico de um compartimento a outro (Figurall).

0 micélio assume tanto a funcao vegetativa quanto reprodutiva. A primeira confere sustentacao,

crescimento e obtencdo de alimentos aos fungos, e a segunda é responsavel pela producao de esporos na
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reproducao sexuada, podendo porém a reproducao ocorrer de forma assexuada, seja por gemulacao ou

fragmentacao.

 _—Nacleo
4 “Parede celular™

Hifa septada Hifa cenocitica

Figura 11. llustracéo de dois tipos de hifa de fungos pluricelulares (adaptado de Esposito e Azevedo, 2010)

Alguns fungos possuem a capacidade de existir quer na forma filamentosa quer como leveduras,
sendo denominados fungos dimorficos. Este dimorfismo é bastante comum em fungos patogénicos (Hoog
et al., 2000) e esta maioritariamente dependente da temperatura. A temperaturas de 37 °C o fungo
apresenta-se sob a forma de levedura, a temperaturas de aproximadamente 25 °C apresenta a forma
filamentosa (Figura 12). Para além deste importante fator de viruléncia, também a producéo de toxinas,
de proteinas de adesdo ou a producao de enzimas hidroliticas sdo fatores de viruléncia associados a fungos
patogénicos (Hoog et al., 2000; Esposito e Azevedo, 2010).

Um individuo saudavel possui inimeros mecanismos de defesa contra a maioria dos fungos nas
suas diversas formas, a comecar por barreiras fisiologicas como a pele, até ao processo inflamatorio (Li et
al., 2007). No entanto, em varios casos como em situacdes de imunodeficiéncia, o risco de infecédo

aumenta consideravelmente.
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Figura 12. Esquema representativo do ciclo de vida de fungos dimérficos, dependente da temperatura (adaptado de

Talaro e Chess, 2018).

1.4.3. Infe¢des flingicas

As infecdes fungicas podem ser causadas por fungos patogénicos ou fungos oportunistas, sendo
0s Ultimos apenas capazes de causar infecdo em hospedeiros imunocomprometidos. Infecdes fungicas
matam mais de 1,5 milhdes de pessoas/ ano em todo o mundo, sendo que se estima que mais 150
milhdes de pessoas estao infetadas com formas graves e impactantes destas doencas nas suas vidas, que
podem ser fatais para o paciente (Bongomin et al., 2017).

As infecoes fungicas sao classificadas dependendo do grau de envolvimento do tecido e do modo
de contagio (Kaur e Kakkar, 2010) em: superficiais (cabelo, unhas e tecido superficial), cutaneas (pele),
subcutaneas (derme, tecidos subcutaneos ou estruturas adjacentes) e sistémicas (infeces profundas nos
0rgaos internos).

As infecdes nosocomiais sao uma realidade cada vez mais preocupante - cerca de 15 % dos
doentes hospitalizados contrai uma infecao deste tipo (Banerjee, 1991). As infecdes fungicas,
nomeadamente as causadas por Candida spp. sao a terceira causa mais frequente deste tipo de infecoes
(Sohn et al., 2001). Por exemplo, no caso da Candia spp, existem mais de 300 espécies identificadas
como causadoras de tais infecdes, entre as quais podem ser destacadas Candida.albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei (Hoog et al., 2000). Estas infecoes
poderiam ser facilmente combatidas e controladas nao fosse a aquisicdo de resisténcia aos farmacos,

essencialmente devido a ocorréncia de mutacdes dentro da espécie. Esta variabilidade genética é
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potenciada por terapéuticas erradas e representa atualmente um fator de risco e preocupacao no controlo
e supressdo destas infecbes. Para além de Candida spp., muitas outras espécies de fungos sao
consideradas como emergentes na disseminacdo de infecdes deste tipo. Entre os fungos filamentosos
encontram-se também exemplos associados a disseminacdo de infecdes deste tipo, nomeadamente

algumas espécies dos géneros Fusarium e Scedosporium (Sohn et al.,2001; Simao, 2011).

1.4.3.1- Infecdes cutdneas

A prevaléncia de infecdes fungicas superficiais e cutaneas tem aumentado rapidamente, afetando
atualmente aproximadamente 1 bilido de pessoas em todo o mundo (Bongomin et al., 2017). No ser
humano, as infecdes cutaneas e superficiais afetam principalmente areas do corpo como a pele, cabelo,
unhas e olhos, e sdo principalmente encontradas no tecido subcuténeo e na derme. No entanto, podem
ocorrer também na epiderme e podem ainda ter natureza invasiva, consequentemente mais severa (Kaur
e Kakkar, 2010).

As infecoes fungicas subcutaneas e dérmicas mais comumente reportadas sdo provocadas por
fungos filamentosos. Entre as infecées com maior incidéncia encontram-se a tinea pedis (pé de atleta),
tinea faciei, tinea manus, tinea cruris, tinea capitis, onicomicoses (infecao fungica nas unhas) e infecdes
fungicas oculares (Krumar et al., 2014). Na tabela que se segue encontram-se as principais manifestacdes
de cada uma das principais infecdes cutaneas e a sua etiologia.

Tinea corporis ¢ uma infecao fungica que geralmente surge no tronco e nas extremidades do corpo
humano, principalmente em mulheres. Caracteriza-se por lesdes inflamatérias ou nao-inflamatérias na
pele. Tipicamente, a lesdo comeca como uma placa eritematosa e escamosa (Tabela 2) que pode piorar
rapidamente. As principais estirpes responsaveis por esta infecdo sdo 7richophyton mentagrophytes,

Trichophyton rubrum e Trichophyton tonsuranos (Adams, 2002; Pires, 2014).
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Tabela 2. Principais infecdes flungicas cutaneas, etiologia e manifestacdes mais comuns.
(adaptado de Pires et al., 2014; Shalaby et al., 2016; Nakamura et al., 2015; Choi et al., 2018; (Kim et
al., 2010; CDC, 2019)

InfecGes fungicas cutaneas Manifestacdes Cutaneas Etiologia

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsuranos

Tinea corporis

Trichophyton rubrum

Tinea pedis Epidermophyton spp.
Microsporum spp.

Tinea faciei Trichophytonmentagrophytes

Trichophyton rubrum.

. Trichophyton tonsurans
Tinea manuum Pyt

Tinea cruris Trichophyton rubrum

Tinea capitis Trichophyton tonsurans
Trichophyton rubrum
Trichophyton megni

Trichophyton tonsurans
Trichophyton mentagrophyte
Aspergillus terreus

Candida albicans

Candida tropicalis

Tinea unguium

Candlida spp
Aspergillus spp.
Fusarium spp.
Sporothix spp.

Infecbes fungicas oculares
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Tinea pedis, mais conhecida por pé de atleta, revela-se atualmente a causa mais comum de
dermatofitose em humanos (Goldstein et al., 2000). Os sinais e sintomas mais comuns sdo comichao,
pele escamada e vermelhidao do local infetado (Tabela 2). Em casos graves podem aparecer bolhas na
pele. Embora o fungo possa infetar qualquer area do pé, em geral cresce entre os dedos. A segunda area
mais comum ¢ a planta do pé. O mesmo fungo pode também infetar as unhas ou as méaos (Svejgaard,
1997). Trichophyton rubrum ¢ o principal agente etiologico desta infecdo; no entanto, algumas espécies
de fungos dos géneros Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum sao também causadores deste tipo
de infecdo (Kaushik, 2015).

Tinea faciei, como o proprio nome sugere, ¢ a infecdo flingica que afeta a face, principalmente na
regiao nao barba, e caracteriza-se principalmente por manchas de cor vermelha e erupc¢des eritematosas
na area afetada (Tabela 2) (Zuber e Baddam, 2001). Os principais fungos causadores desta infecdo sao
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum.

Tinea manuum tem como principais locais de ocorréncia a regido palmar, dorsal ou interdigital
das maos ou unhas, raramente ocorrendo nas duas maos. E caracterizada por eczema, psoriase e
formacao de calos (Tabela 2). O principal fungo patogénico causador desta infecdo & T7richophyton
tonsurans (Pfaller et al., 2004).

Tinea cruris ¢ um tipo de infecdo que afeta geralmente os foliculos pilosos, atingindo
principalmente a regiao genital e inguinal, na virilha, zonas onde normalmente se acumula maior calor e
humidade; por isso surge geralmente no verdo. E caracterizada por manchas eritematosas pruriginosas
nas coxas mediais, juntamente com a preservacao distinta do pénis e do escroto. O principal agente
causador & Trichophyton rubrum (Goldstein et al., 2000).

Tinea capitis € uma infecdo causada por 7richophyton tonsurans, pouco comum em adultos e
principalmente encontrada em criancas pré adolescentes (Babel e Baughman, 1989). Caracteriza-se por
papulas, pustulas ou ndédulos no couro cabeludo. A inflamacédo pode ocorrer algum tempo apds o contagio
e, se ndo for tratada adequadamente, pode gerar infecdo secundaria, como descamacao, eritema, edema
ou alopecia (Ghannoum et al., 2006). E uma infecéo transmitida por vetores, que ocorre devido ao contacto
direto com uma pessoa infetada ou ao uso de roupas ou pentes contaminados (Elewski, 2000).

Onicomicose, também conhecida como tinea unguium, é a infecao fungica mais comum que afeta
as unhas, sendo as unhas dos pés normalmente mais afetadas que as das maos (Faergemann e Baran,
2003). A onicomicose faz as unhas parecerem brancas e opacas, espessadas e quebradicas. Aqueles com
maior risco de desenvolver onicomicose incluem pessoas com diabetes, imunossupressao, idade superior
a 60 anos, obesidade, tabagismo, psoriase e predisposicao genética, entre outros fatores (Gupta et al.

2004, Kuvandik et al., 2007; Szepietowski e Salomon, 2007). Diferentes fungos sdo causadores de
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diferentes tipos de onicomicoses, entre os principais podem distinguir-se: Trichophyton rubrum,
Trichophyton megni. Trichophyton tonsurans, Trichophyfon mentagrophyte, Aspergillus terreus e as
leveduras Candida albicans e Candida tropicalis que podem causar os quatro tipos de onicomicoses
conhecidas (Faergemann e Baran, 2003).

Infecdes fungicas oculares sdo em geral menos comuns que as de origem bacteriana ou viral. Foi
constatado que a ceratite fungica é a segunda causa mais comum de cegueira nos paises em
desenvolvimento, o que pode dever-se ao uso disseminado de lentes de contacto, umas das principais
causas desta doenca em geral associada a Candida sp. (Chowdhary e Singh, 2005). Varias regides do olho
podem ser atacadas mas a cornea (ceratite) e o segmento interior do olho (endoftalmite) sdo as principais
regides atacadas (Whitcher et al. 2001). Os fungos nao conseguem penetrar no epitélio cérneano do olho,
sendo necessaria uma lesdo ou trauma para conseguirem atravessar essa barreira. Esse tipo de infecdo
fungica pds-traumatica é causada principalmente por espécies dos géneros Candida, Aspergillus, Fusarium

e Sporothix (Cha et al., 1997).

1.4.3.2. Terapéuticas Antifiingicas

As terapias antifungicas atualmente disponiveis incluem farmacos que atuam em alvos bem
definidos e se dividem em 4 classes (Tabela 3) (Stary e Sarnow, 1998; Hirschmann, 2009).

Existe atualmente um crescente numero de resisténcias reportadas a estes farmacos (Williams e
Lemke, 2002), por isso novos agentes antiflingicos sao exigidos. Uma alternativa viavel seria por exemplo
0 uso de compostos naturais com propriedades antifungicas, compostos que aliem atividade
antimicrobiana com uma menor toxicidade para o hospedeiro (Edwards e Filler, 1992: Graybill, 1992 .
D’Arrigo et al., 2019) a novos mecanismos de acdo, que abram novas portas para o tratamento destas
doencas. Os compostos de origem vegetal tém apresentado elevado potencial na prevencéo e tratamento
de doencas infeciosas de origem fungica, nd so pela inibicdo que causam como por melhorarem a eficacia
de antifungicos comerciais quando aplicados em conjunto (Cleeland e Squires, 1991; Mothana et al.,

2018; D'Arrigo et al., 2019).

25



Tabela 3. Principais classes de Antiflngicos e modos de acao.

Classe Modo de Acéo Farmacos Referéncia
Antinfuingico (exemplos)
Ligam-se a esterois na membrana

o . Goodman e

celular dos fungos, principalmente Anfotericina B )
. L Gilman, 1996
Poliénicos aoergosterol, alterando a temperatura de Nistatina .
D . o Williams e Lemke,
transicao da membrana, deixando-a num Flucitosina 2002

estado menos fluido
Inibem a lanosterol 1,4 a-demetilase,
enzima que converte lanosterol em

ergosterol. A falta de ergosterol na Fluconazol
Azélicos g ' & ) [traconazol Korolkovas, 2003
membrana conduz a danos estruturais e .
. o Voriconazol
funcionais na mesma, inibindo o
crescimento
Influenciam a sintese de glicanos na
parede celular inibindo a enzima 1,3-3- )
. . Caspofungina
. . glicano sintase. Podem ser usadas para . . Debono e Robert,
Equinocandinas . P Micafungina
o tratamento de infecdes fungicas . . 1994
L . Anidulafungina
sistémicas em pacientes
imunocomprometidos
I Inibem a esqualeno epoxidase, enzima Terbinafina Debono e Robert,
Alilaminas L .
necessaria a sintese de ergosterol Butenafina 1994

1.4.3.2.1. Aplicacéo Topica de Farmacos

Uma ampla pandplia de agentes antifungicos tem sido utilizada no controlo de infecdes fungicas
dermatoldgicas. A este nivel, o tratamento topico tem provado ser bastante vantajoso, reservando-se o
tratamento oral apenas para quando a infecdo apresenta uma extensdo muito significativa (Kumar et al.,
2013).

A administracdo de farmacos através da pele pode ser conseguida por duas vias: topica, havendo
uma acao terapéutica local, isto é, o farmaco tem uma acao direta na pele, e transdérmica em que ha
uma acao terapéutica sistémica (Benson e Watkinson, 2012). Uma das grandes vantagens da
administracéo tépica de farmacos ¢é a sua acao direta no local alvo, necessitando por isso de uma menor
guantidade de substancia ativa para um mesmo efeito, como tal originando menos efeitos secundarios
sistémicos no organismo humano. A via topica apresenta ainda inimeras outras vantagens, entres as quais
podemos realcar (Kulkarni, 2010; Singla et al., 2012): evita o efeito de primeira passagem, aumentando
por isso a biodisponibilidade nos tecidos; utiliza farmacos com tempo de semi-vida curtos e com janela
terapéutica estreita; possibilita terminar o tratamento quando necessario; melhora a adesao do doente a
terapéutica; permite a autoadministracao; é de facil aplicacdo e tem menor flutuacdo plasmatica e menos

riscos associados (interacdes ou infecdes) em relacdo a administracao oral ou intravenosa.
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Apesar de todas estas vantagens, a aplicacado topica de farmacos enfrenta ainda dois desafios:
primeiro a natureza da barreira stratum corneum da pele, que evita a perda de agua, eletrolitos e outros
constituintes e “impede” (no seu limite) a penetracdo de moléculas, como as dos farmacos, do meio
ambiente e, segundo, a deposicdo de farmaco dentro da pele deve ser idealmente conseguida com
absorcdo percutanea limitada (Kumar, 2013). Assim, de forma a facilitar a distribuicdo de farmacos
antifungicos, melhorar a sua biodisponibilidade e por consequéncia aumentar a eficacia do tratamento,
estdo atualmente a ser desenvolvidos novos sistemas de libertacdo de farmacos. Nesta area, podem ser
destacadas as nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) como os lipossomas, etossomas, microemulsdes,
nanoparticulas, niossomas, microesferas e sistemas miceliais (Jain et al., 2010).

As SLNs apresentam inumeras vantagens pois permitem a libertacdo controlada do principio ativo
- 0 que evita a absorcao sistémica e é uma carateristica muito Util quando é necessario fornecer o farmaco
durante longos periodos de tempo e/ ou quando este produz irritacdo em altas concentracdes.
Adicionalmente, exibem boa tolerancia /n vivo, protegem os principios ativos (Sylvia et al., 2003) e
favorecem a entrada dos farmacos na pele (Jenning et al., 2000; Wissing e Muller, 2003), tornando estes
sistemas uma alternativa viavel para a sua aplicacao tépica. A vantagem das SLNs reside na sua mattriz
lipidica formada por lipidos fisiologicos, que diminuem em muito o risco de toxicidade. O pequeno tamanho
destas particulas lipidicas garante um contacto proximo com o strafum corneum, podendo desta forma
aumentar as propriedades bioadesivas e oclusivas, que sao um requisito desejado na aplicacao topica

(Wissing e Muller 2001, Gupta, 2011).

1.4.4. Fungos Como Possiveis Alvos para Avaliagao de Novas Terapéuticas

Alguns fungos sdo hoje em dia uma ameaca real a homeostasia do ser humano e animais, e
representam uma ameaca real para a saude. Desta forma, constituem também possiveis alvos para
avaliacdo de novas terapias a aplicar na sua erradicacdo, a que se acrescenta o facto de muitos deles
apresentarem resisténcia apreciavel as terapéuticas ja existentes (Williams e Lemke, 2002). Tinea pedis,
por exemplo, com taxas de incidéncia bastantes elevadas em comparacdo com outras infecdes fungicas
topicas, pode ser tratada com cremes antifungicos como o miconazol ou clotrimazol (Korting et al. 2007).
No entanto, o tratamento tépico falha na maioria dos pacientes, especialmente quando a doenca se associa
a onicomicose (Hart et al., 1999). A terapéutica oral é usada para condicdes de doenca grave ou extensa,
e sao necessarias varias doses de diferentes antiflngicos por longos periodos de tempo (Hall et al., 1997),

0 que torna o tratamento bastante complicado para o paciente, tornando-o menos eficaz.
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No caso de infecdes por tinea capitis, apenas antifungicos orais estdo disponiveis para uma
eliminacdo adequada (Roberts e Friedlander, 2005). Topicamente, pode ser tratada com um champd
antifungico contendo cetoconazol ou sulfeto de selénio.

Para o tratamento de onicomicoses, a terapéutica oral € privilegiada a terapéutica topica devido a
uma penetracao deficiente do farmaco através do leito ungueal. No entanto, apresenta os problemas dos
restantes tratamentos orais, nomeadamente o periodo de tratamento. No tratamento desta infecéo, por
exemplo, ¢é frequente usar farmacos como o itraconazol, e uma dose diaria de 200 mg por um periodo de
dois a trés meses (Evans e Sigurgeirsson, 1999).

Alguns dos fungos que afetam mais comumente animais e humanos, bem como o seu interesse

clinico e importancia para este trabalho em concreto sdo apresentados na tabela A1 (Apéndice 1).

1.5. Problema Bioldgico e Objetivo Deste Trabalho

A resisténcia a agentes antimicrobianos é atualmente uma ameaca global e é ja considerada um
grave problema de saude publica (WHO, 2019), tornando a descoberta de novos agentes antimicrobianos
uma necessidade urgente. O rapido aumento e prevaléncia de uma grande variedade de infecdes fungicas
superficiais e cutaneas (Kaur e Kakkar, 2010) faz com que estratégias antimicrobianas alternativas e novos
agentes antimicrobianos sejam extremamente necessarios. Esta necessidade tem levado a um novo olhar
sobre as terapéuticas tradicionais, como por exemplo 0 uso de compostos naturais com propriedades
antimicrobianas (Machado, 2011), numa demanda por novos e inovadores compostos bioativos.

O prépolis, como produto de origem natural com inumeras bioatividades, apresenta um potencial
de utilizacdo e possiveis aplicacbes em industrias variadas. As suas propriedades biologicas e
farmacologicas tém sido alvo de estudo e interesse por parte de varios grupos de investigacao e exploradas
em diferentes aplicacdes (Silva-Carvalho et al., 2015; Shatalebi et al., 2016; Khurshid et al., 2017;
Mazzarello et al., 2018; Jautova et al., 2018). o entanto, e contrariamente & maioria dos produtos derivados
de plantas medicinais, o prépolis possui uma enorme variabilidade em termos de composicao quimica,
guer em amostras de origens botanicas diferentes, quer em amostras provenientes da mesma origem mas
colhidas em épocas diferentes (Katalinic et al., 2004; Bankova, 2005; Falcdo et al., 2010). Esta
variabilidade, que emerge da caracterizacdo da composicao quimica e das atividades biologicas de
inumeras amostras de propolis oriundas de varios locais do mundo, representa um grande problema para
a padronizacao deste produto natural, e consequentemente para o seu uso e aceitacao pelas comunidades
médica e cientifica (Bankova et al., 2000; Silva-Carvalho et al., 2015).

O principal objetivo deste trabalho é assim o estudo do prépolis portugués de diferentes origens,

particularmente no que diz respeito a sua caracterizacao quimica e avaliacao das suas atividades
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biologicas, em especial a sua atividade antifungica e atividade antioxidante, a fim de avaliar a possibilidade
do seu uso / exploracao em aplicacoes principalmente médicas, mas também cosméticas e nutracéuticas.

As amostras de propolis selecionadas para este estudo sado provenientes de dois apiarios (Gerés
(G) e Pereiro (P)). Ambas tém vindo a ser estudas e caracterizadas pelo nosso grupo desde o ano 2011,
tendo sido mantidas ambas as amostras no presente trabalho por refletirem alguma da diversidade
guimica e biolégica que se atribui ao propolis enquanto produto natural. A continua caraterizacao e estudo
de amostras de propolis nacional contribuird para a valorizacao do prépolis como um subproduto da
colmeia, podendo traduzir-se numa mais-valia para os apicultores e a apicultura nacionais. Apesar de uma
producao baixa, os valores de comercializacao do propolis bruto sdo de 50 €Kg, podendo atingir cerca de
150 €Kg noutros paises (Dias et al., 2012), aumentando os lucros associados a esta atividade
tradicionalmente assente na exploracao exclusiva do mel.

Neste trabalho foram caracterizadas e estudadas as amostras relativas ao ano de 2017, apds
extracdo etandlica. Estes extratos etandlicos (EEs) foram entdo caracterizados em termos de composicdo
guimica e testados contra um painel de bactérias, leveduras e fungos filamentosos patogénicos humanos.
Os fungos usados ao longo deste trabalho sdo espécies que na sua maioria parasitam tecidos queratinosos
como a pele, unhas e cabelo, causando infecdes denominadas dermatofitoses. Varias foram as
caracteristicas que contribuiram para a escolha destes organismos como modelos bioldgicos: o facto de
serem dermatofitos, a sua importancia e relevancia clinica e o facto de ter ou nao ter sido estudado e
avaliado o efeito de propolis nestas espécies. O estudo da sua suscetibilidade a propolis podera permitir
perspetivar novas solucdes terapéuticas, passando estas por uma possivel aplicacdo tépica do propolis.
Esta traria inumeras vantagens para o paciente, devido a sua acao direta no local alvo, diminuindo a
probabilidade de efeitos adversos para o organismo (Kulkarni, 2010).

A atividade antioxidante é outra das principais bioatividades frequentemente encontrada em
amostras de proépolis, tendo sido igualmente avaliada nas amostras de propolis estudadas neste trabalho.
A producao excessiva de radicais livres, como por exemplo ROS pode levar a danos em biomoléculas e
amplificar respostas inflamatérias (Koolman e Rohm, 1996). Estas espécies estdo associadas a uma série
de processos degenerativos e a muitas outras doencas, dai a importancia da procura e estudo de novos
compostos antioxidantes.

Paralelamente, ensaios para avaliar o teor de polifenois, de flavonoides e de orto difenois totais
foram realizados, a fim de caracterizar e comparar quimicamente as amostras. Apesar de toda a
variabilidade atribuida ao propolis, estas sao as moléculas destacadas como 0s seus principais compostos
ativos, portadoras de propriedades de interesse e de possivel utilidade para possiveis aplicacdes em areas

diversas (Scalbert, 2000; Manach, 2004; Jautova et al., 2018).
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2.MATERIAIS E METODOS
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2.1. Amostras de Propolis e Preparacao de Extratos Etandlicos

As amostras de prépolis usadas neste trabalho sdo oriundas de dois apiarios distintos do territério
de Portugal continental. Uma foi amavelmente fornecida pelo apicultor Amadeu Fortunas e provém de um
apiario no Gerés (G), mais concretamente localizado na aldeia de Paradela, concelho de Montalegre, distrito
de Vila Real (41°45’41.62"" N; 7°58'03.34"" W). A outra amostra, gentilmente cedida pelo apicultor Pedro
Fernandes, é oriunda do apiario Pereiro (P), situado na regiao da Beira Alta - freguesia do Pereiro, concelho
de Pinhel e distrito da Guarda (N 40° 44'57.135", 0 7° 0'59.403). Ambas as amostras foram recolhidas
no ano de 2017 (G17; P17) e foram usadas para preparar extratos etanolicos (EES).

Os extratos etanolicos de propolis foram preparados de forma semelhante em ambas as amostras
e de acordo com o procedimento ja descrito anteriormente (Freitas et al., 2018). Aproximadamente 15 g
de prépolis bruto foram incubados com 100 ml de etanol absoluto (EtOH) & temperatura ambiente, na
auséncia de luz, num agitador orbital a 100 rotacdes por minuto (rpm) durante 24 horas (h). A suspendo
resultante foi entdo filtrada, com recurso a um funil de Buchner e um Kitasato associado a uma bomba de
vacuo, reservando-se o filtrado obtido. Os residuos resultantes foram novamente incubados com 50 ml de
EtOH, nas condicdes atras descritas. Os dois filtrados resultantes da extracdo de cada amostra foram
misturados num frasco de fundo redondo e procederu-se a evaporacdo do solvente num evaporador
rotativo (Buichi Rotavapor RE 121) com um banho (Blichi 461) a 40 °C, e a 40 rpm. No final do processo
foram obtidos dois extratos etandlicos - G17.EE e P17.EE - tendo sido armazenados ao abrigo da luz e a

4 °C até serem utilizados.

2.2. Caracterizacdo Quimica dos Extratos Etanodlicos de Prépolis

2.2.1. Determinacéo do Teor de Polifenois Totais

O teor de polifenois totais (TPT) foi determinado em ambos os extratos (G17.EE e P17.EE) de
acordo com uma adaptacéo do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Tiveron et
al., 2016). Este método baseia-se em reacdes de oxidacao-reducédo entre substancias redutoras e ides
metalicos (Silva et al., 2010). O reagente de Folin, de coloracdo amarela, consiste numa mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotiingstico que sdo reduzidos quando em contacto com substancias com propriedades
redutoras, como os polifenois. Esta reacdo da-se em meio com pH alcalino, meio propicio para que estas
substancias redutoras dissociem um protdo, induzindo assim a formacéo do anido fenolato. Este aniao é
capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu, formando desta forma o éxido de tungsténio e dxido de

molibdénio, que possuem coloracdo azul, detectavel na banda do espectro de 760 nm, possibilitando a
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quantificacdo dessas substancias através de espectrofotometria (Genovese et al., 2003; Huang et al.,
2005).

A 10 pl de cada solucao de propolis (variando na concentracédo entre 10 e 200 ug/ml) foram
adicionados 50 ul de reagente de Folin-Ciocalteu (1:10) e 40 pl de carbonato de sédio (Na.COs) 7,5 %
(p/v), numa microplaca. Apés 1 h de incubacéo ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, mediu-se a
absorvancia a 760 nm num leitor de microplacas (Synergy HT BIOTECH). Para cada concentracdo de
prépolis testada foi preparada uma mistura idéntica, com 10 ul de cada solucdo de prépolis e 90 ul de
EtOH, usada como branco. Misturas sem proépolis, contendo 10 ul de EtOH, 50 ul de reagente de Folin-
Ciocalteu e 40 pl de Na:.COs, foram utilizadas como controlo. Uma solucdo de acido galico (AG) (1-50
ug/ml) foi usada como padrao. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por
grama de G17.EE ou P17.EE (mg AG/ g extrato), como o valor médio de pelo menos trés experiéncias

independentes, cada uma com trés réplicas.

2.2.2. Determinacéo do Teor em Flavonoides Totais

O teor de flavondides totais (TFT) foi determinado nos extratos G17.EE e P17.EE de acordo com o
método descrito por Woisky e Salatino (1998), com algumas modificacdes. Este método baseia-se na
reacao entre o ido aluminio e os flavonoides. O ido aluminio (Al**) complexa-se com as moléculas de
flavondides da amostra em teste, estabelecendo o complexo estavel flavondide-Al**, de coloracdo amarela
cuja intensidade ¢é proporcional a concentracao de flavondides presente na amostra (Mabry et al., 1970).
Esta complexacado promove, em espectroscopia, deslocamento batocromico e intensificacdo da absorcéo,
podendo esta ser quantificada sem sofrer influéncia de outros compostos fenolicos presentes na amostra.

Para a determinacao do TFT, a 50 ul de cada solucao de prépolis (variando na concentracéo entre
50 e 1800 pg/ml) foi adicionado um volume de 50 ul da solucao de cloreto de aluminio (AICI:) 2 % (p/v)
em etanol. Misturas de 50 ul de cada solucéo de propolis e 50 ul de EtOH foram usadas como brancos.
Como controlo usou-se uma mistura de 50 ul de EtOH e 50 ul AICI3. Estas misturas foram incubadas
durante 1 h a temperatura ambiente e na auséncia de luz. A absorvancia foi posteriormente medida a 420
nm (Synergy HT BIOTECH). Uma solucao etandlica de quercetina (Q) (25-200 ug/ml) foi usada como
padrdo. Os resultados foram expressos em equivalentes de quercetina (EQ) por gramas de G17.EE ou
P17.EE (mg QE / g extrato) como o valor médio de pelo menos trés ensaios independentes com trés

réplicas cada.
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2.2.3. Determinacéao do Teor de Orto-Difendis
0 método adotado para determinacdo do teor de orto-difendis (TO) em ambos os extratos
(G17.EE e P17.EE) foi descrito por Mateos e colaboradores (2001), com algumas modificacdes. Neste
método, o molibdato de sddio reage com as hidroxilas dos orto-difendis, presentes nas amostras em
estudo. Desta reacdo resulta um produto com coloracao alaranjada, que tem absorcdo maxima a um
comprimento de onda de 370 nm (Mateos et al., 2001).

Em microplaca, a um volume de 160 ul de cada solucdo de extrato (variando na concentracdo
entre 150 e 300 ug/ml) foi adicionado molibdato de sddio a 25 mg/ml (em EtOH 50 %). Esta mistura foi
incubada no escuro, a temperatura ambiente, durante 15 minutos (min), apds o que se procedeu a leitura
da absorvancia a 370 nm. Misturas de 160 pl de cada solucdo de propolis e 40 pl de EtOH foram usadas
como brancos. Como controlo usou-se uma mistura de 160 ul de EtOH e 40 pl da solucdo de molibdato
de sddio. Como padrao foi usada uma solucao de AG (10-200 pg/ml). Os resultados foram expressos em
equivalentes de acido galico por grama de G17.EE e P17.EE (ug EAG/g extrato) como o valor médio de

pelo menos trés experiéncias independentes com trés réplicas.

2.3 - Avaliacao da atividade antioxidante /7 vifro dos Extratos Etandlicos de Propolis

2.3.1. Ensaio de Eliminacédo do Radical 2,2-difenil-1-pirarilidrazil (DPPH e)

Este método baseia-se na transferéncia de eletrdes entre o radical cromatogénico DPPH e (2,2-
difenil-1-pirarilidrazil), de cor violeta, e um determinado substrato. O DPPH e ¢ considerado um radical
livre, estavel em solucao, que possui um eletrdo de valéncia ndo emparelhado que pode ser doado,
podendo assim reduzir-se na presenca de uma substancia com poder antioxidante (Manzocco et al., 1998;
Mitra e Uddin, 2014). A reducdo de DPPHe pode ser seguida por espectrofotometria, uma vez que a
formacao da forma nao radicalar (DPPH-H), quando em contacto com uma substancia antioxidante, implica
uma diminuicao de absorvancia que tem um maximo a 518 nm e que é também acompanhada por uma
alteracdo na cor da solucao, de violeta para amarelo (Mitra e Uddin 2014).

A capacidade de scavengingde DPPH e foi determinada em microplaca, pela adicao de 100 pl de
uma solucao etandlica de DPPHe 0,04 % (p/v) a 50 ul de cada solucdo de prépolis (G17.EE e P17.EE)
em concentracdes variaveis entre 1 e 50 ug/ml. Apds incubacao a temperatura ambiente, no escuro,
durante 20 min, mediu-se a absorvancia a 518 nm. A atividade antioxidante dos extratos por acao

scavenging de DPPH e foi calculada com recurso a equacao:

Acontrolo — Aamostra

Actividade Antioxidante (%) = Acontrolo %X 100

35



Onde Ao € @ absorvancia da solucdo de DPPH e sem extrato e A € @ absorvancia da mistura
de G17.EE ou de P17.EE com o radical DPPHe.

Como brancos foram utilizadas misturas de 50 pl de cada solucao de propolis e 100 ul de EtOH;
como controlo usou-se a mistura de 100 ul da solucdo de DPPH e e 160 ul de EtOH. Os resultados foram
calculados e expressos em valores de 1Cs, correspondendo a concentracdo de extrato capaz de reduzir 50
% do radical DPPH e . Foram realizados pelo menos trés ensaios independentes com trés réplicas. Como

padrao foi usada uma solucao de AG (0,2-2,5 ug/ml).

2.4. Avaliacado do Potencial Antimicrobiano dos Extratos Etanolicos de Propolis

2.4.1. Microrganismos

A atividade antibacteriana e antinfingica dos extratos em estudo foi testada contra um painel de
espécies com interesse clinico e biotecnologico, entre as quais seis bactérias Gram-positivas € uma
bactéria Gram-negativa (Tabela 4), duas leveduras (Tabela 5 e ainda um conjunto de fungos filamentosos

com elevado interesse clinco, na sua maioria dermatéfitos (Tabela 6)

Tabela 4. Estirpes bacterianas usadas como indicadores de suscetibilidade no ensaio para
avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de amostras de prépolis do Gerés e do Pereiro

recolhidas em 2017. Todas as espécies foram obtidas da colecéo de culturas do Departamento de Biologia.

Bactérias Tipo do Isolado Referéncia

Gram-positivas

Bacillus subtilis 48886
Bacillus cereus Sangue ATCC 7064
Bacillus megaterium - 932
Propionibacterium Isolado Clinico H60803
acnes

Staphylococcus aureus  Isolado Clinico (Lesdo Humana) ATCC 6538

MRSA Isolado Clinico (Aspiracao) M746665/ MRSA

Gram-negativas

Escherichia coli - CECT 423
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Tabela 5. Leveduras usadas como indicadores de suscetibilidade no ensaio para avaliacdo da
atividade antifliingica dos extratos etandlicos de amostras de prépolis do Gerés e do Pereiro recolhidas em

2017. Todas as espécies foram obtidas da colecao de culturas do Departamento de Biologia.

Microrganismos Tipo de Isolado Referéncia
Leveduras
Candida albicans Isoaldo Clinico 53B

(lesdo de pele humana)
Saccharomyces Laboratorial BY4741/Y00000

cerevisiae

Tabela 6. Fungos Filamentosos usados como indicadores de suscetibilidade no ensaio para
avaliacao da atividade antifungica dos extratos etanolicos de amostras de propolis do Gerés e do Pereiro

recolhidas em 2017.

Microrganismos Tipo de Isolado Referéncia

Fungos Filamentosos

Aspergillus fumigatus Ambiental -
Aspergilus terreus Ambiental -
Fusarium sp. Ambiental -
Microsporum audourii n.c. ACT
Microsporum canis n.c. -
Nannizzia gypse n.c. SAB
Trichophyton Ambiental -
mentagrophytes

Trichophyton rubrum n.c. -
Trichophyton saudanense n.c. -
Trichophyton tonsurans n.c. -
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2.4.2. Meios de Cultura e Condicdes de Crescimento

Ao longo deste trabalho as bactérias foram cultivadas em meio LB [0,5 % (p/V) extrato de levedura,
1% (p/v) triptona, 1 % (p/v) NaCl] e as leveduras foram cultivadas em meio YPD [extrato de levedura 1 %
(p/v), peptona 1 % (p/Vv), glucose 2 % (p/v)]. Para manutencao, as leveduras foram cultivadas em placas
contendo meio sélido YPDA e as bactérias em meio LBA (respetivamente YPD ou LB suplementados com
2 % (p/Vv) agar) e depois conservadas a 4 °C até utilizacdo ou até se executar nova repicagem. A incubacéo
decorreu durante 48 h a 30 °C no caso das leveduras, ou durante 24 h a 37 °C para as bactérias.

Por sua vez, os fungos filamentosos foram cultivados em meio PDA [0,4 % (p/v) amido de batata,
dextrose 2 % (p/v), agar 1,5 % (p/v)] ou meio Sabouraud [4 % (p/v) D(+)-glucose, peptona 1% (p/v), agar
1,5 % (p/v)]. Para determinacao da atividade dos EEs contra fungos filamentosos foi ainda usado meio
Sabouraud liquido [4 % (p/v) D(+)-glucose, peptona 1% (p/Vv)].

Para a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana, leveduras e bactérias foram cultivadas
em meio YPD ou meio LB, respetivamente, com uma relacéo ar/ liquido de 5/1 e incubadas a 30 ou 37
°C, respetivamente, num agitador orbital, a 200 rpm, até se ter atingido o meio da fase exponencial de
crescimento. Na avaliacao da atividade antimicrobiana usaram-se os meios LBA ou YPDA suplementados
com os diferentes extratos etandlicos de prépolis nas concentracdes de 100, 200, 500, 750, 1000, 1500
e 2000 ug/ml. Como controlo do ensaio, foram feitos meios YPDA e LBA e ainda meios YPDA e LBA aos
quais foi adicionado um volume de EtOH equivalente ao volume da maior concentracédo de EE de propolis
usada no ensaio. Todas as placas foram conservadas ao abrigo da luz e a 4 °C até utilizac&o.

Na avaliacdo da atividade antifungica contra fungos filamentosos usaram-se os meios PDA ou
Sabouraud suplementados com os diferentes EEs de prépolis nas concentracdes de 500 e 1000 pg/ml.
0Os mesmos meios, preparados de acordo com a respetiva receita e na auséncia de EE, ou contendo um
volume de EtOH equivalente ao volume da maior concentracdo de prépolis usada no ensaio, foram usados

como controlos. Todas as placas foram conservadas ao abrigo da luz e a 4 °C até utilizacao.

2.4.3. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana Contra Bactérias e Leveduras

2.4.3.1- Preparacéo de Culturas

Para estudar o efeito de G17.EE e P17.EE nas estirpes de bactérias (Tabela 4) e leveduras (Tabela
5) selecionadas, procedeu-se primeiramente a preparacao de pré-indculos dessas estirpes indicadoras de
suscetibilidade, usando os meios e condicbes adequadas a cada tipo de microrganismo, e ja descritos
(YPD a 30 °C para leveduras ou LB a 37 °C no caso das bactérias). Apds crescimento durante a noite,

com 200 rpm de agitacdo, os inoculos foram diluidos em meio de cultura adequado para uma D.O.e0
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(densidade ¢tica a 600 nm) de 0,1 e incubados novamente nas mesmas condicdes a fim de se garantirem
dois tempos de duplicacado, no minimo, e se atingir o meio da fase exponencial do crescimento (D.O.ew0

entre 0,4 e 0,6), para posterior realizacdo dos ensaios de viablidade.

2.4.3.2- Ensaio para Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

A atividade de G17.EE e P17.EE foi avaliada através do método de diluicdo em placa, usando
meios de cultura apropriados e onde previamente se procedeu a incorporacao de cada um dos extratos
etanolicos nas concentracdes a estudar (seccao 2.4.2). Este procedimento permitiu a determinacao de
valores de MIC (do inglés, minimum inhibitory concentration ou concentracdo minima inibitoria), isto &, a
concentracdo mais baixa capaz de inibir o crescimento do microrganismo testado, com base na presenca
ou auséncia de crescimento do microrganismo na presenca dos EEs de propolis.

Apds preparacado das culturas microbianas a usar, como atras se descreveu (seccdo 2.4.3.1),
retiraram-se gotas de 5 pl de cada estirpe e colocaram-se a superficie dos meios suplementados com as
diferentes concentracées de cada EE. A metodologia foi repetida em meios idénticos na auséncia de
prépolis e em meio suplementado com etanol no maximo volume de extrato usado, servindo estes como
controlos. Apos incubacao (a 30 °C durante 48 h ou a 37 °C durante 24 h para leveduras ou bactérias,
respetivamente), a determinacdo do valor de MIC foi efetuada por observacdo da presenca/ auséncia de
crescimento na presenca de cada concentracdo de cada um dos dois EEs de propolis. Para determinacao

dos valores de MIC, foram realizados trés ensaios independestes com trés réplicas cada.

2.4.4. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana Contra Fungos Filamentosos

2.4.4.1 - Método de Diluicao em Placa

A atividade antifungica de G17.EE e P17.EE contra fungos filamentosos foi avaliada através da
observacao e medicao do crescimento do micélio fungico na presenca de cada EE das amostras de propolis
(G17 e P17), previamente incorporados em meio sélido apropriado. Um disco de aproximadamente 0,5
cm de didmetro contendo micélio de cada uma das diferentes espécies em estudo foi inoculado no centro
de placas de petri contendo diferentes concentracdes (500 pg/ml e 1000 ug/ml) dos EEs de prépolis.
Placas de Petri idénticas, mas sem extratos (controlo), ou contendo EtOH 100 % em vez de EE (controlo
EtOH), foram inoculadas com discos de micélios de cada uma das estirpes estudadas, em simultaneo. A
incubacao decorreu na auséncia de luz e a temperatura ambiente. Todas as placas de Petri foram
inspecionadas diariamente e, apds observacao das primeiras evidéncias de crescimento, o diametro da

colénia fungica para cada estirpe foi medido e registado. Posteriormente, com os valores obtidos, foi
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calculada a taxa especifica de crescimento de cada estirpe na auséncia e na presenca dos dois EEs,
recorrendo a equacdo de Gompertz (Tjarve, 2017), que descreve uma funcao do tipo sigmoidal que permite
caracterizar quantitativamente o crescimento através dos parametros coeficiente da taxa de crescimento

(Ke) e tempo de inflexdo (Ti). A equacéo é decrita pela equacao:

W (t) = Aesp(—exp(—ke(t —T1)))

Onde W(t) representa o valor esperado de crescimento fungico em funcdo do tempo (dias), t
representa o tempo, A representa a assintota superior, Ke simboliza o coeficiente da taxa de crescimento
(que afeta o declive) e T representa o tempo de inflexdo. Tendo em conta os parametros obtidos pela
equacao de Gompertz e a equacao que se segue, foi entdo calculada a taxa especifica de crescimento para

cada estirpe.
AX kg

Taxa especifica de crescimento =

e

Os resultados referentes a taxa especifica de crescimento de cada estirpe foram expressos em
cm/ dia como o valor médio de pelo menos trés experiéncias independentes com duas réplicas.

Devida a impossibilidade de adaptacao do modelo matematico ao crescimento de um dos fungos
testados e de forma a verificar a influéncia do extrato em todos os fungos em teste, foi calculada uma taxa
de inibicao de crescimento radial, no dia a que cada fungo atingiu no controlo o diametro maximo permitido
e ao 12° dia (dia a qual os fungos de crescimento mais rapido atingiram o maximo de diametro permitido),
através da equacao (Reyes-Cilpa et al., 1997):

Crescimento micelial na placa controlo — Crescimento micelial na placa suplementada

% inibicdo = - — x 100
Crescimento micelial na placa controlo

Foi ainda realizada uma andlise comparativa dos diferentes fungos (nomeadamente
comportamento, coloracao, textura, presenca/ auséncia de estruturas reprodutoras, etc.) recorrendo-se

essencialmente a observacao visual direta e ao registo fotografico.

2.4.4.2 Método de Diluicdo em Meio Liquido

A atividade antifungica de G17.EE e P17.EE contra fungos filamentosos foi ainda avaliada

com recurso ao método de diluicdo em meio liquido. Esta metodologia foi estabelecida inicialmente e
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reportada no liviro M38-A do Clinical and Laboratory Standards Institute (Wayne, 2002) e adaptada
posteriormente para dermatofitos por Fernandez-Torres et al. (2002) e Barros et al. (2006).
Numa fase inicial, usando Aspergillus fumigatus e Aspergiluus terreus e ambos os EEs,

procedeu-se a uma otimizacdo de uma séria de parametros (temperatura e agitacao, volume de EtOH a
usar, concentracdes de extrato e tempo de incubacéo) e a adaptacdo dos mesmos por forma a estabelecer
0 ensaio a usar para a avaliacdo do potencial antifungico dos EEs de propolis contra os fungos de
crescimento irregular em meio sélido. Posteriormete, e quando os parametros estavam ja estabelecidos,
para efeitos comparativos o ensaio foi aplicado a toda a colecdo de fungos filamnetosos em estudo.

Procedeu-se a raspagem do micélio dos fungos filamentosos a estudar e a sua ressuspensao em
solucao Tween 80 0,25 % (v/v). O numero de esporos obtidos foi estimado apds contagem numa camara
de Neubauer e o inoculo a usar foi ajustado para uma concentracao final de 5x10* esporos/ ml em meio
Sabouraud liquido. Aliquotas de 195 pul desta suspensao de esporos foram dispensadas em pocos de
microplacas, qual aos quais se adicionaram 5 pl de cada EE de prépolis nas diferentes concentracdes a
testar (500, 1000 e 2000 pg/ ml). A incubacao decorreu a 30 °C, por um periodo de aproximadamente
72 h e a D.O. foi lida periodicamente, a 530 nm. Posteriormente foi calculada a percentagem de inibicdo
da D.0., em comparacdo com as situacdes controlo (controlo EtOH - esporos cultivados na auséncia de
EEs de propolis mas na presenca de etanol), nos diferentes tempos do ensaio. Os valores de MICs, para
os dois EEs, contra cada uma das espécies estudadas, foram extrapolados através da representacao das
percentagens de inibicdo de D.O. em funcéo da concentracdo de cada EE. O MICs corresponde assim a
concentracdo de G17.EE ou de P17.EE que causam uma reducdo de D.O. igual a 50 %. Foram realizados
no minimo trés ensaios independentes com quatro réplicas cada.

Para determinar a minima concentracao fungicida (MFC) procedeu-se a inoculacdo de 5 pl do
contetido de cada poco, apos 72 h, numa placa de PDA ou Sabouraud e posterior incubacao a 30 °C por

um periodo de 48 h.

2.5. Analise Estatistica

Todos os ensaios que permitiram a caracterizacao quimica dos EEs (determinacéo dos teores de
polifendis e flavonoides), assim como o ensaio que permitiu avaliar a sua capacidade antioxidante e os
ensaios que permitiram avaliar o potencial antibacteriano das amostras, foram analisados estatisticamente
com recurso ao programa GraphPad Prism 5. As diferencas entre os resultados foram avaliadas usando a
analise de variancia (ANOVA) para comparar mais do que duas meédias, e o teste Tukey para comparar
todas as médias entre si. Foi ainda usada a analise t-test quando comparadas apenas duas médias.

Quando os valores destes testes apresentam um valor de p<0,05, indica que os resultados obtidos para
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os dois EEs apresentam diferencas estatisticamente significativas. Esta analise foi expressa através de um
sistema de notacdo alfabética, sendo que dois EEs com a mesma letra ndo serdo significativamente

diferentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ
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3.1. Caracterizacdo Quimica de G17.EE e de P17.EE

3.1.1. Teor Total de Polifenois
Como referido, o teor de polifenois totais (TPT) foi determinado neste trabalho com recurso
ao meétodo colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Tiveron et al., 2016), com algumas
adaptacdes. Como se pode observar na figura 13, G17.EE apresenta um TPT (177,9+ 3,338 mg EAG/ g
extrato) superior ao de P17 EE (155,1+ 4,063 mg EAG/ g extrato).
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Figura 13. Teor de polifenois totais (TPT) de G17.EE e P17.EE. Os valores sao expressos em mg de equivalentes de
acido galico por g de extrato (mg EAG/g extrato) e resultam da média + DV de 3 ensaios independentes com 3
réplicas cada (* p< 0,5; ** p<0,01; *** p<0,001).

Esta variacdo era ja expectavel uma vez que os dois extratos sao oriundos de localidades bem
diferenciadas geograficamente, com vegetacao e condicdes climatéricas distintas, corroborando a
amplamente descrita influéncia, na composicdo quimica do prépolis, de fatores como o tipo de vegetacao
envolvente (Katalinic et al., 2004; Falcao et al., 2010), condicdes climatéricas distintas (Falcao et al.,
2010), ou as condicdes de recolha (Sheng et al., 2007). Na zona envolvente do apiario do Pereiro encontra-
se maioritariamente vegetacdo como a azinheira, pinheiro bravo, carvalho e sobreiro (Agéncia Regional de
Energia e Ambiente do Interior, 2007), ja na zona circundante ao apiario do Gerés encontra-se a urze, o
castanheiro, silvas e algumas arvores de fruto (informacao fornecida pelo apicultor). As duas amostras de
prépolis estudadas diferem também nas condicdes de producao e recolha: de acordo com os apicultores
responsaveis, o propolis do Pereiro é recolhido por raspagem das colmeias, na altura da sua limpeza,
enguanto o propolis do Gerés é produzido em grades e a sua recolha é realizada a partir das mesmas,
apos arrefecimento.

Comparando o TPT de P17.EE com os teores de varios extratos etanolicos de propolis do Pereiro

(P. EEs) preparados entre os anos de 2011 a 2016 (A. Freitas, resultados nao publicados) (Tabela 7),
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verifica-se que o TPT de tais extratos é invariavelmente mais elevado que o teor apresentado pelo extrato
da amostra recolhida em 2017. Esta diferenca entre extratos é corroborada estatisticamente, sendo o TPT

de P17.EE semelhante apenas ao encontrado em P12.EE.

Tabela 7. Teores de polifenois totais, expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de
extrato (mg EAG/ g extrato), dos extratos etandlicos preparados com amostras de prépolis do Pereiro
recolhidas de 2011 a 2017 (P.EEs). Os valores sao apresentados na forma de média + DV. Letras distintas

indicam resultados significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

P. EEs ‘ TPT (mg EAG/ g extrato) | Autores

P11.EE 237,8 + 2,07

P12.EE 178,3 + 6,66

P13.EE 217,6 + 6,61+ (A. Freitas,
P14.EE 174,4 + 4,27- resultados ndo publicados)
P15.EE 262,2 + 4,27:

P16.EE 223,8 + 2450

P17.EE 155, + 4,063- (este trabalho)

De forma a avaliar a eventual influéncia de condicdes meteorologicas nos TPT apresentados pelos
EEs nos diferentes anos, foram analisados os boletins meteorologicos de Portugal continental referentes
aos anos de 2011 a 2017 (IPMA, 2019). Os anos de 2012 e 2017 foram reportados como anos com
valores de temperatura média do ar bastante elevada e valores de pluviosidade bastante abaixo da média,
sendo 0 ano de 2012 considerado um ano de seca meteorolégica, condicdes que se vao refletir na
vegetacao local e possivelmente traduzir-se num TPT inferior nas amostras nos anos em causa. No entanto,
e apods analise dos restantes anos, verificou-se que 2015 foi de igual forma um ano de seca meteorologica,
com valores de temperatura média do ar bastante elevados em relacdo a média. Assim, sem retirar a
importancia que as condic6es meteorolégicas possam ter tido na variacao dos TPT, ndo poderdo ser
indicados como a Unica causa de tais diferencas, considerando o TPT mais elevado de P15.EE.

Fazendo uma analise idéntica para G.EEs, isto é, comparando os resultados obtidos para os TPT
de G17.EE com os dos extratos etandlicos de propolis proveniente do mesmo apiario (G. EEs) mas
preparados a partir de amostras recolhidas entre os anos de 2011 e 2016 (A. Freitas, resultados nédo
publicados) (Tabela 8), constatam-se valores mais elevados nos EEs preparados com prépolis recolhido

em 2012, 2013 e 2015 e teores mais baixos em G11.EE, G14.EE e G16.EE.
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Tabela 8. Teores de polifenois totais, expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de
extrato (mg EAG/ g extrato), dos extratos etandlicos de amostras de propolis do Gerés, recolhidas de 2011
a 2017 (G.EEs). Os valores sao apresentados na forma de média + DV. Letras distintas indicam resultados

significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

G. EEs ‘ TPT (mg EAG/ g extrato) ‘ Autores

G11.EE 1429 + 1,89

G12.EE 212,2 + 9,23

G13.EE 205,8 + 3,51« (A. Freitas, resultados ndo
G14.EE 165,4 + 4,16 publicados)
G15.EE 207,9 + 7,48¢

G16 EE 185,69 + 12,05:

G17.EE 177,9 + 3,34 (este trabalho)

Moreira et al. (2008) reportaram TPT de 329 + 0,01 e 151 + 0,01 mg EAG/ g extrato em extratos
etanolicos de amostras de propolis oriundas da regiao de Bornes e do Fundao, respetivamente, revelando
diferencas mais acentuadas para este parametro estas duas amostras de propolis de origem nacional. Em
EEs de prépolis da Polénia foram registados TPT de 150,8 mg EAG/ g extrato (Czarny et al., 2017), Bojic
et al. (2018) reportaram valores de TPT de 136,14 mg EAG/ g extrato em EEs de propolis da Croacia e
teores entre 104,6 e 286,9 mg EAG/ g extrato foram reportados para préopolis originario de diferentes partes
da Hungria (Molnar et al., 2017). Assim, os TPT encontrados em G.EEs e P.EEs situam-se dentro da gama
dos valores reportados quer para propolis portugués quer para outras amostras de propolis europeu.

O propolis europeu, onde o prépolis em estudo neste trabalho se inclui, apresenta em geral TPT
bastante mais elevados que amostras de propolis de outras origens. Schmidt et al. (2014) referiram teores
entre 108,9 + 3,2 e 147,4 + 4,1 mg EAG/ g extrato etandlico de propolis brasileiro; ja Andrade et al.
(2017) mencionaram TPT um pouco inferiores, entre 55,74 + 0,48 e 91,32 + 0,49 mg EAG/ g extrato,
em diferentes EE de prépolis do nordeste do Brasil. Mas a variabilidade é uma vez mais uma caracteristica
de propolis no que diz respeito a este parametro: em prépolis da Tailandia, por exemplo, foi descrito um
TPT de 31,2 mg EAG/ g, enquanto 299,0 mg EAG/ g extrato foi o teor encontrado num EE de propolis da
China (Kumazawa et al., 2014). Em termos comparativos, os teores de substancias fenolicas mais
elevados apresentados nas amostras em estudo faz antever a presenca de caracteristicas/ propriedades

Unicas nos extratos e com elevado interesse para futuros estudos e possiveis aplicacoes.
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3.1.2. Teor Total de Flavonoides

O teor de flavonoides totais (TFT) de P17.EE e G17.EE foi determinado neste trabalho de acordo
com o método descrito por Woisky e Salatino (1998), com algumas modificacdes. A semelhanca do que
se observou para o TPT, é também G17.EE que apresenta um TFT superior (36,76 + 1,142 mg EAG/ g
extrato) ao de P17 EE (24,76 + 1,401 mg EAG/ g extrato) (Figura 14).
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Figura 14. Teor de flavonoides totais (TFT) de G17.EE e P17.EE. Os valores sdo expressos em mg de equivalentes
de quercetina por g de extrato (mg EQ/g extrato) e resultam da média + DV de 3 ensaios independentes com 3
réplicas cada (* p< 0,5; ** p<0,01; *** p<0,001).

Comparando o TFT de P17.EE com os teores dos varios extratos etanolicos preparados a partir de
amostras de prépolis do Pereiro (P. EEs) colhidas entre 2011 e 2016 (A. Freitas, resultados nao
publicados) (Tabela 9), verificam-se teores mais elevados que o apresentado pelo extrato em 2017.
Constata-se ainda bastante variabilidade neste parametro pois apenas os EEs preparados com propolis

recolhido em 2012 e 2014 se ndo revelam diferentes.

Tabela 9. Teores de flavonoides totais, expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de
extrato (mg EQ/ g extrato), dos extratos etanolicos preparados com amostras de propolis do Pereiro
recolhidas de 2011 a 2017 (P.EEs). Os valores sao apresentados na forma de média + DV. Letras distintas

indicam resultados significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

P. EEs ’ mg EQ/ g extrato Autores

P11.EE 543+ 2,42

P12.EE 43,4 + 0,75

P13.EE 32,38 +1,61¢ (A. Freitas, resultados nédo
P14.EE 33,37 + 1,95 publicados)
P15.EE 78,39 + 1,66¢

P16. EE 62,08 + 0,51

P17.EE 24,76 £ 1,401- (este trabalho)
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Comparativamente aos TFT de outros G.EEs (A. Freitas, resultados ndo publicados) (Tabela 10),
G17.EE apresenta um teor bastante semelhante, sendo apenas estatisticamente diferentes dos valores
exibidos pelos extratos preparados com amostras de propolis recolhidas em 2011, 2014 e 2015. Desta
forma, e apesar da variacao encontrada no TPT, o propolis do Gerés parece ter um perfil de flavonoides
mais constante que o propolis do Pereiro ao longo dos anos. Esta constancia podera eventualmente estar
relacionada com o modo de producdo/recolha do propolis do Gerés, que é feita utilizando grades, e
também com o facto do apiario se localizar no Parque Nacional Peneda Gerés, local de vegetacdo mais

controlada e onde a intervencdo do homem ¢ limitada o que nao acontece no local do apiario de Pereiro.

Tabela 10. Teores de flavondides totais, expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de
extrato (mg EQ/ g extrato), dos extratos etandlicos preparados com amostras de prépolis do Gerés
recolhidas de 2011 a 2017 (G.EEs). Os valores sao apresentados na forma de média + DV. Letras distintas

indicam resultados significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

G.EEs ‘ mg EQ/ g extrato Autores
Gl1.EE 31,46 + 0,87
G12.EE 34,58 + 2,69«
G13.EE 32,59 + 0,79zbe¢ (A. Freitas, resultados néo
G14.EE 31,02 + 1,34pece publicados)
G.15.EE 51,66 + 0,87
Gl6. EE 32,72 + 2,38ebece
G17.EE 36,76 + 1,14 (este trabalho)

Os TFT registados para os diferentes EEs encontram-se dentro da gama dos valores publicados
para amostras de prépolis nacional como o propolis de Beja, Coimbra e Braganca (Silva et al., 2012). No
entanto, para outras amostras de propolis europeu tém sido descritos, em geral, TFT bastante mais
elevados. Kumazawa et al (2004) reportaram um TFT de 220 + 2,5 mg EQ / g extrato em EE de prépolis
oriundo da Bulgaria, por exemplo, e teores entre 128 e 178 + 2 ug EQ / mg extrato foram descritos em
amostras de propolis polacas (Kurek-Gérecka et al., 2012). Deste modo, e neste parametro, G17.EE e
P17.EE parecem ser mais semelhantes a algum propolis brasileiro (TFT entre 29,67 e 186,96 mgEQ / g
extrato) (Andrade et al., 2017; Devequi-Nunes et al., 2018), assim como ao propolis de Africa do Sul, com
50,8 + 0.8 ug EQ / mg extrato (Kumazawa et al., 2004), por exemplo.

Face a variada gama de teores apresentadas pelos diferentes EE nas diferentes partes do Mundo,
ha a necessidade de estabelecer padrdes de qualidade do propolis, existindo ja alguns paises do Mundo
gue estabeleceram determinados parametros como por exemplo a maior quantidade de flavonoides, no

entanto face a variabilidade obtida nas diferentes partes do mundo, o problema da padroniza¢édo acentua-
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se. Havendo por isso uma necessidade cada vez maior de definir parametros globalmente muito em parte
devido ao facto de este obter acdo terapéutica sobre muitas das suas substancias, e nao ter principios
ativos definidos, provando muitas vezes que nem sempre o teor de determinadas substancia comprova o

verdadeiro poder da mesma.

3.1.3. Teor de orto-difentis

O teor de orto-difenodis (TO), determinado através do método descrito por Mateos et al. (2001), é
superior em G17 EE: 467,3 + 9,250 mg EAG/g extrato face a 303,2 + 5,563 mg EAG/g P17.EE (Figura
15)

Esta variacao também nao surpreende em EEs de amostras de propolis oriundas de localidades
de geografia, vegetacao e condicdes ambientais distintas, que ja revelaram perfis quimicos diferentes em
compostos fendlicos (Figuras 13 e 14) e uma vez que os orto-difendis sdo também eles compostos

fenadlicos.
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Figura 15. Teor de orto-difendis (TO) de G17.EE e P17.EE. Os valores sdo expressos em mg de equivalentes de
acido galico por g de extrato (mg EAG/g extato) e resultam da média + DV de 3 ensaios independentes com 3
réplicas cada (* p< 0,5; ** p<0,01; *** p<0,001).

A auséncia de informacao sobre o TO em G.EEs e P.EEs s impossibilita a comparacdo com os
teores obtidos para os EEs de propolis do Gerés e do Pereiro estudados neste trabalho. A literatura também
€ omissa no que a este teor diz respeito para outros extratos de propolis, inviabilizando comparacao entre
amostras de origem diferente. Comparando porém os valores obtidos para G17.EE e P17.EE com os teores
encontrados noutros produtos de origem natural, registam-se teores mais elevados - superiores por
exemplo aos encontrados em extratos de polpa de camarinha (21,8 mg - 23,4 mg EAG/100 g) (Andrade,
2016) e em polpa de pera fresca ou desidratada (respetivamente (666,2 + 26,4 e 634,8 + 78,5 mg
EAG/100 g) (Santos et al., 2014). Assim, comparativamente, G17.EE e P17.EE parecem apresentar TO

elevados, e estes compostos aparentam ser um dos principais constituintes de ambos os estratos. Sroka

50



e Cisowski (2003) descreveram que os compostos fenolicos com funcdo orto possuiam importante
atividade antirradicalar, pelo que a analise destes compostos reveste-se de extrema importancia nas
restantes amostras de prépolis, para melhor se concluir qual o verdadeiro impacto da presenca de orto-

difenois nas propriedades e atividades dos extratos.
3.2. Avaliacdo da Atividade Antioxidante de G17.EE e de P17.EE /n wvitro

3.2.1. Capacidade de captura de radicais livres DPPH

A capacidade scavenging do radical livre e estavel DPPH e (2,2-difenil-1-pirarilidrazil) foi avaliada
nos extratos etanolicos de amostras de préopolis do Gerés e do Pereiro recolhidas em 2017 (Figura 16). De
acordo com os resultados obtidos, o potencial antioxidante de G17.EE (IC50 = 3,61 + 0,193 pg/ml) é
semelhante ao de P17 EE (IC50 = 3,81 + 0,204 ug/ml), apesar das diferencas em termos de composicao
guimica (Figuras 13 e 14), o que podera corroborar a ideia de que os extrato de prépolis mantém e

partilham algumas das suas atividade biologicas apesar de apresentarem diversidade quimica (Borrelli et

al., 2002b).

ICs0 (ng/ml)

G17.EE P17.EE

Figura 126. Potencial antioxidante de G17.EE e P17.EE. A capacidade de captura de DPPH  foi expressa em valores
de IC50 (ug/ ml) e resultam da média + DV de 3 ensaios independentes com 3 réplicas cada (* p< 0,5; ** p<0,01;
*** p<0,001).

Consultando a literatura para esta bioatividade em EEs de propolis, e tendo em conta metodologias
comparaveis, encontram-se valores de ICs entre 26,33 e 143,09 pg/ml (Zizi¢ et al., 2013) em amostras
de proépolis da Sérvia. Em termos de prépolis de origem nacional foram descritos valores de ICs de 27 +
10 e 31 + 10 ug/ml em amostras originarias do Algarve (Miguel et al., 2010) e de 52 + 0,003 pg/ml e de
6,22 ug/ml em prépolis do Fundao e Bornes, respetivamente (Moreira et al., 2008). Em 2012, amostras

de prépolis de Bornes apresentaram um valor de 72 + 0,003 pg/ml (Paula et al., 2012). G17.EE e P17.EE
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apresentam assim melhor potencial antioxidante que os extratos de prépolis do Algarve e do Fundao, mas
capacidade antioxidante semelhante aos EEs de propolis recolhido de Bornes em 2008.

Comparando as amostras em estudo com proépolis de tipos diferentes, constata-se uma vez mais
a variabilidade que a este produto natural se atribui: por exemplo propolis originario da Malasia exibe
valores de ICs de 79,90 + 11.75 pg/ml (Nna et al., 2018), em propolis brasileiro foram referidos valores
de 1Cs» entre 89,90 + 0,02 e 371,12 + 0,01 pg/ml (Devequi-Nunes et al., 2018). Assim, o potencial
antioxidante é variavel em propolis de varias partes do mundo e inclusive em amostras de uma so
proveniéncia geografica, como se verificou na diferenca de potencial antioxidante no caso dos extratos
provenientes de Bornes dos diferentes anos, salientando a necessidade de analise de cada amostra para
a sua caracterizacdo. No contexto apresentado, G17.EE e P17.EE parecem possuir capacidade
antioxidante bastante promissora, e como tal terem algum interesse para possiveis aplicacbes que
envolvam esta bioatividade.

Os maiores teores de substancias fendlicas totais de G17.EE (Figura 13 e Figura 14) poderiam
antecipar uma maior capacidade antioxidante dada a associacao de tais compostos a esta atividade
(Molyneux, 2004). No entanto, apesar do ICsde G17.EE ser ligeiramente inferior ao ICsapresentado pelo
P17.EE, a diferenca na capacidade antioxidante dos dois extratos ndo é estatisticamente significativa.
Assim, ndo serd o TPT, ou o TFT, que influenciam diretamente o poder antioxidante destes extratos de
propolis, que podera estar antes associado a presenca ou ndo de determinados compostos. Miguel e
colaboradores (2010) ndo encontraram correlacéo entre os TPT e a atividade antioxidante de extratos hidro
alcodlicos de propolis oriundo do Algarve e recolhido em diferentes estacdes do ano.

A capacidade antioxidante de G17.EE e P17.EE é também superior a dos EEs de amostras de
prépolis oriundas da mesma proveniéncia mas colhidas em varios anos (Tabela 11 e Tabela 12), entre si
também bastantes distintos no que diz respeito a esta bioatividade.

Como G17.EE e P17.EE apresentam teores de substancias fendlicas inferiores a alguns dos teores
de extratos de anos anteriores, e apresentam uma elevada capacidade antioxidante, ndo se deduz uma
relacdo direta entre os TPT, TFT (Tabelas 9 e 10) e o poder antioxidante dos EEs, apesar de ser comumente
aceite que esta bioatividade esta associada a esses compostos. Alguns estudos comprovam a ligacao entre
os teores de compostos fendlicos e poder antioxidante, mostrando uma corelacéo positiva entre o teor de
substancias fendlicas e o maior poder antioxidante de propolis (Duthie et al., 2000; Mihai et al., 2011,

Fabris et al., 2013).
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Tabela 11. Capacidade de captura do radical livie DPPH e, apresentada em valores de IC50 (ug/

ml), dos extratos etanolicos preparados com amostras de propolis do Pereiro recolhidas entre 2011 a

2017 (P.EEs). Os valores sao apresentados na forma de média + DV. Letras distintas indicam resultados

significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p <0,05)).

Extratos de Propolis IC50 (ug/ ml) Autores
P. EEs
P11.EE 147 £ 2,7°
P12.EE 22,0 £ 0,4 (C. Araujo, comunicacao
P13.EE 152+ 2,3 pessoal)
P14.EE 20,3 +0,3
P15.EE 10,3+ 1,7¢ (Moreira, 2017)
P17.EE 4,10 + 0,4 (este trabalho)

Tabela 12. Capacidade de captura do radical livre DPPH e, apresentada em valores de IC50 (ug/

ml), dos extratos etandlicos preparados com amostras de propolis do Gerés recolhidas entre 2011 a 2017

(G.EEs). Os valores sdo apresentados na forma de média + DV. Letras distintas indicam resultados

significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p <0,05)).

Extratos de Prépolis IC50 (ug/ ml) Autores
G.EEs
G11.EE 14,7+ 1,7
g}ggg ;g:g}l . gi Freitas et al., (2018)
G14.EE 16,47 + 4,3
G.15.EE 10,7 £ 5,4 (Moreira, 2017)
Gl6.EE 546 + 0,3 (A. Freitas, resultados ndo publicados)
G17.EE 3,62 +0,3 (este trabalho)

O maior potencial antioxidante dos EEs estudados face a G.EEs e a P.EEs suscitou interesse em

angariar mais alguma informacao sobre as amostras. Nao havendo nada a assinalar de acordo com o

apicultor do Pereiro, apurou-se no entanto que a amostra do Gerés de 2017 nao corresponde exatamente

a amostra de propolis equivalente e colhida em anos anteriores. Tais amostras (G11 a G16) resultam de

uma mistura de propolis provenientes de trés apiarios distintos - (Toutelo (t), Felgueiras (f) e Bogalho (b) -

locais esses relativamente proximos mas de localizacao diferente e com condicdes de vegetacao e altitude

distintas. Em 2017, um incéndio destruiu as colmeias do apiario Bogalho. Os apiarios Toutelo e Felgueiras

possuem vegetacao circundante em tudo semelhante, na qual se destaca a urze, o castanheiro, prados e

algumas arvores de fruto; no apiario Bogalho por sua vez, encontra-se urze, castanheiro e silvas. Apos a

extincdo das colmeias de Bogalho, o apicultor cedeu, como amostra de 2017, mas sem 0 nosso

53



conhecimento, propolis proveniente exclusivamente de um novo apiario - Roca (r) - localizado numa zona
de vegetacao idéntica a do apiario Bogalho.

Tendo sido constatado que o perfil de G17.EE se distanciava do comportamento habitual de G.EEs,
caracterizado por exibir bastante constancia (Freitas et al., 2018), o apicultor passou a acrescentar prépolis
de Roca a amostra gentilmente cedida em 2018 (apiarios t, f e b). Simultaneamente, providenciou novas
amostras de propolis correspondentes a diferentes combinacdes de misturas de prépolis dos varios
apiarios do Gerés para estudo. Na analise dos EEs destas misturas de propolis recolhidas no mesmo ano
(2017) verificou-se uma melhor capacidade antioxidante nas misturas em que Roca esta presente (Tabela

13).

Tabela 13. Capacidade de captura de radicais livres DPPH - dos extratos etanolicos preparados a
partir de prépolis do Gerés colhido em 2017 e proveniente de apiarios diferentes. Os resultados sao
apresentados na forma de média + DV de valores de IC50 (ug/ ml). Letras distintas indicam resultados

significativamente diferentes entre si ao nivel de significancia de 5 % (p <0,05).

Extratos etanolicos de préopolis de [Cso Autores
apiarios do Gerés (ug/mi)
G17.EE (G17-r.EE) 3,61+0,19 (este trabalho)
G17-rt. EE /,11+0,76° (A. Freitas, resultados nao
G17-tf. EE 20,85 + 0,12 publicados)

Assim, a presenca de propolis do apiario Roca parece influenciar o poder antioxidante dos extratos,
sendo este consideravelmente superior quando esta presente nas misturas. Este novo apiario e a sua
caracterizacao revestem-se assim de particular interesse para estudo, no sentido de verificar se as suas
caracteristicas influenciam efetivamente as propriedades apresentadas pelos extratos e a possivel
exploracao do seu propolis para aplicacoes antioxidantes.

A capacidade de eliminacao de radicais livres das formulacdes de propolis parece estar associada
a presenca de determinados compostos fendlicos, como a apigenina, tectocrisina, crisina, galangina,
pinocembrina, genkwanina, kaempferol, pilloin, calcona de pinostrobina, acido clorogénico, acido cafeico
e seus derivados e artepilina C (Kumazawa et al., 2004; Orsoli¢ et al., 2006; Chen et al., 2009; Mihai et
al., 2011; Yang et al., 2011; Boisard et al., 2014; Sun et al., 2015, Machado et al., 2016). Alguns dos
compostos associados a capacidade de captura de radicais livres foram também identificados em G.EEs
e P.EEs. Freitas et al. (2018) identificaram apigenina, kaempferol, galangina e éster isoprenilico do acido

cafeico em G.EEs de amostras de propolis recolhidas entre 2011 e 2014. E em P10.EE foram identificados
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flavonoides como a crisina, pinobanksin e acidos fendlicos como o acido cafeico e seus ésteres derivados
(Silva-Carvalho et al., 2014). Embora a presenca destes compostos em G.EEs e P11.EE pareca validar o
potencial antioxidante do propolis do Gerés e do Pereiro, a analise de P17.EE e G17.EE sera sempre
indispensavel para avaliar a presenca destes e/de outros compostos que expliquem a sua elevada atividade
antioxidante.

Diferentes mecanismos podem ser responsaveis pelas propriedades antioxidantes de &cidos
fendlicos e flavonoides, por sua vez intimamente relacionadas com a estrutura quimica destes compostos,
muito em parte relacionados com a elevada capacidade de doacao de atomos de H dos grupos hidroxila
aromaticos aos radicais livres e a capacidade da sua estrutura aromatica suportar um eletrao
desemparelhado, devido a deslocalizacdo em torno do sistema i — eletrdo (Duthie et al., 2000). A atividade
destes compostos naturais contra radicais livres pode também ser feita por inibicdo da atividade de
algumas enzimas (por exemplo, xantina oxidase, proteina cinase C, acido oxidico ascorbico, ciclooxigenase,
lipoxigenase, e cAMP fosfodiesterase), sendo inibida a producao de espécies oxidantes (Kurek-Gorecka et
al., 2014). Diminuem também a atividade de enzimas que participam na peroxidacao lipidica, como por
exemplo a fosfolipase A2 (Silva et al., 2002), tém influéncia protetora sobre os antioxidantes endégenos,
como o acido ascorbico, ou o tocoferol (Cos et al., 2002), e aumentam a absorcao de ascorbato, que é

usado para transformar ROS em formas inertes (Pietta, 2000).

3.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de G17.EE e de P17.EE

3.3.1. Avaliacao da atividade antibacteriana
A atividade antibacteriana dos EEs das amostras de prépolis estudadas neste trabalho foi
avaliada com recurso ao método de diluicdo em placa, sendo os valores de MIC (Tabela 13) estimados
para cada par extrato-bactéria (Tabela 4), por observacdo da menor concentracao de extrato para a qual

se nao observou crescimento microbiano.
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Tabela 14. Atividade antibacteriana dos extratos etanélicos preparados com amostras de prépolis
do Gerés (G17.EE) e do Pereiro (P17.EE) recolhidas em 2017. A atividade antibacteriana foi expressa em

valores de MIC (ug/ml).

MIC (ug/ml)
Bactérias
G17.EE P17.EE
Gram-positivas
Bacillus subtilis 50 50
Bacillus cereus 50 100
Bacillus megaterium 50 100
Propionibacterium acnes 500 200
Staphylococcus aureus 500 500
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) >2000 >2000
Gram-negativas
Escherichia coli >2000 >2000

G17.EE e P.17.EE apresentam potencial antimicrobiano semelhante, nos ensaios executados e
condicdes testadas. Em ambos os casos as bactérias Gram-positivas revelaram maior suscetibilidade aos
extratos em estudo do que as bactérias Gram-negativas. G17.EE exibiu o maior efeito antibacteriano contra
as bactérias Gram-positivas do género Baciflus (MIC= 50 ug/ml). A bactéria Gram-positiva MRSA, bem
como a bactéria Gram-negativa E£scherichia coli revelaram ser as mais resistentes e para elas ndo foi
determinado um valor de MIC neste trabalho (MIC> 2000 ug/ml). Por sua vez, P17.EE foi igualmente mais
ativo contra bactérias do género Bacillus, embora com espectro diferenciado contra diferentes espécies,
(MIC= 50 pg/ml contra Bacillus subtilis e de 100 ug/ml contra Bacillus cereus ou Bacillus megatetium).
Apesar de menos ativo para estas duas espécies bacterianas, P17.EE ¢ mais ativo que G17.EE contra
Propionibacterium acnes (MIC=200 pg/ml). MRSA e Escherichia coli revelaram-se também as bactérias
menos suscetiveis a P17.EE.

Os resultados obtidos contra bactérias Gram-positivas corroboram de um modo geral o que tem
sido descrito para propolis, relativamente a uma maior atividade contra bactérias deste tipo
(Ramanauskiené et al., 2009; Silva et al., 2012; El-Guendouz et al., 2018; Freitas et al., 2018). A
explicacdo mais plausivel para a menor sensibilidade demonstrada pelas bactérias Gram-negativas parece
residir na presenca da sua membrana externa que inibe e/ou retarda a penetracao do propolis em

concentracdes mais baixas, mas este efeito ainda nao esta totalmente explicado. Outra possivel razao pode
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ser a presenca de bombas de resisténcia a multiplas drogas (MDRs), que expulsam as toxinas anfipaticas
através da membrana externa (Tegos et al. 2002)

Silva et al. 2012 reportaram, em amostras de propolis nacional, valores de MIC de 590 pg/ml
contra Staphylococcus aureus e de 3190 ug/ml contra a bactéria Gram-negativa £scherichia coli. Em
estudos feitos em EEs de prépolis de Espanha, a semelhanca do que ocorreu com as amostras analisadas
neste estudo, ndo foram encontrados valores de MIC para £scherichia coli (Bonvehi e Gutiérrez, 2012). El-
Guendouz et al. (2018) obtiveram valores de MIC de 360 ug/ml em estudos com prépolis de Marrocos
para Staphylococcus aureus. No entanto, nas concentracdes testadas, ndo obtiveram valores de MIC contra
MRSA. Rahman et al. (2010) mostraram que EEs de prépolis africano inibiam as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coliem concentracoes de 3500 e 5410 ug/ml, respetivamente. Ruffato et al. (2018)
reportaram valores de MIC de 28,3, 454 e 227 pg/ml para EEs de propolis brasileiro contra
Bacillus subtilis, Escherichia coli, e Pseudomonas aeruginosa, respetivamente, enquanto Hajime et al.
(1994) reportaram 15,6 ug/ml como o MIC de propolis brasileiro contra Bacillus cereus.

A variabilidade entre amostras de propolis de diferentes origens e mesmo entre amostras com
origens semelhantes estd novamente patente nesta sua bioatividade. As diferencas de espectro de
atividade antibacteriana podem ser devidas a composicdao complexa e variavel do propolis e,
consequentemente, explicadas pelos compostos ativos ai presentes, que podem diferir em quantidade e
qualidade (Santos et al., 2002). No entanto, também é importante salvaguardar que diferentes técnicas
sao frequentemente utilizadas para determinar os valores de MIC e suscetibilidade microbiana a prépolis,
sendo testados também diferentes gamas de concentracdes, bem como estirpes, mesmo da mesma
espécie, dificultando a comparacao entre os resultados de diferentes trabalhos.

Nao sendo este o principal objetivo deste trabalho, a avaliacao desta atividade nos EEs em estudo
permite a sua caracterizacdo preliminar e a comparacao com outros EEs de propolis da mesma
proveniéncia, mas preparados com amostras recolhidas ao longo de diferentes anos de estudos. Assim,
tendo em conta os valores de MIC dos EEs estudados e os determinados para outros G.EEs (Anexo | tabela
[1), verifica-se que a atividade de G17.EE se mantem bastante semelhante ao longo dos anos. Freitas et
al. (2018) tinham ja reportado e salientado um espectro de atividade antibacteriana bastante constante
em G.EEs, particularmente contra bactérias do género Bacillus, independentemente do ano da colheita do
prépolis. No caso do P17.EE verifica-se também uma constancia de resultados face ao espectro de outros
P.EEs anteriormente estudados (Anexo | tabela 11), embora o extrato em estudo se revele mais ativo (MIC
de 50 pg/ml para Bacillus subtillis e MIC = 100 ug/ml para Bacillus cereus e Bacillus megaterium, face

a MICs de 500 pg/ml em P.EEs de anos anteriores).
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Alguns dos compostos ja identificados em G.EEs foram anteriormente relacionadas com a
atividade antimicrobiana de prépolis. Compostos como a pinocembrina, acido ferulico, galangina,
quercetina, acido cafeico e CAPE (éster fenil-etilico do acido cafeico), estao presentes em G.EEs preparados
com amostras de prépolis recolhidas entre 2011 e 2014 (Freitas et al., 2018). Silva-Carvalho e
colaboradores (2014) identificaram em P11.EE compostos igualmente ligados a atividade antibacteriana
como por exemplo os flavonoides pinocembrina e crisina, e acidos fendlicos como o acido fertlico e o
acido cafeico (Santos et al., 2002; Cushnie e Lamb 2006; Patel et al., 2014; Boisard et al., 2015). A
analise de G17.EE e P17.EE sera sempre indispensavel para identificar a presenca destes ou de outros
compostos que expliqguem os resultados obtidos.

As diferencas entre as atividades antibacterianas observadas podem ser consequéncia da
complexa e variada composicdo dos extratos de propolis, onde podem existir diferentes compostos ativos
(Santos et al., 2002). Adicionalmente, a atividade antimicrobiana podera resultar de sinergismos entre
diferentes compostos presentes em propolis. Estudos efetuados com fracdes de prdpolis revelaram por
exemplo que estas ndo possuiam qualquer efeito antimicrobiano, mas que esse efeito antimicrobiano era
novamente observado quando as fracdes se juntavam outra vez (Marcucci, 1996).

Quanto ao modo de acdo, Mirzoeva et al. (1997) investigaram o efeito de EEs de propolis na
fisiologia de Bacillus subtilis e Escherichia coli, propondo que o propolis bem como alguns dos seus
componentes como 0 acido cinamico e flavonoides afetam a permeabilidade da membrana bacteriana
interna a ides, dissipando o potencial de membrana, inibindo a motilidade bacteriana e afetando a
membrana citoplasmaticas. Compostos como o acido caféico, acido cinamico e o acido benzoico atuam
muito provavelmente na parede ou membrana celular dos microrganismos, provocando danos estruturais
(Mirzoeva et al., 1997; Scazzocchio, 2005; Velasquez e Gomez, 2017). Uzel et al., 2005 referiram também

gue estes compostos provavelmente inibem também a RNA-polimerase bacteriana.

3.3.2. Avaliacao da Atividade Antifungica de G17.EE e de P17.EE

3.3.2.1. Avaliacdo da Atividade Antifiingica Contra Leveduras

A caracterizacdo dos extratos passou também pela avaliacdo da sua atividade contra leveduras,
para a sua caracterizacao preliminar e comparacao com outros EEs de prdpolis que 0 nosso grupo tem
vindo a estudar nos ultimos anos. Este estudo serviria ainda para avaliar se uma eventual diferenca no
espectro contra leveduras se refletiria, depois, numa maior ou menor atividade contra os fungos

filamentosos.
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A atividade antifungica contra leveduras foi também avaliada com o método de diluicdo em placa.
Os valores de MIC estimados para cada par extrato-levedura (Tabela 15), encontram-se descritos na tabela
gue se segue, tendo o valor de MIC sido igualmente determinado por observacao da menor concentracado

de extrato para a qual se nao observou crescimento microbiano.

Tabela 15. Atividade antiflingica dos extratos etanolicos preparados com amostras de prépolis do
Gerés (G17.EE) e do Pereiro (P17.EE) recolhidas em 2017. A atividade antibacteriana foi expressa em

valores de MIC (ug/ml).

MIC (ug/ml)
Levedura
G17.EE P17.EE
Candida albicans >2000 >2000
Saccharomyces cerevisiae 1500 1500

A atividade antifungica de G17.EE e de P17.EE contra as leveduras usadas como indicadoras de
suscetibilidade é em tudo semelhante. Ambos os EEs sdo mais ativos contra Saccharomyces cerevisiae
(MIC= 1500 pg/ml) que contra a levedura Candida albicans (MIC>2000 pg/ml). Comparando estes
resultados com os resultados obtidos para os mesmos extratos preparados a partir de amostras recolhidas
das colmeias entre 2011 a 2016 (Anexo | tabela 12), P17.EE parece ser menos ativo contra as leveduras
testadas enquanto para G17.EE se observa o comportamento particular ja descrito para o propolis do
Gerés por Freitas e colaboradores (2018), aqui traduzido numa constancia extensiva também a atividade
antifungica contra leveduras. De uma maneira geral, ambos os extratos apresentam mais eficacia
antibacteriana que atividade contra leveduras.

Silva et al. (2012) reportaram em extratos hidroalcodlicos de propolis nacional valores de MIC de
13190 pg/ml na levedura Candida albicans enquanto Falcao et al. (2013b) descrevem EE valores de 32
g/ ml contra a mesma levedura. Ja em EEs de propolis da Polonia foi obtido um MIC de 1400 pg/ml para
a mesma levedura (Popova et al., 2017), enquanto extratos de propolis originarios do Norte de Espanha
exibem MICs entre 500-1500 ug/ml (Bonvehi e Gutiérrez, 2012). Valores de MIC de 500 pg/ml foram
reportados quando testados compostos isolados de propolis brasileiros contra Saccharomyces cerevisiae
(Aga et al., 1994) e EEs de propolis iraniano revelaram um MIC de 1250 ug/ml contra Candida albicans.
Assim, em comparacdo com outros extratos, G17.EE e P17.EE demonstram um menor poder fungicida,
exceto relativamente aos extratos hidroalcoolicos estudados por Silva et al. (2012), o que podera ser

justificado pelo maior rendimento de extracdo de compostos fenolicos em extratos etandlicos que,
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consequentemente, se traduzira numa maior atividade antibacteriana (Koo et al., 2000; Adelmann et al.,
2005).

O menor poder fungicida de ambos os extratos em contraste com o seu elevado poder antioxidante
podera ser justificado pela composicdo dos extratos. G.EEs e P.EEs poderao ser mais ricos em compostos
antioxidantes que em compostos com atividade antifingica. A atividade antifungica de propolis contra
leveduras é atribuida principalmente a derivados fenolicos como por exemplo a flavanona pinocembrina,
o flavonol galangina e o CAPE. Estes compostos foram encontrados por Freitas et al. (2018) e Silva-
Carvalho et al. (2014) nas suas analises quimicas de G.EEs (2011 a 2014) e P11.EE, respetivamente. No
entanto, uma analise aos compostos presentes em G17.EE e P17.EE sera sempre necessaria, para provar
a presenca desses mesmos compostos e/ ou averiguar a de outros, em especial em P.EEs uma vez que
existe uma maior flutuacdo entre resultados de bioatividades (Marques, 2015), a priori indicativa de uma
maior variabilidade na composicédo dos extratos dos diferentes anos.

D’Auria et al. (2003) sugeriram que o propolis tem seu efeito na atividade extracelular da
fosfolipase (inibindo a enzima através de compostos oxidados) modulando a transducéo de sinal, no trafico
membranar e possivelmente a proliferacao celular, modulando posteriormente a capacidade de adesao ao
epitélio do hospedeiro. A capacidade de adesdo as paredes epiteliais, por diferentes mecanismos
(recetores especificos no hospedeiro; forcas electroestaticas; agregacdo celular e hidrofobicidade de
superficie), € um dos principais mecanismos de viruléncia apresentados por leveduras (Ghannoum et al.,
1999; Cotter e Kavanagh, 2000). Estudos mostram que o &cido cindmico é capaz de alterar a
hidrofobicidade da superficie celular fungica (Guzman, 2014)

Outro importante mecanismo de patogenicidade é a formacao de tubo germinativo e hifas (Kimura
e Pearsall, 1980), que aumentam a capacidade de aderéncia das leveduras aos tecidos bem como ao
acrilico e aumentam a capacidade de invasao do hospedeiro, aumentando a resisténcia a fagocitos devido
ao aumento das suas dimensdes fisicas (Samaranayake e Samaranayake, 2001). Castro (2012) reportou
0 papel do prdpolis na inibicdo da transicdo dimérfica, observando que este composto inibe ndo sé essa
transicdo como o crescimento de todos os morfotipos (levedura, hifa, e pseudohifa) em Candida albicans.
Observou ainda que o prépolis ¢ capaz de induzir uma resposta de morte celular apoptética em
Saccharomyces cerevisiae, verificando que o citocromo ¢, mas nao a endonuclease G Nuclp e o gene da
metacaspase YCA1l estdo envolvidos na morte celular mediada por propolis. Através do perfil
transcripcional de Saccharomyces cerevisiae exposta a propolis, observou que genes envolvidos na cadeia
de transporte de eletrdes, da acidificacdo vacuolar, da regulacdo negativa da transcricdo do promotor da
RNA polimerase Il, da regulacdo da macroautofagia associada com a proteina alvo para vacuolo e da

resposta celular a privacao de nutrientes, eram afetados na presenca do prépolis. Os estudos de Castro
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(2012) indicaram que a sensibilidade ao propolis é dependente da funcdo mitocondrial e que a acidificacao

vacuolar e autofagia sao importantes para a morte causada por prépolis em leveduras.

3.3.2. Avaliacdo da Atividade Antifliingica Contra Fungos Filamentosos — Avaliacdo do Crescimento

do Micélio Fungico
Numa primeira fase, e porque todos os fungos filamentosos testados neste trabalho foram
amavelmente cedidos por outros laboratorios, procedeu-se a sua repicagem para obter as culturas
necessarias. O crescimento microbiano em placa foi acompanhado, medindo-se periodicamente o
diametro do micélio até final do crescimento. Com este estudo preliminar foi possivel determinar um perfil,
quer de crescimento quer de caracteristicas de cada fungo individualmente, para conhecer cada estirpe e
permitir que posteriormente qualquer alteracdo ao seu comportamento habitual fosse mais facilmente
detetada. Nesta fase, constatou-se que cada fungo crescia melhor e mais rapidamente em repicagens
sucessivas, como se pode observar na figura 17 para dois dos fungos cultivados, a titulo de exemplo, pelo
que se decidiu executar um minimo de trés repicagens sucessivas de cada estirpe, antes de qualquer

ensaio, para que ficassem “adaptadas” as condicdes laboratoriais.
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Figura 17. Crescimento de 3 réplicas de Fusarium spp (A) e de Nannizzia gypsy (B) apds inoculacdo em
meio de cultura PDA. Cada réplica corresponde a inoculacdo/ repicagem de um disco do respetivo micélio,
proveniente da mesma cultura original, em trés momentos sucessivos (®- 1% repicagem, M - 2° repicagem; a - 3°
repicagem).

No final deste processo de “domesticacao”, verificou-se que todos os fungos apresentavam um
crescimento relativamente lento, com excecao de Fusarium spp. e Trichophyton mentagrophytes. Foi ainda
observado que Aspergillus terreus e Aspergillus fumigatus nao cresciam radialmente como os restantes
fungos, aparecendo manchas de crescimento por toda a superficie da placa, o que obrigou a uma
manipulacao ainda mais cautelosa dos mesmos. Por esta razéo, estes dois fungos revelaram nao ser bons
modelos para o ensaio escolhido para avaliar a atividade antifungica, tendo sido necessario recorrer ao

método de diluicao em meio liquido e a otimizacao de varios dos seus parametros para esse efeito.
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A atividade antimicrobiana de G17.EE e de P17.EE contra fungos filamentosos foi de seguida
determinada, observando-se e registando-se o crescimento de cada micélio na auséncia e na presenca de

500 pg/ml e de 1000 ug/ml de cada EE (Figuras 18 a 25).
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Figura 18. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de Fusarium spp. O crescimento do micélio
fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (®), na presenca do solvente
dos EEs, usado como controlo (@), e ainda na presenca de 500 mg/ ml () e 100 mg/ mL (+ ) de G17.EE assim
como de 500 mg/ mL (« ) e 100 mg/ ml (=) de G17.EE. Os resultados sdo apresentados na forma de média de
3 ensaios independentes.
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Figura 19. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de 7richophyton mentagrophytes. O
crescimento do micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do
ensaio (@), na presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (®), e ainda na presenca de 500 mg/
ml () e 100 mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (~ ) e 100 mg/ ml (+ ) de G17.EE.
Os resultados sdo apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.
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Figura 20. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de Microsporum audouri. O crescimento
do micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (e), na
presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/ ml (~) e 100
mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (-) e 100 mg/ ml (+ ) de G17.EE. Os resultados
sao apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.
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Figura 21. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de Nannizzia gypsy. O crescimento do
micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (e), na
presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/ ml (~) e 100
mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (-) e 100 mg/ ml (+) de G17.EE. Os resultados sdo
apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.

No geral, constata-se que os dois extratos influenciam o crescimento dos varios micélios fungicos,
um efeito variavel nas diferentes estirpes, mas dependente da concentracdo. A Unica excecao a este
comportamento foi registada em 7richophyton saudanense (Figura 22.B), e na presenca de P17.EE pois,
apoés 30 dias, observa-se um maior poder de inibicdo da concentracao de 500 pg/ml face a maior

concentracdo em estudo.
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Figura 22. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de 7richophyton saudanense. O
crescimento do micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do
ensaio (e), na presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/
ml («) e 100 mg/ mL (~) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (-) e 100 mg/ ml (~) de G17.EE. Os
resultados sao apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.
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Figura 23. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de 7richophyton rubrum. O crescimento
do micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (e), na
presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/ ml (~) e 100
mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (~) e 100 mg/ ml (+) de G17.EE. Os resultados sao
apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.

Alguns dos fungos ndo alcangcam o crescimento maximo possivel (limites da placa) na presenca
dos extratos. Foi o caso de Microsporum canis (Figura 24), Trichophyton rubrum (Figura 23), Trichophyton
saudanense (Figura 22) e Trichophyton fonsurans (Figura 25). Microsporum canis atingiu 6,5 cm e 7 cm
de diametro na presenca de 500 ug/ml e de 1000 pg/ml de G17.EE, respetivamente. Na presenca de
P17.EE atingiu um didametro de 7,5 cm na concentracéo 500 ug/ml e de 6,5 cm na concentracao 1000
ug/ml. Por sua vez, Trichophyton rubrum atingiu o didametro total na presenca de 500 pg/ml de G17.EE,

enguanto na concentracao superior atingiu 8 cm apenas. O diametro maximo também nao foi atingido na
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presenca de qualquer das concentracbes de P17.EE. Trichophyton saudanense apresentou o mesmo
diametro (7 cm) em ambas as concentracdes dos dois extratos estudados. 7richophyton tonsurans exibiu
um didmetro maximo de 8 cm na presenca de 500 pg/ml quer em G17.EE quer em P17.EE, e 6,5cm e
7 cm nas concentracdes mais elevadas de G17.EE e de P17.EE, respetivamente. Em todas as situacdes
controlo, isto &, os fungos em meio de cultura apenas, ou na presenca do solvente do extrato, atingiram o

maximo de crescimento permitido: 8,5 cm.

Diametro do micélio (cm)

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 24. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de Microsporum canis. O crescimento do
micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (e), na
presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/ ml (~) e 100
mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (~) e 100 mg/ ml (~) de G17.EE. Os resultados sao
apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.
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Figura 25. Efeito de G17.EE (A) e de P17.EE (B) no crescimento de 7richophyton tonsurans. O crescimento
do micélio fungico foi acompanhado e medido ao longo do tempo no meio de cultura do ensaio (e), na
presenca do solvente dos EEs, usado como controlo (e), e ainda na presenca de 500 mg/ ml (~) e 100
mg/ mL (+) de G17.EE assim como de 500 mg/ mL (-) e 100 mg/ ml (+) de G17.EE. Os resultados sdo
apresentados na forma de média de 3 ensaios independentes.
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Recolhidos todos os dados relativos as medicoes dos diametros dos micélios dos diferentes fungos
filamentosos em estudo (Tabela 4) foi aplicada a equacdo de Gompertz (Tjerve, 2017) para caracterizar,

quantitativamente, o seu crescimento (Tabela 16)

Tabela 16. Taxa especifica de crescimento de cada estirpe de fungo filamentoso, apresentada em
cm/dia, na auséncia e na presenca dos extratos etandlicos de propolis recolhido em 2017 nos apiarios do
Gerés (G17.EE) e do Pereiro (P17.EE). Letras distintas indicam resultados significativamente diferentes

entre si ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

Taxa especifica de crescimento (cm/dia)

Meio de | ¢\ G17.EE P17.EE
. cultura

Fungos Filamentosos control
cultivados em controlo o 500 1000 500 1000
foq | He/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Fusarium sp. 0,87 0,85 0,46 0,26¢ 0,450 0,30¢
Irichophyton 096 | 1,11° | 0,70 0,46 0,65 0,45

mentagrophytes

Microsporum audourii 0,44- 0,51 0,06* 0,02¢ 0,21¢ 0,27¢
Nannizzia gypsy 0,86¢ 0,72 0,44 0,34¢ 0,59: 0,31
Trichophyton tonsurans 0,79 0,57 0,09 0,03¢ 0,28 0,21
Trichophyton rubrum 0,51 0,47 0,08 0,050 0,20¢ 0,18
Trichophyton saudanense 0,37: 0,44 0,05 0,03 0,17¢ 0,22¢
Microsporum canis 0,36° 0,32 - - 0,19 0,15v

A taxa especifica de crescimento nas duas situacdes controlo deste ensaio ndo apresentaram
diferencas significativas nas espécies Fusarium sp, Microsporum audourii, Trichophyfon rubrum e
Microsporum canis. No entanto, no caso de 7richophyton mentagrophytes, Nannizzia gypsy, Trichophyton
tonsurans e Trichophyton saudanense, a diferenca existente entre os controlos foi significativa.
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton saudanense exibem uma taxa de crescimento superior no
controlo suplementado com EtOH face ao controlo sem esta suplementacao. Efeitos semelhantes foram
ja reportados em outros trabalhos, onde em baixas concentracdes o EtOH estimulou o crescimento de
leveduras (Van Uden,1985) e outros microrganismos (Ingram e Buttke, 1984), podendo o EtOH atuar a
nivel da membrana celular, estimulando o influxo de glicose (ndo verificado em leveduras) ou o efluxo de
metabolitos capazes de acidificar o pH intracelular.

No caso de Nannizzia gypsy e Trichophyton tonsurans observou-se a situacao inversa, sentindo-
se um efeito de inibicao do EtOH no crescimento das espécies em questdo. Anteriormente, em prévios

trabalhos do grupo, foi otimizado o volume de EtOH a usar, de modo a nao interferir com o crescimento

66



do fungo filamentoso entdo usado como modelo (C. Passado, comunicacao pessoal). Ainda assim, este
ensaio mostra que o etanol, mesmo nas condicdes previamente otimizadas, podera exercer ainda
influéncia - quer de inibicdo quer de estimulacdo de crescimento microbiano em diferentes modelos
biologicos. Embora tenha sido o controlo suplementado com EtOH a situacdo experimental utilizada para
efeitos de comparacdo entre extratos e concentracdes, estes resultados apontam para a necessidade de
futuramente se repetir a otimizacao do volume de EtOH a utilizar, para cada estirpe, de modo a garantir
que os efeitos observados nos microrganismos em estudo se devem exclusivamente ao extrato.

A taxa especifica de crescimento de todos os fungos foi afetada na presenca de ambos os EEs
testados, revelando-se de um modo geral dependente da concentracdo. Este comportamento pode ser
observado em todos os fungos testados excepto em Microsporum audourii. Trichophyton mentagrophytes,
Nannizzia gypsy e Trichophyton tonsurans apresentam diferencas significativas nas taxas especifica de
crescimento na presenca de todas as concentracdes dos extratos em estudo (Tabela 16). O mesmo ndo
acontece em Trichophyton rubrum ou em Trichophyton saudanense, fungos que mostram ser igualmente
afetados por ambas as concentracdes testadas. Com efeito, ndo se registam diferencas significativas entre
500 e 1000 pg/ml, quer de G17.EE, quer de P17.EE, apesar de T7richophyton saudanense apresentar
maior crescimento na concentracdo 1000 pug/ml em P17.EE (Figura 22).

Microsporum audourii exibe menor taxa de crescimento na concentracao 500 ug/ml do que na
maior concentracao testada de P17.EE no final do seu crescimento (Figura 20). Tal poderia ser justificado
por uma diminuicao da eficacia dos extratos, por exemplo por mecanismos de degradacado de compostos
(por exemplo oxidacdo), ndo existindo compostos bioativos disponiveis para continuar a acédo antiflngica
do EE. No entanto, ensaios futuros serdo necessarios para compreender qual a verdadeira influéncia da
concentracdo de P17.EE no crescimento deste fungo.

A reducao do crescimento ndao dependente da concentracdo, como observado no caso de
Trichophyton rubrum (Figura 23, Tabela 16) ou para 7richophyton saudanense (Figura 22, Tabela 16) na
presenca de ambos os EEs e em todas as concentracdes podera constituir um aspeto favoravel do extrato
para possiveis aplicacdes médicas, perspetivando-se situacées de menor toxicidade para o doente pois
com uma menor concentracdo se obtém um efeito semelhante. No entanto, outros estudos serdo sempre
requeridos, eventualmente até para definir menores concentracoes eficazes de extrato e ainda estudos de
dose-acdo para avaliar o efeito dose-resposta, para além naturalmente dos que esclarecam qual o
mecanismo de acao dos EEs.

Um outro comportamento merece ser referido: o do fungo Fusarium spp., para o qual se nao
encontram diferencas significativas entre o seu crescimento na presenca da menor concentracdo testada

(500 pg/ml) de ambos os extratos. Assim, G17.EE e P17.EE na concentracdo de 500 ug/ml parecem
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exercer 0 mesmo efeito no crescimento desta espécie. Este resultado poderia levar a inferir que os dois
extratos possuem igual atividade, no entanto tal ndo é verificado nas restantes espécies em estudo.

Outros dos parametros fornecidos pela equacdo de Gompertz (Tjerve, 2017) é o tempo de inflexdo
(Ti) em dias, que ¢é apresentado na tabela 17. Podemos definir o Ti como o tempo (dias) onde a velocidade
de crescimento atinge o pico maximo comecando a diminuir posteriormente. Na presenca dos EEs € visivel
gue o T: aumenta de uma maneira dependente da concentracéo, traduzindo assim um efeito inibidor dos
EEs.

Pela andlise da tabela podemos concluir que em todos os controlos atingiram esse tempo
aproximadamente no mesmo dia, aproximadamente no 9° dia. Nao foi o caso de Microsporum audourii
que apenas atingiu o Ti ao 27° dia quando na presenca de 1000 ug/ml de P17.EE. Em todas as espécies
se verifica que o valor de Ti aumenta na presenca dos EEs e que esse aumento depende da concentracao
de EE, o que pode significar que nestas espécies o extrato exerceu o seu efeito inibitério desde o inicio,

numa fase inicial do crescimento fungico.

Tabela 17. Tempo de inflexdo de cada estirpe de fungo filamentoso, apresentada em dias, na
auséncia e na presenca dos extratos etanolicos de propolis recolhido em 2017 nos apiarios do Gerés
(G17.EE) e do Pereiro (P17.EE). Letras distintas indicam resultados significativamente diferentes entre si

ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05).

Tempo de inflexdo (d)

. Meiode | p\p, G17.EE P17.EE
Fungos Filamentosos cultura
cultivados em controlo control 500 1000 500 1000
O EtOH | pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi
Fusarium sp. 865 | 8600 | 901 11,42 9,20 10,32
Trichophyton mentagrophytes | 858 | 863 | 898 10,92: 9,04 9,53
Microsporum audourii 888 | 907 | 1018 1171 1245 | 27,39
Nannizzia gypsy 8,57¢ 8,63 9,07 9,69 8,45¢ 9,46¢
Trichophyton tonsurans 861 | 863 | 855 7 86 8 33 9,33
Trichophyton rubrum 860 | 864 | 889 8 55 9,13 9,89
Trichophyton saudanense 8,93 8,71 8,27¢ 11,18¢ 7,43¢ 9,11
Microsporum canis 8,91: 9,04- - - 9,61 14,88

Nao foram encontrados estudos comparativos que recorressem a equacdo de Gompertz como

modelo que permite caracterizar quantitativamente o crescimento do micélio fungico. No entanto este
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modelo mostrou possuir bastante potencial, podendo vir a ser considerado uma nova ferramenta de analise
para estudos deste tipo. A sua grande vantagem reside na obtencao de informacao extra relativamente ao
comportamento das estirpes na presenca dos extratos, durante um longo periodo, o0 que pode ser bastante
vantajoso para um melhor conhecimento e caracterizacao do efeito desses extratos. O valor de Ti obtido
com este modelo permite inferir mais alguma informacéo sobre o modo de acédo dos extratos. Ndo foi
possivel no entanto calcular a taxa especifica de crescimento de Microsporum canis na presenca de
G17.EE, dada a impossibilidade de enquadrar o crescimento do fungo no modelo utilizado, apesar de se
verificar que o fungo é afetado de igual forma por ambas as concentracdes de P17.EE. Para contornar esta
dificuldade e mais facilmente avaliar também a influéncia dos extratos, optou-se por calcular uma taxa de
inibicao de crescimento para todos os fungos em estudo (Tabela 18). Esta taxa de inibicao foi calculada
com base no didametro dos micélios fungicos na presenca dos EEs em estudo, apds o periodo de tempo
necessario para que cada fungo atingisse o seu crescimento maximo. Simultaneamente, calculou-se o
mesmo parametro para todos os fungos ap6s um tempo fixo, correspondente ao numero de dias em que
o primeiro fungo atingiu o seu crescimento maximo (neste caso 12 dias, para Fusarium spp. e Trichophyton

mentagrophytes).

Tabelal8. Taxa de Inibicdo do Crescimento de cada estirpe, apresentada em percentagem, na
presenca de extratos etandlicos de propolis recolhido em 2017 nos apiarios de Gerés e Pereiro. A Taxa de
Inibicdo do crescimento foi calculada para cada fungo no momento (tempo, em dias) em que atingiu o
crescimento maximo na presenca de etanol (controlo EtOH) e apds 12 dias (tempo mais curto apds o qual

um fungo do painel atingiu o crescimento maximo - valores apresentados entre paréntesis).

Taxa de Inibicdo do Crescimento (%)
G17.EE P17.EE
Fungos Filamentosos Crescimento (dias) 500 1000 500 1000
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Fusarium sp. 12 41,8 58,82 41,18 45,88
Trichophyton mentagrophytes 12 11,76 36,47 23,53 37,65
Microsporum audourii 20 (12) 35,29 52,94 47,06 57,65
(36) (60) (32) (56)
Nannizzia gypsy 16 (12) 23,53 37,65 17,65 44,70
(29) (38) (14) (46)
Trichophyton tonsurans 20 (12) 30,59 52,94 41,18 58,82
(48) (63) (55) (63)
Trichophyton rubrum 23 (12) 25,23 35,29 47,06 55,29
(32) (49) (49) (66)
Trichophyton saudanense 25(12) 36,47 41,18 41,18 41,18
(42) (62) (40) (66)
Microsporum canis 26 (12) 23,53 52,94 35,71 52,94
(40) (46) (48) (56)
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Através deste parametro é possivel analisar e comprovar o efeito de G17.EE e de P17.EE nos
fungos em analise. O efeito de cada EE e da sua concentracdo na atividade antifungica é porventura até
mais visivel analisando e comparando este parametro, quer no tempo em que cada fungo atinge o seu
crescimento maximo, quer apos um periodo definido para todos os fungos. Considerando a primeira
situacao, e a concentracdo de EE mais baixa, 500 pg/ml, os fungos que sofreram maior inibicdo foram
Microsporum audourii e Trichophyton rubrum, em ambos os casos face a P17.EE (inibicdo de 47,06 %),
enquanto o fungo menos suscetivel foi 7richophyton mentagrophytes em resposta a G17.EE (35,29 % de
inibicdo). Para esta concentracdo, o extrato mais ativo é claramente P17.EE, embora os resultados
carecam de uma analise estatistica. Em relacao a concentracdo de EE mais elevada, Fusarium spp. e
Trichophyton tonsurans foram os fungos mais afetados, ambos com uma inibicdo de crescimento de 58,82
%, embora em resposta a diferentes extratos: respetivamente G17.EE e P17.EE. J& Trichophyton rubrum
revelou-se o fungo menos afetado pela concentracdo mais elevada de extrato, com 11,76 % de inibicao de
crescimento por G17.EE.

Fusarium spp sofreu igual influéncia de G17.EE e P17.EE na concentracdo de 500 pg/ml,
corroborando os resultados obtidos quando calculada a taxa especifica de crescimento (Tabela 16).
Trichophyton saudanense, que exibiu taxas especificas de crescimento semelhantes em ambas as
concentracbes de P17.EE (Tabela 16), mostra aqui também idéntica taxa de inibicdo (Tabela 18).
Microsporum canis apresentou também igual efeito para 1000 ug/ml de G17.EE e de P17.EE.

Microsporum audourii e Trichophyfon saudanense apresentaram, a semelhanca da maioria dos
fungos em estudo, uma inibicado da taxa de crescimento dependente da concentracdo. No entanto quando
adaptadas ao modelo que nos fornece a taxa de crescimento especifico para cada fungo, Microsporum
audouriie Trichophyton saudanense apresentaram uma taxa de crescimento inversa a concentracao. Aqui
podera residir a vantagem, acima mencionada da informacao relativa a taxa especifica de crescimento,
pois nestes casos (Figura 20 e Figura 22) o comportamento destas espécies na presenca de P17.EE sofreu
alteracdes apos o periodo de tempo necessario ao controlo ter atingido o limite maximo permitido pela
placa.

Foi ainda calculada a taxa de Inibicdo do Crescimento, apds um tempo de crescimento
correspondente ao numero de dias em que a espécie de crescimento mais rapido atinge o maximo
diametro permitido pela placa (dia 12), foram observadas taxa de inibicdo do crescimento bastante
semelhantes as calculadas anteriormente. Nao foi possivel no entanto determinar um padrao de inibicao
entre o 12° dia e o dia do crescimento maximo dos controlos pois diferentes espécies em diferentes
concentracdes apresentaram valores de taxa de inibicao variaveis. No entanto ha uma ligeira tendéncia de

aumento do valor da taxa assumida pelos diferentes fungos. Com excepcao de Microsporum audourii em
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P17.EE, Nannizzia gypsy em P.17.EE na conentracade 500 ug/ml e Microsporum canis na concentracao
de 500 pg/ml no extrato G17.EE.

No 12° dia de crescimento as espécies com maior taxa de inibicdo e portanto mais suscetiveis
foram Trichophyton tonsurans em ambas as concentracdes e EEs testados e 7richophyton rubrum e
Trichophyton saudanense apenas em P17.EE na concentracdo de 1000 pg/ml.

Em propolis da Argentina (16 mg/ml) foram descritas taxas de inibicdo para Fusarium spp. entre
59,1 e 63,1 % (Quiroga et al., 2006), valores semelhantes aos aqui obtidos mas para concentracdes de
prépolis superiores as de G17.EE e P17.EE. Ja Siqueira et al. (2008) relataram uma inibicdo total do
crescimento de Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsuranse Trichophyton mentagrophytes na presenca
de prépolis vermelho do Brasil em concentracdes inferiores as neste trabalho testadas, no entanto num
ensaio distinto. Assim, neste contexto, G17.EE e P17.EE apresentam um perfil semelhante ao prépolis da
Argentina,nao podendo no entanto ser comparado com os valores dos extratos brasileiros. Para propolis
de origem portuguesa apenas foram encontrados valores para fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea
e Colletotrichum spp.: na maxima concentracdo testada (1 mg/ml), o propolis de diferentes regides de
Portugal apresentou taxas de inibicdo bastante satisfatdrias (80 %) em ambos os fungos (Loebler et al.,
2018).

Silva-Carvalho et al. (2014) identificaram em P10.EE a pinocembrina, pinobanksina 3-acetato e a
crisina, compostos associados por muitos autores a atividade antifungica do propolis (Burdock 1998;
Cushnie e Lamb 2006). Também em G.EEs Freitas et al. (2018) identificaram pinobanksina, crisina,
pinocembrina, galangina e alguns acidos fenolicos, como o &cido cafeico, compostos igualmente
associados a essa bioatividade (Medana et al., 2008; Falcao et al., 2010, 2012). Estes resultados néo
dispensam a analise e caracterizacdo quimica de G17.EE e P17.EE para conhecer a sua composicéo.
Ainda assim, e dada a consisténcia na composicdo quimica demonstrada até aqui por G.EEs, podera
especular-se a presenca dos compostos atras referidos na amostra G17.EE estudada neste trabalho. Maior
cautela devera ser tida no caso dos P.EEs atendendo as maiores flutuacdes observadas nas bioatividades
estudadas (Tabelas 11, Anexol: tabela I.1 e 1.2) e nos teores de compostos fendlicos (Tabelas 7 e 9)

O mecanismo de acéo antifungica dos flavondides e outros oxocompostos a,[3-insaturados resulta
provavelmente da reacao da dupla ligacao vinilica com grupos sulfonila nas enzimas que interferem na
sintese da parede celular fungica, causando danos funcionais e estruturais na mesma (Scazzocchio et al.,
2005). A inibicao de enzimas pelos compostos fendlicos oxidados evita a possivel adesao fungica ao epitélio
do hospedeiro, diminuindo a patogenicidade dos mesmos (Mason e Wasserman, 1987).

Paralelamente a este ensaio de avaliacdao da atividade antifungica, foi feita uma analise

comparativa dos diferentes fungos, nomeadamente em termos de coloracao, textura, presenca ou auséncia
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de estruturas reprodutoras. Em 7richophyton tonsurans e Microsporum audourii detetou-se o aparecimento
de uma cor alaranjada nos meios suplementados com ambos os extratos e concentracées de prdpolis, a
excecdo de Microsporum audouriiem G17.EE 500 pg/ml (Figura 26), o que pode ser devido a oxidacao
de compostos presentes no propolis em contacto com o fungo, eventualmente devido a sua acado quando
em contacto com os microrganismos. Mason e Wasserman (1987) propuseram que um dos possiveis
mecanismos de inibicdo de patogenicidade de fungos seria a inibicdo de enzimas através de compostos

oxidados, evitando assim adesdo fungica as células epiteliais do hospedeiro.

Figura 26. 7richophyton tonsurans cultivado em meio Sabouraud (A) e na presenca de 500 pug/m (B) e
1000 pg/ml (C) de P17.EE, sendo visivel o aparecimento de cor alaranjada no meio suplementado com
prépolis.

Em Fusarium. spp e também em Microsporum audourii observou-se uma reducao acentuada da
densidade do micélio na presenca dos diferentes EEs e em todas as concentracdes testadas (Figura 27),
que nao impediu ao fungo de atingir o diametro maximo mas comprometendo o volume do micélio. A
diminuicao do volume de micélio e consequente diminuicao de estruturas reprodutoras podera representar
uma diminuicdo da viruléncia do fungo uma vez que estas estruturas aumentam a capacidade de adeséo
dos microrganismos aos tecidos aumentando a capacidade de invasdo ao hospedeiro (Samaranayake e

Samaranayake, 2001).

Figura 27. Fusarium spp. cultivado em meio Sabouraud (A) e na presenca de 1000 ug/ml de
G17.EE (B), sendo visivel a reducao do micélio na placa suplementada com prépolis.
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3.3.3. Avaliacéo da Atividade Antifingica Contra Fungos Filamentosos — Método de Diluicdo em
Meio Liquido

Como ja referido, o tipo de crescimento dos fungos Aspergillus terreus e Aspergillus fumigatus
impossibilita a aplicacdo do método descrito na seccao anterior para avaliar o seu crescimento e levou a
equacionar a aplicacdo do método de diluicdo em meio liquido para testar o efeito de G17.EE e P17.EE
contra estes fungos. Para o efeito, optou-se pelo método aprovado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (Wayne, 2002) para avaliacdo de suscetibilidade de fungos filamentosos, embora a falta de
padronizacdo do método tenha levado alguns autores (Fernandez-Torres et al., 2002; Barros et al., 2006)
a implementar varias modificacdes. Algumas dessas alteracdes referem-se as estruturas fungicas usadas
no inoculo (esporos e/ou fragmentos de hifas), o tamanho do inoculo (10:0u 10+ estruturas fungicas/ ml),
periodo (3 a 10 dias) e temperatura de incubacdo (28 a 35 °C) (Norris et al., 1999; Jessup et al., 2000;
Fernandez-Torres et al., 2002; Ghannoum et al., 2004; Handan, 2005; Barros et al., 2006). Tendo em
conta esta variabilidade e a necessidade de padronizar o ensaio decidiu-se, numa primeira fase, testar e
otimizar alguns parametros, como o volume de EtOH e as concentracdes de EEs a testar, a temperatura,
a agitacdo e o tempo do ensaio, utilizando como modelos os fungos Aspergillus fumigatus e Aspergillus
terreus.

O meio de cultura ¢ um parametro importante no sucesso do ensaio. Santos e Hamdan (2005)
constataram que diferentes meios de cultura (RPMI 1640, Mc Veigh e Morton e Sabouraud) influenciavam
a determinacéo dos valores de MIC para 7richophyton rubrum, tendo sido RPMI 1640 o meio considerado
mais apropriado, face ao meio Sabouraud, por exemplo, usado no presente trabalho. As discrepancias de
resultados entre réplicas, referidas por Santos e Hamdan (2005), foram também encontradas no presente
trabalho e requereram um maior nimero de ensaios independentes.

A temperatura foi testada juntamente com o parametro agitacao, realizando-se o ensaio a 30 € a
37 °C, para além da temperatura ambiente, em qualquer das situacdes experimentais com e sem
agitacdo. Norris et al. (1999) tinham verificado que a temperatura ndo era um fator preponderante no
crescimento de 7richophyton rubrum, Trichophyfon mentagrophytes e Trichophyton torsurans, quando
procedeu a avaliacdo das condicoes de crescimento 6timas para determinacao da suscetibilidades destes
dermatofitos contra antifungicos comerciais. No presente trabalho, concluiu-se existir a temperaturas mais
elevadas, uma reducao assinalavel do volume dos pocos - verificando-se nas situacdes com agitacdo uma
reducédo ainda mais acentuada deste mesmo volume, por vezes detetavel num conteido ressequido, em
alguns pocos - e por vezes também, nestas condicdes, a formacao de precipitados (ndo apresentado),
provavelmente de préopolis. Depois de analisar todas as condicoes, ficou definida a temperatura de 30 °C,

sem agitacao, como a condicao experimental mais adequada ao ensaio.
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O volume de EtOH foi outro dos parametros que teve que ser ajustado por se ter verificado que
influenciava o crescimento dos proprios fungos (Tabela 15). Nesse sentido, um indculo de esporos foi
testado na presenca de EtOH mostrando ser possivel usar até uma concentracdo de 5 pg/ml sem
comprometer o seu crescimento (Figura 28).

O volume de etanol nao tem vindo a ser reportado na literatura como uma variavel que exerca
influéncia nos resultados obtidos nas diferentes atividades biologicas estudadas, sendo antes apresentado
como importante no rendimento das extracdes etandlicas. Adelmann (2005) reportou maior rendimento
de compostos fenolicos em extratos etandlicos assim como maior atividade antimicrobiana e antioxidante.
Koo et al. (2000) referiram uma influéncia idéntica de EEs de prépolis na atividade anti-inflamatodria face a
extratos aquosos. Para além de um maior rendimento na extracdo de compostos fendlicos com etanol, o
volume de EtOH a usar pode influenciar os resultados obtidos para a atividade antifungica (Figura 28), o
gue ndo surpreendera dada a reconhecida atividade antimicrobiana do préprio etanol (McDonnell e Russel,
1999), o que requer que o volume a usar na diluicdo dos extratos tenha que ser ajustado em cada ensaio,

e para cada estirpe.
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Figura 28. Avaliacao do crescimento de Aspergillus terreus em meio de cultura PDA na auséncia de EtOH
(@, controlo) e na presenca de EtOH 0,1 %(v/v) ( ); 0,2 % (v/v) ();0,3 % (v/v) (&) e 0,7 % (v/v) (H).Os
valores resultam da média + DV de 3 ensaios independentes com 3 réplicas cada (* p< 0,5; ** p<0,01;
*** p<0,001).

Apds determinacdo do volume de EtOH a usar, foi ajustada a concentracdo de EEs a testar. Neste
ensaio em particular, o reduzido volume de EtOH levou a preparacdo de solucdes sfock de EEs com
concentracdes muito elevadas o que, na pratica, levou a que 0s pocos que albergavam o inoculo fungico
alterassem de imediato a sua cor aquando da colocacao dos EEs, aparentando turbidez. Este detalhe nao
s6 impossibilitou a determinacao dos valores de MIC ou MFC por observacéo visual mas afetou a leitura

da D.0.. Na tentativa de contornar tal situacédo, foram preparadas misturas com meio Sabouraud (em igual
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volume ao usado no indculo) e EEs nas diferentes concentracdes em teste, a usar como brancos. A leitura
da D.0O. nos diferentes pocos-teste passou a retirar-se o valor de D.O. obtido para os respetivos brancos.
O parametro tempo do ensaio foi também padronizado. Varios autores (Norris et al., 1999;
Fernandez-Torres et al., 2003, 2006) referem que o periodo de incubacéo para testar a suscetibilidade
antifungica de dermatofitos varia entre 3 a 7 dias. Face aos resultados obtidos na otimizacao realizada
com Aspergillus terreus (Figura 29) e Aspergillus fumigatus (Figura 30), o tempo de ensaio definido foi 3
dias, tempo findo o qual apresentavam ja uma reducao consideravel da D.O., tendo este mesmo resultado

sido validado para cada um dos fungos filamentosos testados, apos realizacdo de um ensaio.
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Figura 29. Avaliacdo do crescimento de Aspergillus terreus em meio de cultura PDA suplementado com
(A) G17.EE nas concentracoes de 500 pg/ml (m); 1000 ug/ml (m) e 2000 ug/ml (M) e (B) P17.EE nas

concentracdes de 500 pg/ml ( ); 1000 pg/ml (=) e 2000 pug/mi (m). A D.O. foi lida apos 24h, 48h e 72h
de incubacao.
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Figura 30. Avaliacdo do crescimento de Aspergiflus fumigatus em meio de cultura PDA suplementado com
(A) G17.EE nas concentracdes de 500 ug/ml (m); 1000 ug/ml (m) e 2000 pg/mi (m) e (B) P17.EE nas

concentracdes de 500 pug/ml ( ); 1000 pg/ml (=) e 2000 ug/ml (m). A D.O. foi lida apos 24h, 48h e 72h
de incubacao.
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A percentagem de inibicédo foi ainda calculada inicialmente nos dois fungos modelos em todos os

tempos de medicédo de D.O. (24, 48 e72 h) (Figura 31 e Figura 32), comprovando-se de um modo geral

um efeito inibitério dependente do tempo e da concentracéo.
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Figura 31. Percentagem de inibicdo da D.O. de Aspergillus terreus, apds 24h, 48h e 72h em meio de
cultura PDA suplementado com (A) G17.EE nas concentracdes de 500 ug/ml (); 1000 ug/ml (m) e 2000
ug/ml (M) e (B) P17.EE nas concentracoes de 500 ug/ml ( ); 1000 pg/ml () e 2000 pg/ml (m).
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Figura 32. Percentagem de inibicdo da D.O. de Aspergillus fumigatus, apés 24h, 48h e 72h em meio de
cultura PDA suplementado com (A) G17.EE nas concentracdes de 500 ug/ml (m); 1000 ug/ml (m) e 2000
ug/ml (M) e (B) P17.EE nas concentracdes de 500 pg/ml ( ); 1000 pg/ml (=) e 2000 pg/ml

(m),acompanhada as 24h, 48h e 72h.
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Com todos os parametros definidos e otimizados, aplicou-se entdo o ensaio a todos os fungos
filamentosos em estudo. A percentagem de inibicdo da densidade otica foi calculada ao 3° dia para cada
um dos fungos em estudo, por ser o dia em que esse efeito foi mais expressivo (Figuras 31 e 32) estando

0s resultados expressos na tabela 19,

Tabela 19. Percentagem de inibicdo da D.O. para cada estirpe de fungo filamentoso apos 72 h na

presenca dos extratos etanolicos de amostras de prépolis do Gerés e do Pereiro recolhidas em 2017

% de inibicdo de D.O.
G17.EE P17.EE

Fungos Filamentosos 500 1000 | 2000 | 500 1000 2000

pg/ml | pg/ml | yg/ml | pyg/ml | pg/ml | yg/ml
Aspergillus fumigatus 53,05 |71,18 | 134,7 | 49,0 61,18 109,3

1 4

Aspergillus terreus 16,27 |21.67 |92.11 | 15.17 | 45,20 77,89
Fusarium sp. -6,71 48,25 | 78,84 | -5,82 13,68 66,06
Trichophyton 9,25 7531 |86,10 | 3,06 76,13 80,36
mentagrophytes
Microsporum audourii 36,93 | 5321 |56,07 |2837 |41,00 84,53
Nannizzia gypse -7,33 33,42 196,72 ]6,39 78,76 95,65
Trichophyton tonsurans 6,71 4491 | 78,25 | 5,82 16,68 66,06
Trichophyton rubrum 16,35 | 32,58 [93,17 | 12,07 | 46,48 91,34
Trichophyton saudanense 9,57 3,91 95,45 |3,32 43,41 86,20
Microsporum canis 25,71 |38,39 |86,07 | 14,83 | 19,73 96,55

Uma vez representadas as percentagens de inibicdo de D.0O. em funcdo da concentracao, calculou-
se por extrapolcado o valor do MICs para os dois EEs contra cada uma das espécies estudadas. O MICso
corresponde assim a concentracdo de G17.EE e de P17.EE que causam uma reducdo de D.O. igual a 50
%. Os valores de MICs estimados para cada espécie encontram-se descritos na tabela 20,

Todos os fungos testados apresentaram suscetibilidade a ambos os extratos, obtendo-se um valor
de MIC para cada par EE-fungo. A espécie que apresentou mais suscceptibilidade a ambos aos EEs foi
Aspergillus fumigatus, seguida de Nannizzia gypsyem P17.EE. O MICs dos EEs contra as restantes estirpes
foi bastante semelhante com escecao de Fusarium sp, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton

fonsurans que mostram serem menos sensiveis a P17.EE
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Tabela 20. Atividade antifungica dos extratos etandlicos de propolis relativos ao ano de 2017 contra

os fungos filamentosos estudados neste trabalho, expressa em termos de valores de MICs (ug/ml).

Estirpes MICso (ug/ml)
G17.EE P17.EE
Aspergillus fumigatus 515,53 605,80
Aspergullus terreus 1291,19 1263,58
Fusarium sp. 1358,14 1694,25
Trichophyton mentagrophytes 1079,91 1687,76
Microsporum audourii 1283,19 1133,03
Nannizzia gypsy 1313,58 974,81
Trichophyton fonsurans 1314,91 1659,52
Trichophyton rubrum 1215,65 1171,37
Trichophyton saudanense 1441,04 1272,43
Microsporum canis 1165,36 1275,22

Em amostras de propolis oriundas da Republica Checa e Eslovaquia foram descritos MICs para
Aspergiflus fumigatus e Trichophyton mentagrophytes de 88,4 e 111.4 ug/ml respetivamente (Buchta et
al., 2011). Boisard et al. (2015) descreveram em propolis francés MICs > 250 ug/ml para a espécie
Aspergillus fumigatus. Trichophyton rubrum, Trichophyfon tonsurans e Trichophyfon mentagrohytes
quando testados com prépolis brasileiro mostraram valores de MICs de 64, 512 e 512 pg/ml
respetivamente (Siqueira et al., 2009). Mais recentemente em outras amostras oriundas do Brasil, Galletti
etal. (2017) reportaram valores de MICs de 1093,75 para Fusarium spp. Mannani et al. (2011) reportaram
em propolis Iraniano valores de MIC de 0,025 ug/ml contra Microsporum canis. Também em prépolis
I[raniano, mais recentemente foram reportados MICs 0.2-488.2 ug/ml para Microsporum canis (Khosravi
et al., 2014). Em prépolis argentino foi determinado um MICsx de 61,25 e 31,25 pg/ml contra os
dermatofitos 7richophyton mentagrohytes e Trichophyton rubrum (Aguero et al., 2010). Falcdo et al.
(2013b) descreveram valores de MICs de 14.5 e > 64 ug/ml para amostras de propolis portugués contra
as especies 7richophyton rubrum e Aspergillus fumigatus., respetivamente.

Os valores de MICs obtidos neste trabalho, comparativamente com outros EEs, em especial EEs
de prépolis portugués, sao bastante mais elevados, embora o potencial antifungico de G17.EE e P17.EE
pareca ir de encontro ao reportado em amostras de propolis brasileiro para a estirpe Fusarium spp. Dadas

as caracteristicas desteo ensaio, sera importante testar outras concentracdes de G17.EE e P17.EE, com
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incrementos entre si inferiores, para obtencdo de valores de MIC mais precisos e rigorosos, como ja
referido.

Para detetar os valores de MFC, apds os trés dias decorridos do ensaio, procedeu-se a inoculacao
do contelido de cada poco em placas de PDA, incubadas posteriormente a 30 °C por um periodo de 72
h. Apds este periodo foi sempre observado crescimento como mostrado no caso de Microsporum canis,
na figura que se segue. Nao foram detetados neste trabalho valores de MFC para qualquer das estirpes

em estudo.

Figura 33. Crescimento de Microsporum canis em meio PDA, apds transferéncia de 5 ul das misturas de
esporos em G17.EE 1000 ug/ml (A) ou 2000 ug/ml (B) e das misturas de esporos com P17.EE 1000
ug/ml (C) e ou 2000 pg/ml (D) uma vez terminado o ensaio para avaliacao da atividade antifungica.
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4. CONCLUSAO E PRESPETIVAS FUTURAS
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O propolis portugués, em particular as amostras recolhidas nas localidades de Pereiro e Gerés,
tem vindo a revelar bioatividades de interesse, e consequentemente um potencial de utilizacédo para
possiveis aplicacdes em varias industrias. As amostras estudadas no presente trabalho, recolhidas em
2017, corroboram esta informacéo que tem vindo a ser recolhida anualmente, desde 2011, para amostras
de propolis dos mesmos apiarios. Os resultados obtidos no ambito deste trabalho contribuem
adicionalmente para a valorizacdo do propolis nacional, um produto da colmeia frequentemente
negligenciado e inclusivamente descartado pelos apicultores portugueses.

A caracterizacao quimica de G17.EE e P17.EE em termos de TFP e TPT permitiu validar também
a proclamada variabilidade que diferentes amostras podem apresentar, quer em termos de origem
geografica quer mesmo numa amostra de uma Unica origem, proveniente de colheitas diferentes. O TO,
parametro que até aqui ainda nao tinha sido avaliado em amostras de propolis, parece ser bastante
expressivo em G17.EE e P17.EE e seria interessante determinar o teor destes compostos nos G.EEs e
P.EEs que tém vindo a ser estudados, para avaliar a presenca dos orto-difenois e a sua importancia em
termos da composicao quimica e bioatividades de propolis.

Apesar da variabilidade observada ao nivel da caracterizacdo quimica preliminar de G17.EE e
P17.EE, a capacidade antioxidante dos dois extratos é semelhante. A variabilidade quimica do prépolis,
entre amostras de diferentes proveniéncias ou mesmo em amostras da mesma proveniéncia mas de
colheitas diferentes, constitui o maior entrave a exploracéo biotecnoldgica do propolis. Ainda assim, nem
sempre a variabilidade apresentada por diferentes extratos se traduz necessariamente em perfis de
bioatividades distintos, como constatado neste trabalho. Apesar dos flavonoides e outros compostos
fendlicos serem considerados os compostos ativos em propolis, nem todos os compostos quantificados
serdo bioativos, da mesma forma que outros compostos ndo quantificados por estes métodos poderdo
estar também implicados nas bioatividades dos extratos. Assim, apesar da determinacao destes teores —
TFT e TPT - ser importante numa fase de caracterizacao preliminar das amostras, possivelmente ndo serado
estes os parametros mais adequados para fundamentar uma padronizacdo do propolis. Saliente-se no
entanto que a legislacdo brasileira exige um minimo de 0,5 % (m/m) de compostos fendlicos e um minimo
de 5 % (m/m) de compostos fendlicos em amostras de propolis para garantir a qualidade do propolis
(Brasil, 2001).

A elevada capacidade de captura do radical DPPHe por parte de G17.EE e P17.EE sugere um
forte potencial antioxidante, tornando estes EEs em concreto particularmente atrativos para aplicacoes
dependentes desta bioatividade, desde a industria alimentar com os conservantes alimentares, a

farmacéutica com suplementos antioxidantes ou mesmo farmacos direcionados para doencas associadas

82



aos radicais livres (Bolton et al., 2000; Smith et al., 2000), e até na cosmética com formulacdes anti
envelhecimento (Michniak-Kohn et al., 2017)

Em relacdo a atividade antimicrobiana contra bactérias e leveduras, G17.EE e P17.EE exibirem
espectros de atividade relativamente idénticos, face ao leque de estirpes estudadas, apresentando valores
de MIC idénticos. Elevada atividade antibacteriana, em especial contra bactérias Gram-positivas
formadoras de esporos, como as do género Bacillus, foi detetada em ambos os EEs, um comportamento
ja observado em G.EEs (Freitas ....) mas ndo em P.EEs de anos anteriores. Este aparente espectro peculiar
de acao dos extratos devera no entanto ser validado, testando outras bactérias formadoras de esporos,
como por exemplo bactérias do género Clostridium, Sporolactobacillus, Desulfotomaculum, Sporosarcina,
entre outras.

A acao antifungica contra leveduras apresentou também valores idénticos em ambos os EEs
estudados, embora esta atividade pareca menos evidente que a antibacteriana, como alias tem vindo a
ser descrito para propolis de um modo geral (Freitas et al., 2018). Seria importante porém alargar o painel
de leveduras indicadoras de suscetibilidade para melhor caracterizar e comparar esta propriedade
biolégica em G.EEs, mas particularmente em P.EEs, onde maior variabilidade tem sido detetada em
amostras recolhidas em diferentes anos (Marques, 2015; Oliveira, 2015; Moreira,2017)

Na atividade contra fungos filamentosos destaca-se a maior suscetibilidade da espécie
Microsporum audourii. Microsporum audourii ¢ um fungo antropofilico que causa infecdes nao
inflamatdrias do couro cabeludo e da pele, principalmente em criancas. E o principal agente causador das
epidemias de tinea capitis na Europa e na América do Norte, no entanto é atualmente menos comum
(Hoog et al., 2016). Outras espécies que apresentaram também suscetibilidade aos EEs estudados foram
Trichophyton rubrum, 7richophyton rubrum e Aspergiflus fumigatus. O primeiro € um fungo antropofilico,
reconhecido como o principal causador de onicomicoses em todo o mundo. Aproximadamente 80-93% das
dermatofitoses crénicas em todo o mundo sao causadas por este fungo. Causa frequentemente infeccoes
cronicas de pele, unhas e raramente couro cabeludo (Yue et al., 2015). Aspergillus fumigatus, reconhecido
como o principal patogeno dentro do género Aspergillus (Lacaz, 1991), é mais frequentemente encontrado
em ambiente hospitalar e é principalmente perigoso para os doentes imunocomprometidos (Paula et al.,
2007). Provoca aspergilose em humanos, uma das infecoes com maiores indices de mortalidade,
chegando a atingir 85 % mesmo apoés a administracdo de terapéutica antifungica. Tendo em conta o tipo
de infecOes causadas por estes fungos e os resultados obtidos, o desenvolvimento de uma possivel
formulacao topica para tratamento ou coadjuvante afigura-se uma perspetiva aliciante para dar
continuidade a este trabalho. Outro tipo de fungos filamentosos, em especial dermatofitos como por

exemplo Acremonium falciforme, Madurella grisea, Trichophyton concentricum, Trichophyton interdigitale,
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Epidermophytfon floccosum poderiam ser acrescentados ao painel de indicadores fungicos de
suscetibilidade, dada a sua importancia (Apéndice 1, Tabela Al).

Um contributo importante neste trabalho reside na avaliacdo de uma nova bioatividade - a
atividade contra fungos filamentosos - nas amostras de propolis que tém vindo a ser estudadas pelo grupo
e no desenvolvimento e otimizacdo dos métodos para esse efeito. Dois métodos foram explorados,
permitindo obter informacao diferente acerca do efeito de um EE e também do comportamento do fungo
que lhe é suscetivel. A equacdo de Gompertz, proposta pela primeira vez no nosso grupo (A. Cunha,
comunicacdo pessoal) para descrever o crescimento dos fungos filamentosos, demonstra algumas
vantagens por se tratar de um teste quantitativo e multiparamétrico e foi aplicada aos fungos testados no
método de diluicao em placa. No entanto, a par de alguns casos onde esta modelacédo nao pode ser
aplicada, este método exigiu tempos de ensaio longos que poderao comprometer os resultados na medida
gue o meio de cultivo pode perder nutrientes e outras propriedades necessarias ao crescimento do fungo,
bem como ocorrer o esgotamento dos compostos ativos ou degradacdo dos mesmos. O método de diluicdo
em placa revelou-se um teste simples e de facil execucdo e permite avaliar o efeito dos EEs num periodo
de tempo relativamente curto, afigurando-se por isso mais vantajoso. Contudo, tendo em conta a
necessidade de otimizacao de varios dos parametros contemplados neste trabalho, sera necessario testar
diferentes extratos com diferentes espécies de microrganismos para comprovar a sua validade.

Uma analise quimica mais profunda de G17.EE e P17.EE com identificacdo dos principais
compostos e posterior isolamento sera sempre requerida para caracterizar as amostras de propolis e
determinar quais os compostos que efetivamente sao bioativos, averiguando adicionalmente a ocorréncia
de sinergismos ou antagonismos entre eles. O isolamento de compostos bioativos podera inclusivamente

abrir novas perspetivas de investigacao que nao implicam a utilizacao dos extratos.
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Anexo |

Compilacao de informacdo relativa a caracterizacdo bioldgica dos extratos etanolicos de propolis

do Pereiro e do Gerés preparados a partir de amostras recolhidas no periodo compreendido entre os anos

de 2011 e 2016

Tabela I.1. Atividade antibacteriana dos extratos etanélicos preparados com amostras de prépolis

do Gerés (G.EEs) e do Pereiro (P.EEs) recolhidas entre os anos de 2011 e 2016. A atividade antibacteriana

foi expressa em valores de MIC (ug/ml).

Extratos MIC (ug/ ml) Autores
de B B b RS e Eco

Propolis  subtilis  cereus  megalerium acnes  aureus
.| PLLEE 500 >750 Varques |
Hj. P12.EE 500 500 (2015):
“|PISEE 200 750 Oliveira (2015)

P14.EE 100 - 500 - -

P15.EE 500 - - 200 750 >1250  >1205 Moreira (2017)

P16.EE 200 200 500 200 500 >1000  >1000  Alves (2017)
o G1L.EE 50 50 50 - 200 >2000  >2000
| GI2.EE 50 50 50 - 200 >2000  >2000 Freitas (2015)
©| GI3.EE 50 50 50 - 200 >2000  >2000

Gl4.EE 50 50 50 - 200 >2000  >2000

G.15.EE 50 50 50 50 750 >1250  >1250 Gongalves

Gl6.EE 50 50 50 100 750 >2000  >10000 (2017)

B. subtilis — Bacillus subtilis; B. cereus — Bacillus cereus; B. megaterium - Bacillus megaterium; P. acnes -
Propionibacterium acnes; MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; E. coli - Escherichia coli. - ndo

testado
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Tabela |.2. Atividade anti-fingica dos extratos etanolicos preparados com amostras de prépolis do
Gerés (G.EEs) e do Pereiro (P.EEs) recolhidas entre os anos de 2011 e 2016.A atividade antibacteriana foi

expressa em valores de MIC (ug/ml).

Extratos de MIC (uig/ mi)
Propolis Candlida albicans Saccharqmy ces Autores
cerevisiae
U, P11.EE 750 500
L P12.EE >1000 750 Marques (2015)
o P13.EE 750 750 Oliveira (2015)
P14.EE 750 >750
P15.EE 500 500 Moreira (2017)
P16.EE 750 500 Alves (2017)
" G11.EE >2000 >2000
o G12.EE >2000 >2000 .
S | GI3.EE >2000 >2000 Freitas (2015)
G14.EE >2000 >2000
G15.EE >1500 1000 Goncalves
G16.EE >1000 >1000 (2017)
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Apéndice |

Fungos filamentosos de Interesse Clinico

Tabela A.1. Fungos filamentosos com interesse clinico

Fungo Doencas Hospedeiro Observacdes Referéncias
Elevada prevaléncia em
Homem . -
: isolados clinicos e
(imunocompro A
Asperaillus metidos e resisténcia elevada a
P . & Aspergilose . azbis. Causa 90% de Lacaz, 1991
fumigatus imunocompeten ) ) )
tes) aspergilose invasiva, e
Animais taxa de mortalidade 50-
95%.
Producao de aflatoxinas
que contaminam as Juntamento com A. Hedayati et al.
) culturas alimentares, Homem fumigatus ¢ um dos 2007
Aspergillus flavus . ) o
como milho, amendoim | Plantas principais causadores Hoog et al.
e nozes. Aflatoxicose de Aspergilose 2015
aguda ou cronica.
Aspergilose bronco- Resisténcia a
pulmonar anfotericina B. Infecdes
invasiva ou alérgica, por A. ferreus resultam | Hoog et al.
Aspergillus terreus | cutanea, oftalmica. Humanos numa taxa de (2016) Klich
Onicomicose e micoses mortalidade superior a (2002)
disseminadas. de infecoes
Infecdes oportunistas. porAspergillus spp.
Doenca invasiva
Aspergillus sistémica em doentes Humanos Repostados como nédo Veraldi et al.,
nidulans com alteracdes Animais suscetivel a prépolis. 2016
imunoldgicas cronicas
Infecdes ndo muito
comuns.
Eumicetoma Destaca-se entre os
Acremonium On|com|cgse Peritonite. Humanos fungos emergente em Summerbell et
i Endocardite. o doentes
falciforme . Animais ) . al. 2011
Pneumonia. imunocomprometidos,
Infecdo subcutanea. 0S quais estao,
geralmente associados
a um pior progndstico.
Produz uma
neurotoxina chamada
. penitrem A, esta inibe
Produz uma neurotoxina . .
. canais de potassio em o
Penicillium que em geral causa o . . Kyriakidis et al.,
Animais musculos lisos. Os
crustosum tropego em cavalos e : o . 1981
ado maxi-canais visados tém
gado. sua maior densidade
nas células cerebelares
de Purkinje
Aproximadamente 80-
93% das infeccoes
Trichophyton Tinea cruris. Tinea dermatofitas cronicas
rubrwg pedis. Onicomicose e Humanos em muitas partes do Yue et al., 2015

dermatofitose

mundo desenvolvido
sao causadas por T.
rubrum.
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Fungo emergente entre
populacdes de

Phialophora A imunocomprometidosos | Weitzman et al.,
. Infecao sistémica Humanos . .
parasitica , 0S quais estao, 1984
geralmente associados
a um pior progndstico.
E a Unica espécie
Dimorfa termicamente
conhecida De
Penicillium . Penicillium spp, pode
. Peniciliose, com .
marneffei . . ~ por isso causar uma Chan et al.,
infeccao dos pulmdes Humanos . e
(Talaromyces . infeccao sistémica letal | 2016
g (pneumonia) o
marneftei) (peniciliose) com febre
e anemia semelhante a
criptococose
disseminada.
As pesquisas da tltima
Infecdes em pacientes década sugerem que
imuno comprometidos, pode ser um patégeno
Paecilomyces na sua maioria devido a emergente tanto em Luangsa-ard et
o . - Humanos
lilacinus introducédo de corpos adultos al.,, 2011
estranhos, ou implantes imunocomprometidos
de lentes intra-oculares como em adultos
imunocompetentes.
Principal responsavel
p. .p ) Hoog et al.
das epidemias de tinea 2016
Microsporum Dermatofitoses em capitis no Europa e )
- . Humanos . Rezaei-
audouinii criancas. América do Norte, .
atualmente menos Matehkolaei et
al., 2012
comum
Género de fungos
relacionados,
Hipo pigmenta¢ao no classificados como
) tronco e em outras leveduras, encontrados | Velegraki et al.,
Malassezia furfur Humanos
partes do corpo de forma natural na 2015
humano. superficie da pele de
muitos animais,
incluindo humanos.
Alérgeno humano. As Alérgeno humano. As
Penicillium principais proteinas principais proteinas
chrysogenum alergénicas sao as Hurmanos alergénicas sao as Ehgartner et al.,
proteases vacuolares e proteases vacuolarese | 2017

as serino-proteases
alcalinas.

as serino-proteases
alcalinas.
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Malassezia globosa

Caspa. Dermatite
seborreica e Pitiriase
versicolor

Humanos

Géner de fungo
geralmente classificado
como uma levedura,
vive em comensalidade
no organismo humano
encontrado
essencialmente no
couro cabeludo
humano.

Arendrup et al.
2014

Madurella grisea

Eumicetoma

Humanos

E um dos agentes
patogénicos mais
comuns associados ao
eumicetoma.

Belkum et al.,
2013

Fusarium solani

Doenca disseminada.
Osteomielite. Infecoes
da pele.

Plantas
Humanos

Metade das doenca
humanas que envolvem
Fusarium sp. é causada
pela estripe F. solani,
esta esta envolvido na
maioria dos casos de
fusariosis sistémica e
infeccdes da cornea.

Guarro, 2013
O’Donnell et al.
2015

Conidiobolus
coronatus

Zigomicose rinofacial

Humanos
Animais

Atraso no diagnéstico, e
consequente maior
extensao da leséo,
tornam o tratamento
mais dificil, em funcéo
de baixa resposta
terapéutica.

John et al.,
2016

Cladophialophora
carrionif

Cromomicose

Humanos

Causa apenas um
subconjunto menor de
casos de
cromoblastomicose,
principalmente em
locais mais secos,
como Madagascar,
Australia e noroeste da
Venezuela, que sdo
abundantes com
plantas habitadas pelo
fungo

Deng et al.,
2013

Epidermophyton
floccosum

Tinea pedis. Tinea
cruris, Tinea corporis.
Onicomicoses.

Humanos
Animais

E o Unico patogeno das
duas espécies do
género
Epidermophyton.
Infecta geralmente as
camadas queratinosas
ndo-vivas da epiderme.

Khaled et al.,
2015
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Onicomicoses. Otite
externa. Infecdes
oculares causadoras de

Onicomicoses. Otite
externa. Infecdes
oculares causadoras de

Exoph/q/g . queratite. Tende a estar | Humanos queratite. Tende a estar Khaled et al,
dermatitidis ) e . e 2015
associada a fibrose associada a fibrose
cistica. cistica.
Intimamente
relacionado com a
espécie Malassezia
furfur. E um fngo
Malassezia Dermatite seborreica. Animais e comensal, pode ser Prohi et al.,
pachydermatis Otite em animais. Humanos encontrado dentro da 2016
microflora de
mamiferos saudaveis,
como seres humanos,
gatos e caes
Animais e
Dermatofitoses Humanos em .
) . ' ) Principal causador de
Trichophyton especialmente Tinea especial ) o Ates et al.,
N . Tinea corporis, Tinea
mentagrophytes capitis, Tinea corporis trabalhadores . ! : 2008
i ) faceis e Tinea unguium
tinha favosa rurais
Infeccdes entre os
europeus sao raras. A
. distribuicao é restrita as
Tﬂchophﬂon Tines imbricata Humanos ilhas do Pacifico da Khaled et al.,
concentricum ) 2015
Oceania, Sudeste
Asiatico e América
Central e do Sul.
o Geralmente produz uma
Animais . .. L
Unica lesao inflamatéria
Humanos, em
especial na pele ou no couro
criancas e cabeludo. Pelos Demange et al
Nannizzia gypsea Dermatofitoses ¢ invadidos mostram uma g N

trabalhadores
rurais durante o
tempo humido e
quente

infeccao por ectotrix,
mas nao fluorescem
sob a luz ultravioleta de
Wood.

1992
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Trichophyton
soudanense

Tinea capitis.
Dermatofitoses.

Humanos

Causa de tinea capitis em
Africa. Pélos invadidos
mostram uma infeccédo
endotrix, mas nao
fluorescem sob a luz
ultravioleta de Wood. A
distribuicao é
principalmente na Africa,
com casos importados
agora reportados da
Europa, Brasil, Australia e
EUA.

Hoog et
al. 2016

Trichophyton
tonsurans

Tinea capitis.

Humanos

E causa comum de tinea
capitis em aborigines
australianos e afro-
americanos. Pélos
invadidos mostram uma
infec¢do endotrix e ndo
fluorescem sob a luz
ultravioleta de Wood.

Hoog et al.,
2016

Trichophyton
violaceum

Tinea capitis.
Dermatofitoses.

Humanos

A distribuicdo é mundial,
particularmente no
Oriente Préximo, Europa
Oriental, Russia e Norte
da Africa. Pélos invadidos
mostram uma infeccédo
endotrix e nao fluorescem
sob a luz ultravioleta de
Wood

Hoog et al.
2016

Microsporum canis

Tinea capitis em
humanos.
Dermatofitoses em
animais de estimacao

Humanos
Animais

Distribuicdo mundial.
Causa condicdes clinicas
frequentemente
caracterizadas por
alopecia multifocal,
escamacao e lesdes
circulares em muitas
espécies animais,
incluindo humanos.
eficacia de medicamentos
e protocolos de
tratamento é variavel,
com falha do tratamento
em até 40% dos
pacientes, possivelmente
devido a fen6bmenos de
resisténcia.

Rezaei-
Matehkolaei et
al., 2012

Trichophyton
Verrucosum

Tineas em animais,
principalmente gado.
Em humanos causa
comumente tinea no
couro cabeludo, barba e
zonas expostas.

Animais
Humanos

Distribuicdo mundial. As
infeccdes em humanos
resultam do contato
direto com o gado
geralmente sédo altamente
inflamatorias envolvendo
0 couro cabeludo, barba
ou areas expostas do
corpo. Pélos invadidos
mostram uma infeccédo
por ectotrix

Kane e
Smitka, 1978
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