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RESUMO

A prépolis € um material resinoso coletado pelas abelhas por diversas partes das plantas,
como folhas, brotos, sendo utilizados para embalsar animais que tenham morrido dentro da
colmeia, vedar as paredes e conferir protecao frente as doencas. A utilizacdo desse produto
natural com finalidade medicinal remete a antiguidade, tendo evidéncias de seu emprego junto
as antigas civilizagdes, como a Grega, Romana e Egipcia, mantendo-se até os dias atuais com
finalidades terapéuticas, médicas e veterindrias. O objetivo desse trabalho foi examinar a
citotoxicidade in vitro do extrato da prépolis em vinho branco contra géneros especificos de
fungos, desmitificando a atividade antifiingica para determinadas cepas. Foram utilizadas
amostras de propolis produzidas por abelhas Apis melifera, chegando a forma in natura, sendo
trituradas e misturadas ao vinho branco, tendo como produto final o extrato da propolis, para
posteriormente apresentar as concentracdes desejadas para pesquisa, sendo estas 0,5%, 1,0% e
2,0%, e em seguida, utilizado como tratamento antifingico contra as cepas microsporum
gypseum, aspergillus niger, trichophyton mentagrophytes, e por ultimo, madurella
mycetomatis. De modo geral, os extratos de propolis vermelha oriunda da cidade Baia da
Trai¢do, municipio do estado da Paraiba, na regido do Nordeste brasileiro, ndo possui
potencial antifingico contra as espécies do género nas concentracdes de (0,5%, 1,0% e 2,0%),
utilizando- se de vinho branco para constru¢do de seu extrato. Os resultados evidenciam baixo
efeito citotoxico sobre as cepas estudadas.

Palavras-chave: Propolis. Mycoses. Doencas Fuangicas. Fungos. Infec¢do por Fungos.



ABSTRACT

Propolis is a resinous material collected by bees from various parts of plants, such as leaves,
buds, and is used to embalm animals that have died inside the hive, seal the walls and provide
protection against disease. The use of this natural product for medicinal purposes goes back to
antiquity, with evidence of its use with ancient civilizations, such as the Greek, Roman and
Egyptian, and it remains today with therapeutic, medical and veterinary purposes. The aim of
this study was to examine the in vitro cytotoxicity of the propolis extract in white wine against
specific genera of fungi, demystifying the antifungal activity strains. Samples of propolis
produced by Apis melifera bees were used, arriving in the fresh form, being crushed and
mixed with white wine, having as a final product the propolis extract, to later present the
desired concentrations for research, these being 0.5%, 1.0% and 2.0%. Then, used as an
antifungal treatment against microsporum gypseum, aspergillus niger, trichophyton
mentagrophytes, and finally, madurella mycetomatis. In general, red propolis extracts from
the city of Baia da Traicdo, a municipality in the state of Paraiba, in the Northeast region of
Brazil, do not have antifungal potential against species of the genus in concentrations of
(0.5%, 1.0% and 2.0%), using white wine to build its extract. The results show a low
cytotoxic effect on the strains studied.

Keywords: Propolis. Mycoses. Fungal diseases. Fungi. Fungal infection.
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1 INTRODUCAO

A apicultura vem sendo utilizada como ciéncia e a arte de prolongar, sustentar e reter a
saude usando produtos obtidos de colmeias de abelhas, como mel, pélen de abelha, prépolis e
geleia real. Atualmente, temos visto a rdpida aplicacdo de produtos apicolas na medicina
tradicional e moderna. Nos dltimos anos, observamos muitos estudos voltados a investigar os
beneficios relacionados a sadde e suas propriedades farmacoldgicas dos produtos derivados
apicolas. No Brasil, por ser um pais rico em biodiversidade a descobertas de novos agentes
farmacos fitoterapicos eficazes e menos toxicos contra microrganismo patogénicos, contribui
significativamente no campo da saide (OSTROSKY et al.,2008; FREIRES et al., 2016).

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de propolis no mundo (SANTOS,
2012), decorrente de nossa grande biodiversidade. Atualmente, 13 grupos diferentes de
propolis podem ser distinguidos no Brasil de acordo com suas propriedades quimicas e fisico-
quimicas, podendo ressaltar sua rica composi¢do quimica e seu elevado valor terapéutico
(PARK et al., 2007).

A propolis vermelha € incorporada ao grupo 13, recentemente descrito na regido
Nordeste do Brasil (por exemplo, Bahia, Paraiba, Sergipe, Pernambuco e Alagoas)
(DAUGSCH; MORAES; FORT et al., 2008). Com caracteristicas quimicas e farmacoldgicas
unicas no mundo, a prépolis vermelha, produzida nos manguezais do estado de Alagoas,
Brasil. Em 2012, recebeu um certificado de Indicacdo Geografica (IG). A certificacdo foi
concedida pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), 6rgio responsédvel pelo
cadastro no Pais (ALMEIDA et al., 2017).

A propolis € uma substincia coletada por espécie de abelhas Apis melifera, onde
coletam resinas e exsudatos de plantas e adicionam suas secrecOes salivares para produzir
propolis, das vdérias indicagdes terapéuticas, foram evidenciadas por muitos autores.
Diferentes estudos identificaram propriedades antifingica (NAGATU et al., 2011), efeito
antioxidante (KUMAZAWA et al., 2007), efeitos antimicrobianos e citotoxicidade (NEDIJI;
LOUCIF- AYAD, 2014). Além disso, um nimero crescente de estudos esta sendo realizado
para investigar a atividade antiparasitaria da propolis (DANTAS et al., 2006).

A fitoterapia, juntamente a outras praticas, foi inserida no Sistema Unico de Satde
(SUS) através da portaria n® 971/2006, em que o Conselho Nacional de Saidde regulamentou a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006). Com
a implantagdo da fitoterapia junto ao SUS evidenciou a necessidade de investigacOes a

respeito



desta drea com o objetivo de enriquecer o conhecimento dos profissionais da saide, além de
evidenciar sua eficacia (BRASIL, 2006).

Em virtude do uso indiscriminado de medicamentos sintéticos, disponiveis no
comércio, podendo apresentar efeitos indesejados ao paciente, um dos quais podemos citar a
resisténcia ao farmaco, decorrente do uso indiscriminado desses medicamentos promovendo
quadros de recidiva (ALMEIDA et al., 2012).

A importancia deste estudo reside no fato da necessidade da pesquisa de novos
antimicrobianos de origem natural, especificamente, antifingicos alternativos no mercado, os
quais venham apresentar uma baixa toxidade, maior efic4cia, facil acessibilidade e menor
custo. Contudo, é imprescindivel o empoderamento sobre essa temética a comunidade
cientifica e que temas como esses sejam difundidos nos meios dos profissionais de sauide,
sendo de grande relevancia a exposicao e discussao acerca desse topico visto que em minha
formacao assunto referentes produtos apiculas nao foram bem difundidos evidenciando assim
um dos

interesses primordiais pelo tema.

Nesse sentido, torna-se como questdo norteadora da pesquisa a seguinte pergunta:
Dentre os varios empregos da prépolis como modalidade terapéutica dificilmente significa
qualquer indicacdo antifingica, pois existe uma grande diversidade de fungos no Brasil
necessitando de estudos mais aprofundados.

Defendemos a tese de que, o extrato da propolis € uma opcao vantajosa frente a muitos
antifingicos convencionais existentes no mercado farmacéutico. Nao o bastante, até o
presente momento observa-se uma auséncia de relatos na literatura de atividade bioldgica
(efeito antifingico) da propolis sobre espécies de Microsporum gypseum, Aspergilus niger,
Trichophyton mentagrophytes, Madurella mycetomatis, acrescido a isso, o fato de que tais

patégenos acarretam danos a populacao em geral.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a citotoxicidade e a atividade antifiingica in vitro, do extrato da prépolis em

vinho branco, desmistificando a sua atividade antifiingica em determinados tipos de cepas.

2.2 Objetivos Especificos

Examinar a citotoxicidade in vitro do extrato da prépolis em vinho branco contra

géneros especifico de fungos;

Verificar a atividade antiftingica do extrato da prépolis em vinho branco.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prépolis: definicao e caracteristicas

A prépolis comumente chamada de cola de abelha é uma substancia natural de
caracteristica resinosa coletada por abelhas a partir de vegetais derivados de vdrias espécies
botanicos. E utilizada na colmeia como componente vedante, além de proteger contra a
invasdo de intrusos, onde possui odor caracteristico (FRANCHI et al., 2012; SAWICKA et
al., 2012). Sua composi¢do € complexa e a cor varia dependendo da espécie de planta e da
localizagdo onde € produzida: savanas, florestas tropicais, desertos, regides costeiras e
montanhosas (SANTOS; 2012).

A prépolis € um dos poucos remédios naturais que manteve sua popularidade durante
um longo periodo de tempo (CASTALDO; CAPASSO, 2002). O seu uso, pela medicina
popular, data de 300 a.C (BANSKOTA et al., 2001). A prépolis era utilizada pelos egipcios
nos processos de embalsamento devido a sua propriedade antiputrefante, porque era o
instrumento adequado que iria proteger de fungos, virus e bactérias. Gregos e romanos
usavam a propolis como antisséptico e cicatrizante; os incas, como um agente antipirético e
farmacopeias londrinas do século XVII listavam a prépolis como um medicamento oficial
(SFORCIN; BANKOVA, 2011).

Uma das suas peculiaridades se deve ao fato de que, mesmo congelada ou envelhecida,
a propolis ndo apresenta alteracdes qualitativas na sua composi¢cdo em relacdo as amostras

frescas (SCHMIDT et al., 2014; CONTI; BANKOVA; SFORCIN, 2015).
3.1.1 Composicao quimica e classificacdo da prépolis

Os principais compostos quimicos isolados das propolis, no geral, sdo classificados
como acidos alifaticos e aromaticos, flavonoides, dlcoois, dcidos graxos, terpenos, acucares,
amino4cidos e diversos minerais (MENEZES, 2005; BANKOVA, 2005; SAWICKA et al.,
2012).

Mais de 300 substincias quimica ja foram nos descritas mais variados tipos de
propolis. Virios estudos afirmam que as diferencas em porcentagem de componentes
individuais de prépolis, dependem da origem dos vegetais a partir dos quais a resina é

coletada, e as espécies de abelhas (SANTOS, 2012).



A Tabela 1 aponta os principais componentes quimicos geralmente encontrados na
préopolis, bem como alguns tipos de prépolis mais estudados, sua composicdo quimica

principal, e suas origens geogréficas.

Tabela 1 — Composicdo quimica geral de prépolis, tipos de prépolis mais difundidos, assim
como suas origens geogréficas e seus constituintes quimicos principais

COMPOSICAO TIPOS DE ORIGEM PRINCIPAIS
QUIMICA GERAL PROPOLIS GEOGRAFI CONSTITUINT
(%) MAIS CA ES

DINFUNDID
0S
Flavonoides (18-20%): Vermelha Bras
Crisina, apigenina, il Isoflavondides
. Cub
galangina, etc.
a
Méx
ico
Alcodis e Terpenos (2- Bétula Rus
3%): Glicerol, a-cedrol, st
Flavona
xilitol, eritritol etc.
se
flavonéi
des
Acicares (15-18%): D- Mediterranea Sici
altrose, D-glucose, lia Diterpenos
maltose, D-frutose, Gré
arabinopiranose, cia
etc. Cre
ta
Mal
ta
Acidos graxos e Alamo Europa
Alifaticos (24-26%): América do Seus ésteres
Acido gluconico,  4cido Norte
fosforico, acido Regides nao- Acidos p-
isofeldrico, acido Tropicais da cumarinicos
glutamico etc. Asia Nova prenilados
) Zelandia Acidos diterpenos
Acidos aromaticos (5- Verde Bras
10%): Acido benzéico, (alecrim) il
acido caféico, acido Brasileira
cinamico,

acido feldrico.

Fonte: Adaptada de Sforcin e Bankova, (2011) Sawicka et al. (2012).



De acordo com Alencar et al. (2007), o qual descreve a composicdo quimica e
atividade biolégica de um novo tipo de propolis brasileira, a prépolis vermelha € considerada
o tipo 13.

As Figuras 1 e 2 ressaltam o aspecto fisico das amostras de prépolis bruta verde e

vermelhas brasileiras (SANTOS, 2012).



Figura 1 — Aspecto fisico das amostras de prépolis bruta verde (A) brasileira

Figura 2 — Aspecto fisico das amostras de propolis bruta vermel

ha (B) brasileira
y

Fonte: Santos (2012).

Segundo Park et al. (2002), as prépolis brasileiras, no que diz respeito a seu perfil
quimico, podem ser agrupadas em 13 grupos distintos. Como exemplo, tém-se as propolis,
cujas origens botanicas localizam-se: cinco delas na regido Sul, uma no Sudeste e sete tipos
pertencentes a regiao Nordeste do pafs.

A espécie Hypts divaricata e Dalbergia ecastophylum representa as principais fontes
de resina pertencente a regido Nordeste. Cacchares dracunculifolia da prépolis do Sudeste e
Populos nigra da prépolis do Sul do Brasil. Porém, devido a diversidade existente na flora
brasileira, podemos dizer que essa classificacdo ndo é necessariamente um indicativo das
caracteristicas fisico-quimica e biologicas dos tipos de propolis existentes no Brasil.

No que concerne as caracteristicas fisico-quimicas e respectivas origens, a

classificagdo da prépolis brasileira, estd representada na Tabela 2.



Tabela 2 — Classificacio da propolis brasileira de acordo com as caracteristicas fisico-
quimicas e origem

GRUP COR ORIGE
(0] M
1 Amarela Sul
2 Marrom Sul
3 Marrom escuro Sul
4 Marrom Sul
5 Marrom esverdeada Sul
6 Marrom avermelhada Nordeste
7 Marrom esverdeada Nordeste
8 Marrom escura Nordeste
9 Amarela Nordeste
10 Amarelo escuro Nordeste
11 Amarelo Nordeste
12 Verde ou marrom Sudeste

esverdeada

13 Vermelha Nordeste

Fonte: Adaptada de Toreti et al. (2013).

3.1.2 Funcdes bioldgicas e aplicacdes terapéuticas

A propolis possui muitas propriedades biolégicas e farmacoldgicas, seu mecanismo de
acdo tem sido amplamente investigado nos ultimos anos, utilizando diferentes modelos
experimentais in vitro e em vivo. A propolis tem sido empregada extensivamente desde
tempos antigos. Egipcios se beneficiaram das propriedades anti-putrefativas da propolis, com
a finalidade de embalsamar seus mortos. Os incas utilizavam como agente antipirético, na
Itdlia utilizava-se para afinar cordas de instrumentos musicais. Os Gregos também a
utilizavam como perfumes, misturadas a plantas aromadticas. Na medicina, Gregos e Romanos
aplicavam como antisséptico e no tratamento de feridas (CASTALDO; CAPASSO, 2002;
SFORCIN, 2007).

Vale destacar que o uso da prépolis, como modalidade terapéutica para tratamento de
saude, teve inicio em 1950 e 1960 na ex-Unido Soviética, Bulgdria, Polonia e Republica
Tcheca. E, a partir de 1980, difundiu-se para a América do Sul e Norte, Japao e paises do
oeste Europeu (SALATINO, 2005).

No Brasil, o emprego da propolis apresenta diversas finalidades, sendo utilizada para
tratamento de satide na forma de extrato (hidroalcodlico), no formato de cdpsulas e sprays,

fazendo parte da composi¢do de nutracéuticos, producdo de alimentos sauddveis, producio de



produtos de higiene pessoal e cosméticos. Na drea de alimentos como conservantes (ALI et

al.,



2010; SOUZA et al., 2013). A prépolis apresenta caracteristicas farmacoldgicas e bioldgicas e
propriedades antifingicas, antibacteriana, antitumorais, antivirais, antiparasitdria, anti-
inflamatéria, antioxidante (SFORCIN et al., 2007; GEKKER et al., 2005; ORSI et al., 2005;
FREITAS et al., 2006; BUFALO et al., 2009).

3.2 Microsporum gypseum: defini¢ao, patogénese e fatores de risco

Dermatofitose ou infec¢do por tinea € uma doenca tegumentar causada por um grupo
de fungos chamado Dermatéfilo. Essa espécie de fungos sdo os tnicos que necessitam da
queratina para que haja seu crescimento. No entanto, a infeccdo se dd em tecidos
queratinizados como unhas, cabelos, e estrato cérneo da pele. Na India, as frequentes
variacOes climdticas com temperaturas relativamente altas, umidade nas estacOes chuvosas
propicia o aparecimento de infec¢des de pele (SEEMA, 2011).

As dermatomicoses assim podem dizer que, correspondem as infecgdes acometidas
por fungos superficiais mais difundidas entre a raca humana. Apesar de ser uma doencga que
apresenta um elevado indice de morbidade em decorréncia ao aumento do nimero de
pacientes imunocomprometidos como exemplo pacientes portadores do virus HIV, e de
espago recreativo, em que piscinas e outros fomites sdo compartilhados ndo apresentam risco
de morte aos pacientes (OTUKI; ROTTA, 2012).

De acordo com Verma & Heffernan (2008), os Dermatéfilos podem ser classificados
segundo seu habitat primario (humanos animais e solo). Espécie Zoofilicas os principais
reservatorios desses fungos sdo animais de estimacao, nos quais costumam fornecer infec¢oes
subclinicas, podendo transmitir infeccdo ao homem por contato com os pelos infectados
acarretando lesdes com sinais inflamatérios. Os Geofilicos sdo fungos habituais do solo, e
raramente infectam o homem. Esse tipo de Dermatoéfilos estd arrolado por fatores naturais
como luz, umidade, PH, temperatura, clima, quantidade de material organico no solo,
ambiente.

Os fungos Antropofilicos, sua prevaléncia dar-se entre as populagdes urbanas, sendo
que, sua ocorréncia € superior m populacdo de baixo nivel socioecondmico. Sua transmissao
ocorre de forma direta ou indireta em ambientes como escola, prisdes, quarteis ou por fomites,
levando a infec¢des assintomdticas até infeccdes sintomdticas dependendo da susceptibilidade
e viruléncia do fungo. Em nossos dias atuais, o uso de sapatos finos estd sendo bastante
utilizado, favorecendo a o crescimento desses fungos, em virtude da umidade quente

(HAVLICKOVA et al., 2008).



De acordo com Verma e Heffernan (2008), os Dermatéfitos podem ser classificados de
acordo com o seu habitat em “Geofilicos”, que sdo encontrados no solo e apenas
esporadicamente infectam o homem através do contato com os esporos do fungo, ocasionando

lesdes com sinais inflamatorios.

3.2.1 Aspectos clinicos

De acordo com Verma e Heffrman (2008), as Tineas, também comumente chamadas

de dermatofitoses, podem ser classificadas segundo os aspectos clinicos e a drea de
acometimento.

A lesao costuma causar prurido, em geral as manifestacdes clinicas inicia-se com uma

placa eritematosa, descamativa e bordas elevadas (Figura 3). O crescimento da lesdo é

centrifugo com tendéncia ao clareamento central.

Figura 3 — Placa eritematosa com descamacdo e bordas elevadas na Tinea corporis

Fonte: Dermatophyte (tinea) infections. UpToDate (2019).

3.2.2 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico dessa da dermatofitose tem por base a combinagdo de exame clinico,
onde deve incluir o exame clinico das lesdes, enquanto o laboratorial baseia-se principalmente
em visualizacdo dos micro-organismos em microscopia direta e crescimento em cultura
(Severo, 2002). O tratamento da Tinea corporis, na maioria dos casos O tratamento
introdutdrio € realizado com antiftingico tépico aplicado na lesdo. Os antifiingicos tépicos
(como miconazol, clotrimazol, itraconazol, terbinafina ou ciclopirox olamina) sio utilizados 2

vezes ao dia por 1



a 3 semanas. O tempo de tratamento varia conforme a resposta clinica, mantendo-se até a
resolucdo da infec¢do. No caso da nistatina topica, ndo se apresenta uma boa resposta ao
tratamento das dermatofitoses, sendo desta forma proscrito. No caso das lesdes extensas, ou
na falha ao tratamento topico € indicado o tratamento sistémico (Tabela 3).

Os antiftingicos orais de primeira escolha sdo a terbinafina e o itraconazol. Na
impossibilidade de utilizd-los, o fluconazol e griseofulvina é indicado como segunda opcéao,
entretanto devem ser usados por maior tempo e tem menor chance de resposta

(TELESSAUDERS-UFRGS, 2017).

Tabela 3 — Posologia dos antifliingicos sistémicos para adultos e criancas (> 2 anos) com
Tinea corporis

ANTIFUNGI DO DURACAO
Co SE DO
SISTEMIC TRATAMEN
[0) TO

Terbinafinal (125 ou Adultos: 250 mg 1 vez por dia la2
250 mg) Criangas: 10 a 20 kg: 62,5 mg 1 vez ao dia 20 a semanas
40 kg: 125 mg 1 vez ao dia > 40 kg: 250 mg 1
vez ao dia
Itraconazol (100 mg) Adultos: 200 mg 1 vez ao dia 1 semana
Criangas: 3 a 5 mg/kg 1 vez ao dia (dose
maxima de 200 mg por dia)
Fluconazol (100 ou Adultos: 150 a 200 mg 1 vez por semana 2a4
150 mg) Criangas: 6mg/kg 1 vez por semana (dose semanas
maxima 150 mg
Griseofulvina (500 Adultos: 500 a 1000 mg 1 vez por dia 2a4
mg) Criangas: 10 a 20 mg/kg 1 vez por dia (dose semanas

maxima de 1000 mg/dia

Fonte: TELESSAUDE RS-UFRGS (2017); adaptada de Goldstein (2017).

3.3 Aspergillus niger: definicao, patogénese e fatores de risco

Descrito por Van Tieghen em 1867, Aspergillus niger caracteriza-se por desenvolver
colonias em menos de sete dias, apresentando no inicio aspeto de camurca branca ou
amarelada, mas que rapidamente fica coberta por uma densa camada de cabecas conidiais
negras (MARTINS et al., 2005).

O Aspergillus niger foi descrito por Van Tieghen em 1867, se trata de um género dos
fungos bastante estudado. As espécies que compreendem este género tém estado presente no
solo, na superficie, no ar, na dgua, tanto em organismos animais, bem como em organismo

vegetais. Também podem ser apontados com a deterioracdo de alimentos e materiais vegetais,



principalmente de regido tropical e subtropical. H4 espécies patogénicas para os animeis e
homens (ROSA et al., 2002).

Os fungos do género Aspergillus pertencem a familia Aspergillaceae, a classe
Ascomiceta e sua subclasse Euascomycetes. A taxonomia atual reconhece mais de 200
espécies deste género, porém apenas cerca de 20 estdo relacionadas a morbidade
(RICHARDSON; WARNOCK, 2003). O agente etioldgico responsdvel por 90% das
aspergiloses invasivas diagnosticadas é o Aspergillus fumigatus. Porém, outras espécies como
as Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger e Aspergillus terreus estdo
relacionadas pelas demais infec¢des (JIANG et al., 2013; MURRAY et al., 2006).

As coldnias s@o compostas por micélio aéreo com conidiéforos eretos, densamente
distribuidos sobre a superficie do meio com ampla formacdo de conidios. O crescimento das
colonias em geral apresenta-se rdpido, aproximadamente em sete dias. Apresentando de inicio
aspecto de camurca branca ou amarelada, mas que rapidamente fica coberta por uma densa

camada de cabecas conidiais negras, a principio (SANTOS, 2007). (Figura 4).

Figura 4 — Colo6nia de Aspergillus niger. Cultura de A. niger em placa de Petri com meio de
cultivo Agar Batata Dextrose

Fonte: http://www life-worldwide.org/fungaldiseases/aspergillus-niger/. Acesso em: 23 out. 2019.

Os conidiéforos sdo longos, de paredes lisas e hialinas, mas apresentam uma coloracao
escura na regido préoxima a vesicula (Figura 5). As cabecas conidiais s@o globosas, radiadas,

de coloracgdo negra e com fidlides bisseriadas (BLEICHRODT et al., 2012).


http://www.life-worldwide.org/fungaldiseases/aspergillus-niger/

Figura 5 — Aspecto microscépico: Cabeca aspergilar de Aspergillus niger
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Fonte: http://www.pfdb.net/html/species/s12.htm. Acesso em: 23 out. 2019.

3.3.1 Aspectos clinicos

A infec¢do € resultado da aspiragdo de conidios presentes no ar, principalmente em
locais imidos. A forma apds a inalacdo de esporos de fungos pode ocorrer algum tipo de
morbidade que vao desde a inflamacdo local das vias aéreas para infeccdes graves, tais quais
asperginolose invasiva, aspergilose broncopulmonar (BEISSWENGER et al., 2012).

A forma pulmonar € a mais frequente, e € causa comum de doencas pulmonares em
pacientes imunossuprimidos. Dar-se pela inalacdo de esporos, que vao desde a inflamacao
local das vias aéreas para infec¢des graves e com risco de vida do pulmdo, tais como:
aspergilose broncopulmonar alérgica, aspergilose invasiva (BEISSWENGER et al., 2012). A
doenca tem sido relatada por ocorrer principalmente como uma complicacdo em doentes com
asma e fibrose cistica (MARTINS et al.,, 2005; MURRAY et al, 2006). Ja as formas
extrapulmonares, em geral sdo graves, como os exemplos podem citar acometimento cutaneo,
dsseo, cerebral, ocular assim como cardiovascular. Portanto, a maior gravidade da aspergilose
pulmonar depende da capacidade de invasdo dos esporos nos casos que ha imudefeiciéncia do
hospedeiro, e em especial da quantidade de inalagdo dos esporos (RICHARDSON;
WARNOCK, 2003).

Uma infecc@o causada por Aspergillus no pulmao pode evoluir e adquirir resisténcia a
terapéutica, no caso o antibidtico. Sendo assim, o paciente pode apresentar complicacdo pelo
fato de ndo conseguir eliminar a infeccdo, e evoluir para ébito. Como exemplo, pode-se citar
as mortes ocorridas em detrimento a exposi¢do do fungo Aspergillus niger, ao abrir a tumba

do farad Tutancamon (ISIDRO, 2006).


http://www.pfdb.net/html/species/s12.htm

3.3.2 Diagnéstico e tratamento

De inicio, dar-se o diagndstico precoce € necessdrio, mas a falta de exames especificos
dificulta em decorréncia da falta de exames clinicos e radioldgicos especificos (MOKADDA
et al., 2010). Quando falamos sobre a aspergilose invasiva, do mesmo modo encontramos
certa dificuldade em diagnosticar em virtude de os sintomas clinicos apresentarem
semelhanga com outras infeccdes, a exemplo a febre. Desse modo, a caréncia de um método
de diagnoéstico habilitado que seja capaz de identificar o tipo de fungo causador da infec¢ao
culmina no retardo do tratamento, onde muitas vezes o paciente evolui para 6bito. Nesse caso,
o diagnostico decorre da realizacio da autépsia (DIMOPOULOS et al., 2010).

Para o diagnéstico, utiliza-se de exames de imagem (tomografia computadorizada),
técnicas de laboratério técnicas de laboratério, tais como a observagdo direta, o cultivo e a
detecdo de marcadores (antigenos de fungos, tais como: Aspergillus galactomanano ou ADN)
que podem ser encontrados no sangue numa fase precoce da infecio (DEL PALACIO et al.,
2003).

No que concerne a modalidade terapéutica para tratar aspergilose, comumente inclui
envolve a administracdo de anfotericina B ou um agente alternativo, como o voriconazol, de
introducdo mais recente e que fornece uma opg¢do de tratamento mais eficaz € menos toxica

que a anfotericina (MURRAY et al., 2006).

3.4 Trichophyton Mentagrophytes: definicao, patogénese e fatores de risco

Trichophyton mentagrophytes é uma espécie de fungo patdgenos, capaz de gerar
dermatomicose em seres humanos e outros animais, promovendo danos a saide humana e a
criacdo de animais (ZHANG et al., 2017).

A Trichophyton mentagrophytes € uma dermatofitose, uma micose superficial causada
por fungos filamentosos denominados dermatéfitos, que sdo capazes de deteriorar estruturas
queratinizadas tais como pélos, unhas e pele. Os agentes etiologicos associados a essa
infec¢cdo em humanos pertencem a trés géneros distintos, a saber: Microsporum, Trichophyton
e Epidermophyton (SILVA et al., 2018).

Em conformidade com seu habitat natural, essa espécie de fungos subdivide-se em:
antropofilocos (homem), zoofilicos (animais) e geofilicos (solo). Os antropofilos causam
lesdo com inferior grau inflamatdrio, porém, causa frequentemente lesdes cronicas, ao passo

que os



zoofilicos produzem costumeiramente processo inflamatério mais expressivo, contudo pode

curar espontaneamente (SERRANO et al., 2005).

Figura 6 — Colonia de Trichophyton Mentagrophytes

Fonte: http://www. wikipedia.org/wiki/trichophyton_mentagrophytes. Acesso em: 30 out. 2019.

3.4.1 Aspectos clinicos

O quadro clinico das dermatofitoses inclui lesdes cutaneas, comumente conhecidas por
Tineas sendo sua nomeacdo estd relacionada de acordo com a drea comprometida: Tinea
capitis (regidao do couro cabeludo), Tinea corporis (regido do corpo/ pele), Tinea manum
(regido das maos), Tinea cruris (regido inguinal), Tinea pedis (regidao dos pés) e Tinea
unguium (unhas das maos e dos pés) (CORTEZ et al., 2012).

O modo de transmissdo dar-se por contato interpessoal ou por animais infectados, por
objetos (pentes, bonés, almofadas), locais onde os esporos dos fungos tenham sido
depositados (SERRANO et al., 2007).

De acordo com Andrews e Burns (2008), a Tinea capitis € uma dermatofitose que
acomete com maior frequéncia criangas, sobretudo em idade escolar. Inicialmente manifesta-
se manifesta como uma lesdo circular, semelhante a um anel, de coloracdo avermelhada e
escamosa, acompanhada de alopécia, que pode se tornar agudamente inflamada, formando
lesdes ulceradas. A sua forma inflamatoéria caracteriza-se por placas e ndédulos supurativos,

cobertos de exsudato viscoso e crostas sobre drea pilosa.
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Figura 7 — Tinea capitis
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Fonte: http:// https://www.dernetlnz..org/topics-/tineé-capitis//. Acesso em: 30 out. 2019.

3.4.2 Diagndstico e tratamento

O diagndstico primdrio € laboratorial, feito a partir da cultura de amostras de arranhdes
ou fragmentos da lesdo. Sendo a cultura necessdria para a identificacdo definitiva do agente
etiolégico e para a instituicdo do tratamento especifico com antiflingicos tdpicos e/ou

sisttmicos (SILVA et al., 2018).
3.5 Madurella mycetomatis: definicao, patogénese e fatores de risco

Madurella mycetomatis, é o agente causador de aumicetoma. Sua natureza é uma
doenca inflamatéria subcutdnea granulomatosa sendo frequentemente encontrada nas
extremidades inferiores, porém também foram manifestadas em outras partes do corpo
(AHMED et al., 2004). O micetoma € caracterizado por ser uma infeccdo crOnica, nao
contagiosa, ocasionada pela introducdo traumadtica de bactérias filamentosas (actinomicetoma)
e fungos saproéfitos do solo (eumicetoma), afetando principalmente agricultores pelo fato de
que em sua maioria esses individuos apresentam o habito de trabalhar e caminhar sem devida
protecdo (VALLE et al., 2006).

Essa infeccdo altamente morbida e destrutiva atinge principalmente individuos de
baixo nivel, s6cio econdmico, com impacto médico, ocupacional para os familiares, pacientes
e comunidade. Limitando as atividades diarias e profissionais dos individuos acometidos por
esta enfermidade (QUEIROZ TELLES et al., 2011; ZEIN et al., 2012). Apesar do micetona

ter sido inserido na literatura médica por meados do século XVIII, € considerada uma doenca


http://www.dermnetnz.org/topics/tinea-capitis/

negligenciada, sem um controle de prevencdo ou sistema de vigilancia. Contudo em 2013, a
Organizagdao Mundial da Saide adicionou micetoma a lista de doencas negligenciadas, a fim
de aumentar a conscientizacdo sobre a necessidade de um melhor monitoramento e combater
essa enfermidade. Todavia, o micetoma fingico ndo é mais letal; outrora, o diagndstico
frequentemente resultava em amputacdo do segmento do membro, principalmente em casos

de diagnéstico tardio (ZEIN et al., 2012; WELSH et al., 2014).

3.5.1 Aspectos clinicos

As caracteristicas clinicas mais frequentes sdo nddulos, aumento do volume da drea
afetada, exsudato e fistulas. A infec¢do tem inicio com pequenos nédulos subcutaneos, onde
apresenta uma evolugdo gradativa das lesdes inflamatorias cronicas onde apresentam secre¢ao
purulenta e seropurulenta contendo graos pretos (AHMED, 2007).

Em 70% dos casos as lesdes estdo situadas nos pés, maos, bracos, pernas e costas (El
MUTTARDI et al., 2010; VALLE et al., 2006). Por invasao local atinge ossos, articulacdes,
fascia e musculos (EL MUTTARDI et al., 2010. VENKATSWAMI et al., 2012).

Sinais e sintomas sistémicos sdo incomuns e, quando presentes, é resultado do
envolvimento de 6rgdos adjacentes, como os pulmdes e o cérebro. Uma caracteristica de a
lesdo dar-se pela formagdo de grios compactos nos tecidos infectados, sendo que, os graos
brancos, amarelos e vermelhos t€ém origem bacteriana, enquanto os graos pretos sao causados

por fungos (VAN BELKUM et al., 2011).

Figura 8 — Eumicetomas em estado cronico

|

Fonte: http:// http://profitaloventura.blogspot.com/2017/07/eumicetomas.html/. Acesso em: 01 nov. 2019.
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3.5.2 Diagnéstico e tratamento

De maneira geral, as manifestacdes clinicas apresentam modificacdes confirme ocorre
a evolucgdo da doenca, onde independe do agente etiologico. Apds a inoculagdo traumadtica do
microrganismo no tecido subcutineo, esse passa a se multiplicar, evoluindo para a formacao
de colonias. A principio ocorre um aumento lento da drea afetada, progredindo para formacao
de microabscessos, nédulos e por fim fistulas cutdnea, por onde € drenado o material
exudativo (serosanguinolento ou seropurulento). O periodo de incubacdo varia de semanas

podendo chegar a anos (VENKATSWAMI et al., 2012).
Sinais e sintomas sistémicos geralmente ndo sio frequentes, e quando surgem estao
relacionados com a extensdo da doenga, regido acometida, e presenca de infec¢ao bacteriana
secundaria. Nos casos em que ocorre uma progressao da doenga sintomas como, astenia e
caquexia estdo presentes. E nos casos excepcionais os quais apresentam comprometimento de
visceras, esses podem evoluir para 6bito (CHAKRABORTY et al., 2005; WELSH et al.,
2011). A progressao da doenga se da solucio de continuidade, onde surge novos
microabcessos acometendo, portanto, estruturas adjacentes e profundas como tenddes, fascias,
musculos, ossos e por fim articulagdes. Uma complicacdo seria a destrui¢do dssea em que esta
vinculada com o tempo de exposicao a infeccao, a regido comprometida e a agressividade do
microrganismo

(DO VALLE et al., 2006).

Os agricultores possuem um maior indice de infestagdo, pelo fato de terem mais contato com
o solo. Sendo que, regides anatdmicas mais afetadas em primeiro vem os pés afetados (70-
80%), seguidos das maos e pernas (6-12%) (FAHAL et al., 2011; ESTRADA et al., 2012). As
técnicas atuais para o diagndstico compreendem principalmente por exames de imagens
Ultrassonografia (VENKATSWAMI et al., 2012), Radiografia Simples o (FAHAL et al.,
2011), Ressonancia Magnética (Estrada et al., 2012), Tomografia Computadorizada a (El

Shamy et al., 2012), Sorologia da lesao (De klerk et al., 2012), histopatolégico (Venkatswami

et al., 2012) e diagnéstico laboratorial (VAN DE SANDE et al., 2014).

Sobre o tratamento do micetoma, carece o uso de o uso de um farmaco de acdo
sistémica ligado ao tratamento cirtrgico (Fahal et al., 2011). Sobretudo, antes de da inicio a
modalidade terapéutica € necessario identificar a etiologia bacteriana ou flingica do mesmo
modo o paciente apresenta um melhor prognostico quanto mais antecipado for o diagndstico

melhor a resposta terapéutica (WELSH et al., 2014).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

No presente estudo utilizaram-se amostras de prépolis produzidas por abelhas Apis
mellifera, oriundas da cidade Bahia da Traicdo, municipio do Estado da Paraiba na regido do
nordeste brasileiro, coletadas dia 21 do més de novembro do ano de e 2018. A prépolis foi
cedida pelo Nicleo de Estudo em Agroecologia — EMEPA — Lagoa Seca — PB.

Apés a coleta das amostras da prépolis que chegaram a forma in natura, foram
embaladas a vdcuo permanecendo conservada a uma temperatura a -20° at€é o momento das
andlises. Em seguida, foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba — IFPB Campos Sousa, para execucdo
dos ensaios microbiolégicos onde as amostras brutas da prépolis (Figura 9), foram trituradas e
misturado ao vinho branco seco no qual se utilizou da diluicdo de 1:10, chegando a uma
concentracdo de 10% no extrato da prépolis para posteriormente apresentar as concentracoes
desejadas para pesquisa, sendo estas 0,5%, 1,0% e, por ultimo, 2,0% da concentragdo do
extrato da propolis.

As andlises estatisticas foram feitas qualitativamente, devido as caracteristicas do

experimento e resultado apresentado.

Figura 9 — Amostras brutas da prépolis
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Fonte: Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.



4.2 Microrganismos

Foram utilizados para estudo quatro tipos de amostras de fungos sendo estes:
Microsporum gypseum, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes e, por ultimo,
Madurella mycetomatis (Figura 10). Gentilmente cedida pelo professor José Cezdrio de
Almeida, Laboratério de Microbiologia da - Universidade Federal de Campina Grande —

UFCG Campos Cajazeiras — Paraiba.

Figura 10 — Cepas

Fonte: Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.

4.3 Preparo das amostras

Iniciando o experimento, preparou-se a substincia para ser utilizada como meio para
as cepas dos fungos. Pesou-se 39 gramas do Agar batata dextrose em um Becker com o
auxilio de uma balanca analitica, previamente calibrada, preparando-o de acordo comas
instru¢des do manual do fabricante. E diluiu com em 1000 ml de dgua destilada até que as
particulas ficassem uniformes. Essas substancias foram autoclavadas até atingir a temperatura
de 121°C, ficando por 15 minutos a essa temperatura. Apds o resfriamento, colocado nas
placas de Petri. Como se trabalhou com quatro espécies diferentes de fungos e trés

concentragdes diferentes de extrato da prépolis (0,5%, 1,0% 2,0%).



Usaram-se quatro repeti¢des para cada concentracdo, por conseguinte, 12 placas e 12
tubos para cada tratamento totalizando 48 placas de petri e 48 tubos de ensaio. Todos os
materiais utilizados para o processamento das amostras passaram pelo processo de
autoclavagem, e toda a operacdo realizou-se proxima a um bico de Bunsen, com a chama a
meia altura. Em cada placa colocou-se 20 ml do meio de cultura e para cada tubo 15 ml do
meio de cultura (Tabela 4).

Em seguida, foi plantado o fungo no centro de cada placa, sendo que toda a operagdo
se realizou proxima a um bico de Bunsen, com a chama a meia altura. Seguidamente, usou-se
de dois discos estéreis que ja foram emergidos na solucdo do extrato da propolis. O mesmo
processo foi realizado nos tubos para cada concentracdo, plantados o fungo no meio de
cultura, na superficie exposta do tubo, sou seja, no meio de cultura. Em seguida, com o
desenvolvimento dos fungos, que se dd com 48 horas adicionou 1 ml da solu¢cdo do extrato
com o auxilio de uma pipeta sobre os fungos em todos os tubos nas diferentes concentracoes.

Nas placas, diferentemente dos tubos, implantou-se os discos no mesmo momento que
plantou os fungos, e nos tubos, apds o crescimento dos fungos apds o periodo de quatro
semanas realizou a mensuracdo com auxilio de um paquimetro, das distancias entre o disco
que estava embebido com a solu¢do de prépolis e o fungo que foi plantado no centro da placa,
observando- se o halo de inibi¢do em volta do disso que estava umedecido com a propolis. A
leitura em cm, média entre o centro da placa onde o microrganismo foi inoculado e o centro
do disco de difusdo: 3,5cm. Diferentemente nos tubos, a leitura dava-se macroscopicamente,
observando de ocorreu ou ndo o crescimento do microrganismo.

No que se refere a Tabela 4, o célculo dos resultados se deu a partir da transformagado
de concentracdo de solucdo (cl v1), onde se utilizou de 70 ml de dgua destilada utilizada para
diluir o extrato da prépolis que hd principio apresentava-se na concentracdo de 10% nas
respectivas concentracdes 0,5%, 1,0% e 2,0% do extrato onde X representa o valor que se

deseja encontra.

Tabela 4 — Extrato da propolis utilizado nas trés diluicdes

DILUICOES (70 ml) DE AGUA

DESTILADA
0,5% 1,0% 2,0%
C1v1 C1V1 C1Vvl
10. X = 0,5x70 10. X =1x70 10 . X=2x70
X=3,5ml X=7,0ml X=14ml

Fonte: Dados da Pesquisa, 2019.



Realizada a primeira leitura, acrescentou-se 2ml de uma concentracdo de 2% do
extrato da prépolis em todos os tubos, obtendo um resultado final acrescentado a cada

porcentagem preliminar (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentracdes finais do extrato da propolis apds o acréscimo dos 2% do extrato da

ropolis
. CPONCENTRA(;AO FINAL DO EXTRATO DA PROPOLIS APOS O ACRESCIMO
DOS 2%
ANTES = 0,5% - 1ml ANTES = 1,0% -1ml ANTES =2,0% - 1ml
DEPOIS =1,5% - 2ml DEPOIS = 1,7%- 2ml DEPOIS =2,0% -2ml
3ml 3 ml 3ml

Fonte: Dados da Pesquisa, 2019.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo estudado, janeiro a marco de 2019, foram avaliados a a¢cdo do extrato da
propolis sobre quatro espécie de fungos patégenos humanos, sendo estes, Microsporum
gypseum, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes e Madurella mycetomati,tendo
como finalidade de desmistificar o efeito do extrato da prépolis produzido com vinho branco
sobre tais fungos.

Os resultados obtidos, no que diz respeito a citotoxicidade e atividade antiftingica in
vitro do extrato da propolis em vinho branco, encontrados neste trabalho e discutidos a seguir,
foi dividida em trés categorias, e exposto em tabelas.

A seguir encontram-se os resultados referentes as distancias de crescimentos dos
fungos na dire¢do dos discos com tratamento, de acordo com a concentragdo 0,5%, 1,0% e na

categoria de 2,0% do extrato da propolis vermelha.

5.1 Avaliacoes da atividade antifiingica

De acordo com os resultados expressos na Tabela 6, o extrato em vinho branco da
propolis vermelha, nativa do Estado da Paraiba, regido do Nordeste brasileiro, ndo obtiveram
atividade antifungica frente aos isolados (100%) contra géneros especificos de fungos testados

neste trabalho encontra-se exposto a seguir:

Tabela 6 — Screeening antifingico do extrato da prépolis a uma concentragio de (0, 5%),

frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos
PLACAS - DILUICAO

0,5%
FUNGOS Microspor Aspergill Trichophyton Marurella
um us mentagrophyt mycetomati
R gypseum niger es s
DIAMETRO PLACA AN=0 PLACA A N=0 PLACAA N=19 PLACA A N=0
$=0,5 S=0 S=0 S=0
1° LEITURA PLACABN=138 PLACA B N=0 PLACAB N=2,0 PLACAB N=0
S=1,0 S=0 S=1,9 S=0
PLACA CN=0 PLACA C N=0 PLACAC N=0 PLACAC N=0
S=0 S=0 S=0 S=0
PLACA D N=0 PLACA D N=0 PLACAD N=08 PLACA D N=0
$=0,3 S=0 S=1,1 S=0
Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusdo: 3,5 cm
DIAMETRO PLACA A N=0 PLACA A N=0 PLACA A PLACA A N=0
2° LEITURA $=0,3 S=0 S=0
N=0 S=0
PLACA B N=0 PLACA B N=0 PLACAB N=0 PLACAB N=0
S=0 S=0 S=0 S=0
PLACA C N=0 PLACA C N=0 PLACAC N=0 PLACAC N=0
S=0 S=0 S=0 S=0
PLACA D N=0 PLACADN=0 PLACA D N=0 PLACA D N=0
S=0 S=0 S=0 S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm



DIAMETRO PLACA A N=0 PLACA A PLACAA N=0 PLACA A N=0
3° LEITURA §=0 $=0 §=0
N=0
S=0
PLACAB N=0 PLACAB N=0 PLACAB N=0 PLACA B N=0
$=0 $=0 $=0 =0
PLACAC N=0 PLACAC N=0 PLACAC N=0 PLACA CN=0
=0 =0 $=0 =0
PLACAD N=0 PLACA D N=0 PLACAD N=0 PLACA D N=0
=0 =0 $=0 =0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difuséo: 3,5 cm

DIAMETRO PLACA A N=0 PLACA A N=0 PLACA A N=0 PLACA A N=0
o $=0 S=0 S=0 S=0
4° LEITURA PLACA B N=0 PLACA B N=0 PLACA B N=0 PLACAB N=0
S=0 S=0 S=0 S=0
PLACA C N=0 PLACA C N=0 PLACA C N=0 PLACA C N=0
S=0 S=0 S=0 S=0
PLACA D N=0 PLACA D N=0 PLACA D N=0 PLACA D N=0
S=0 S=0 S=0 S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentracdo testada: 0,5% de extrato da prépolis; N: Polo Norte da placa; S:
Polo Sul da placa.

Ao analisar o extrato da préopolis vermelha a uma concentracdo de 0,5% pode-se
observar uma atividade fingica frente a todas as espécies de fungos isolados e analisados,
sendo que, praticamente todos os fungos a partir da terceira leitura ndo foram resistentes a
esse extrato, nao possuindo inibi¢do do crescimento.

Conforme o screening preliminar realizado, a maioria dos fungos ndo teve
sensibilidade frente ao extrato testado. Conforme os dados expostos na Tabela 6, a espécie
Aspergillus niger e Marurella mycetomatis ndo teve inibicdo de seu crescimento desde a
realizacdo da primeira leitura, que se deu a partir da primeira semana de cultivo do fungo.

Esses tipos de cepas emergentes relacionam-se a morbidades em seres humanos, o
primeiro estd ligado a infec¢des resultantes da aspiracdo de conidios presentes no ar,
principalmente em locais imidos. A forma apds a inalagdo de esporos de fungos pode ocorrer
algum tipo de morbidade, que vai desde a inflamacdo local das vias aéreas a infec¢Oes graves,
como asperginolose invasiva e aspergilose broncopulmonar (BEISSWENGER et al., 2012).

Enquanto que o segundo supracitado estd comumente associado a infec¢do altamente
morbida e destrutiva atinge principalmente individuos de baixo nivel, sécio econdmico, com
impacto médico, ocupacional para os familiares, pacientes e comunidade. Limitando as
atividades didrias e profissionais dos individuos acometidos por esta enfermidade (QUEIROZ
TELLES et al., 2011; ZEIN et al., 2012).

Comparando a capacidade antifingica do extrato da prépolis vermelha frente ao
tratamento dos Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes, notou-se um espectro
de acdo maior frente as Aspergillus niger e Marurella mycetomatis. Contudo, sem relevancia,

se considerarmos o crescimento que darem-se subsequentes.



De acordo com Dongdong Zhang et al. (2019), a dermatofitose é uma das doencas de
pele comumente encontrado em animais € humanos, onde tem como causa principal o
Microsporum, Epidermophyton, assim como, Trichophyton. Por ser uma doenga cronica, a
drematofitose € dificil de tratar devido a resisténcia aos farmacos comumente encontrados.
Contudo, € relevante pesquisar novos agentes para o tratamento das dermatofitoses.

Mingrui Zhang et al. (2019) afirmam que a dermatofitose € uma doenga infecciosa
fingica causada por dermatéfitos, que produz protease e queratinase para digerir a queratina,
levando a colonizacdo, invasao e infec¢c@o do estrato cérneo da pele, fios de cabelo e unhas.

No que concerne aos dados apresentados na Tabela 7, utilizou-se do tratamento da
concentracdo de extrato da propolis a 1,0%, observa-se de inicio, uma menor proliferacdo das
cepas Aspergillus niger e Marurella mycetomatis comparado com as cepas utilizadas
Asperegillus niger e Marurella mycetomatis. Porém, as diferencas entre os tratamentos nao
foram estatisticamente significativas, se observa uma tendéncia crescente das cepas nas
leituras subsequentes em decorréncia do aumento a residéncia ao tratamento utilizado com o
extrato da prépolis vermelha, mostrando o antagonismo efeito da propolis frente a esses

patégenos.

Tabela 7 — Screeening antifungico do extrato da propolis a uma concentragado de (1, 0%),

frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos
PLACAS - DILUICAO

1%
FUNGO Microspor Aspergill Trichophyton Marurella
um us mentagrophyt mycetomati
R gypseum niger es s
DIAMETRO PLACAA N= PLACA A PLACAA N=04 PLACAA N=0
0,5 S=1,6 S=0
1° LEITURA $=03 N=0
$=0
PLACAB N= PLACA B PLACAB N=1,1 PLACAB N=0
1,1 $=1,0 S=0
S=0,4 N=0
$=0
PLACAC N= PLACA C PLACAC N=15 PLACAC N=0
0,7 $=0,9 S=0
S=1,3 N=0
S=0
PLACAD N=0 PLACA D PLACAD N=0,9 PLACAD N=0
$=0 S=1,4 S=0
N=0
S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual foi o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm

DIAMETRO
2° LEITURA

PLACA A

N=0 S=0
PLACAB N=04
S=0

PLACAC N=0,3
$=0,9

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACAB N=0
$=0,2

PLACAC N=0
S=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACAB N=0
S=0

PLACAC N=0
S=0



PLACA D
S=0

N=0
S=0

N=0 PLACA D PLACA D N=0

S=0

PLACA D N=0

S=0

Leitura em cm; Distancia média ente o centro da placa, na qual foi o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusdo: 3,5 cm

DIAMETRO PLACA A
3° LEITURA
N=0 S=0
PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

N=0

N=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0
PLACAD

N=0
S=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

N=0

N=0

N=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm

N=0

N=0



DIAMETRO PLACA A
4° LEITURA §=0

PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACA D
S=0

N=0

N=0

N=0

PLACA A

N=0
S=0
PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0
PLACA D

N=0
S=0

PLACA A
S=0

PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

N=0

N=0

N=0

PLACA A
S=0

PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

N=0

N=0

N=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual foi o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusédo: 3,5 cm

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentragdo testada: 1,0% de extrato da prépolis; N: Polo Norte da placa; S:

Polo Sul da placa.

Um estudo avaliou a atividade antimicrobiana da prépolis vermelha brasieleira contra
Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans (JUNIOR et al.,
2012). Portanto, nesse contexto, a prépolis ndo possui como uma possivel fonte de uma nova
droga, ou mesmo um novo adjuvante no combate as cepas utilizadas na pesquisa, como pode
ser visto pelos resultados apresentados.

Na Tabela 8, verifica-se a baixa citotoxicidade do extrato da prépolis em vinho branco

contra géneros especificos de fungos, acontecimento percebido nas tabelas 6 e 7 supracitadas,

evidenciando assim, um ineficaz potencial antiftingico frente aos patégenos pesquisados.

Tabela 8 — Screeening antifingico do extrato da prépolis a uma concentragao de (1, 0%),
frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos

PLACAS - DILUICAO

FUNGO Microspor
um
gypseum
DIAMETRO PLACAA N=
0,2
1° LEITURA S=0
PLACAB N=
1,7
S=0
PLACAC N=
1,0
S=0,4
PLACAD N=
0,8
S=0

2%

Aspergill

us

niger

PLACA A

N=0
S=0
PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0
PLACA D

N=0
S=0

Trichophyto
n
mentagrophyt
es
PLACAA N=17
S=22
PLACAB N=1,0
S=13

PLACAC N=14
S=1,9

PLACAD N=16
S=2,1

Marurella
mycetomati
s

PLACAA N=0
S=0
PLACAB N=0
S=0
PLACAC N=0
S=0
PLACAD N=0
S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusao: 3,5 cm

DIAMETRO PLACA A

2° LEITURA
N=0 $=0

PLACA A

N=0 S=0

PLACA A

N=0 S=0

PLACA A

N=0 S=0



PLACAB N=0
S=0

PLACAC

N=0,9
$=0,2
PLACAD

N=0,6
S=0

PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0
PLACAD

N=0
S=0

PLACA B
S$=0,3

PLACAC
S=1,1

PLACAD
S$=0,7

N=0

N=0.4

N=0

PLACAB N=0
S=0

PLACAC N=0
S=0

PLACAD N=0
S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm

DIAMETRO
3° LEITURA

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B =0
S=0

PLACAC N=0
S=0

PLACAD =0
S=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B

N=0
S=0
PLACAC

N=0
S=0
PLACAD

N=0
S=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACA B
S=0

PLACAC
S=0

PLACAD
S=0

N=0

N=0

N=0

PLACA A

N=0 S=0
PLACAB N=0
S=0

PLACAC N=0
S=0

PLACAD N=0
S=0

Leitura em cm; Distiancia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusdo: 3,5 cm



DIAMETRO PLACAA N=0 PLACA A PLACAA N=0 PLACAA N=0

4° LEITURA $=0 5=0 §=0
N=0
S=0
PLACA B N=0 PLACA B PLACA B N=0 PLACA B N=0
S=0 S=0 S=0
N=0
S=0
PLACA C =0 PLACA C PLACA C =0 PLACA C N=0
S=0 S=0 S=0
N=0
S=0
PLACAD N=0 PLACAD PLACA D N=0 PLACAD N=0
S=0 S=0 S=0
N=0
S=0

Leitura em cm; Distincia média ente o centro da placa, na qual o fungo foi inoculado e o centro do disco de difusio: 3,5 cm

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentracdo testada: 2,0% de extrato da prépolis; N: Polo Norte da
placa; S: Polo Sul da placa.

Estudos evidenciam que as propriedades bioldgicas, bem como sua composi¢dao
quimica, variam de acordo com a regido geografica, fontes de coleta, além da técnica utilizada
para producdo e a estacdo do ano em que a propolis € produzida (TORETI et al., 2013;
MACHADO et al., 2016).

Pesquisadores apontam que, em virtude da grande diversidade da propolis dificulta sua
padronizacio quimica, o que muitas vezes inviabiliza sua utiliza¢do na industria farmacéutica.
Na saude, um produto para ser utilizado deve estabelecer parametros que tragam
confiabilidade, efic4cia e seguranca. O trabalho com um material padronizado garante um
tipo especifico de constituinte quimico que exerca atividade bioldgica especifica
(BANKOVA, 2005).

Os resultados obtidos nas trés concentracoes utilizando o extrato da propolis vermelha
em vinho branco para examinar a atividade antiftingica contra os géneros especificos de
fungos, estdo expostos nas Tabelas 9, 10 e 11 e mostram uma insuficiente atividade

citotoxica.

Tabela 9 — Screeening antifiingico do extrato da propolis a uma concentragdo de (0,5%), frente

a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos
TUBOS - DILUICAO

0,5%
FUNGO Microsporum Aspergill Trichophyto Marurella
gypseum us n mycetomatis
niger mentagrophyt
es

1° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

2° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R



3° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R
4° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentracdo testada: 1,0% de extrato da prépolis em vinho branco; R: resistente.



Tabela 10 — Screeening antifingico do extrato da prépolis a uma concentracdo de (1, 0%),

frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos
TUBOS - DILUICAO

1,0%
FUNGO Microsporum Aspergill Trichophyto Marurella
gypseum us n mycetomatis
niger mentagrophyt
s es

1° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

2° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

3° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

4° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentragdo testada: 1,0% de extrato da prépolis em vinho branco; R: resistente.

Tabela 11 — Screeening antiftingico do extrato da prépolis a uma concentracio de (2, 0%),

frente a isolados patogénicos de diferentes espécies de fungos
TUBOS - DILUICAO

2,0%
FUNGO Microsporum Aspergill Trichophyto Marurella
gypseum us n mycetomatis
niger mentagrophyt
es

1° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

2° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

3° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

4° LEITURA TUBOA R TUBOA R TUBOA R TUBOA R
TUBOB R TUBOB R TUBOB R TUBOB R
TUBOC R TUBOC R TUBOC R TUBOC R
TUBOD R TUBOD R TUBOD R TUBOD R

Fonte: Dados da pesquisa, 2019. Concentragao testada 2,0% de extrato da prépolis em vinho branco; R: resistente

Sendo assim, todas as cepas tiveram uma tendéncia crescente de crescimento. Sendo
assim, comprovando a ndo atividade antifingica da prépolis para baixas concentracdes

utilizadas.



Portanto, considera-se que o extrato da prépolis vermelha em vinho branco possuiu um
baixo espectro de acdo frente as quatro amostras de cepas testadas (Microsporum gypseum,
Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes e Marurella Mycetomatis).

A perspectiva para trabalhos futuros sugere avaliar o uso de produtos naturais a base
de prépolis em baixas concentracdes ndo exerce atividade citotdxica sobre os patdgenos
mencionados, assim como, a produc¢do do extrato da propolis em vinho branco, na qual a

literatura aponta o extrato etanolico sendo mais utilizado.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados sobre a prépolis investigada, pode-se concluir
que:

O extrato da propolis vermelha oriunda da cidade Bahia da Trai¢do, municipio do
Estado da Paraiba na regiao do nordeste brasileiro, ndo possui potencial antifingico contra as
espécies do género nas concentracdes de (0,5%, 1,0% e 2,0%), utilizando de vinho branco
para construcdo de seu extrato;

O Extrato de Prépolis em baixas concentra¢des ndo possuiu efeito citotoxico sobre as
cepas estudadas;

Estudos futuros sobre a caracterizacao dos seus compostos quimicos, aperfeicoamento
do produto e ensaios clinicos deverao ser realizados;

Os extratos e fragdes de propolis vermelhas testados ndo foram efetivos na inibicao
da maioria dos isolados flngicos testados, ndo sendo eficientes no crescente crescimento
dos fungicos testados pelo periodo de tempo de contato avaliado nesse estudo;

De modo geral, ndo houve diferenca significativa nas diferentes concentracdes
utilizadas do extrato da prépolis no que diz respeito a sua capacidade citotéxica frente aos
patégenos testados nesse estudo;

Sugerem-se estudos futuros com a utilizagdo de extrato etandlico em concetracdes

superiores as testadas.
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ANEXOS



ANALISE MICROBIOLOGICA DAS CEPAS UTILIZADAS NO TRATAMENTO

Fonte: Imagens obtidas a partir dos resultados das analises microbioldgicas.



Analise microbiologica do Microsporum niger
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Fonte: Imagens obtidas a partir dos resultados das analises microbioldgicas.

Analise microbiologica do Aspergillus niger

Fonte: Imagens obtidas a partir dos resultados das andlises microbioldgicas.



Analise microbiolégica do Trichophyton mentagrophytes
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Fonte: Imagens obtidas a partir dos resultados das andlises microbioldgicas.




