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RESUMO

A prépolis vermelha € um material resinoso produzido por abelhas a partir de
exsudatos de plantas, flores e pdlen. Classificada recentemente como o 13° tipo de
prépolis brasileira, sua composi¢cdo quimica varia de acordo com fatores como
vegetacdo, local e época de coleta. Este estudo objetivou caracterizar 0s
componentes fitoquimicos do extrato de prépolis vermelha coletada em Unido dos
Palmares, Alagoas, Brasil, avaliando também suas atividades antioxidante e
antifingica. O extrato foi obtido por maceracao e caracterizado por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e métodos espectrofotométricos para determinacao de fendis
totais, taninos e flavonoides. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do
DPPH, com calculo do valor de ICso. A atividade antifungica foi determinada por testes
de microdiluicio em pogos, estabelecendo a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
frente a cepas de Candida sp. Os resultados indicaram a presenca significativa de
taninos, fendis totais e flavonoides, com valores de 1266,94 + 8,94 mg/gEAT para
fendis totais, 590,23 £+ 3,47 mg/gEAT para taninos e 1035,34 + 9,36 mg/gER para
flavonoides. Esses compostos, fortemente associados ao potencial antifungico,
destacaram-se como 0s principais constituintes fitoquimicos do extrato. No teste de
atividade antioxidante, o valor de I1Cso foi de 424,12 + 15,90 pg/mL, demonstrando
capacidade antioxidante moderada. Nos ensaios antifungicos, os extratos mostraram
atividade frente a todas as cepas testadas. Entre os isolados clinicos, Candida
albicans I1C01 e IC02 apresentaram CIMs de 250 pg/mL e 125 pg/mL,
respectivamente. C. krusei ICO1 exibiu uma CIM de 250 ug/mL, enquanto C. krusei
IC02 apresentou CIM de 125 pg/mL. Para C. tropicalis, os valores de CIM foram de
125 pug/mL e 62,5 pg/mL, para ICO1 e IC02, respectivamente. Entre as cepas controle,
C. albicans ATCC 14053 apresentou uma CIM de 500 pg/mL, enquanto C. krusei
ATCC 6258 obteve CIM de 250 pg/mL. Conclui-se que o extrato de prépolis vermelha
possui notavel conteudo de compostos fendlicos e flavonoides, com potencial
antioxidante moderado e relevante atividade antiflngica, especialmente contra
isolados clinicos de Candida sp. Esses resultados reforcam o potencial farmacoldgico
da propolis vermelha e incentivam estudos adicionais para elucidar seus mecanismos
de acao.

Palavras-chave: Antifungico; Prépolis vermelha; Produtos naturais; Compostos

bioativos



ABSTRACT

Red propolis is a resinous material produced by bees from plant exudates, flowers,
and pollen. Recently classified as the 13th type of Brazilian propolis, its chemical
composition varies according to factors such as vegetation, collection site, and season.
This study aimed to characterize the phytochemical constituents of red propolis extract
collected in Unido dos Palmares, Alagoas, Brazil, and to evaluate its antioxidant and
antifungal activities. The extract was obtained by maceration and characterized
through Thin Layer Chromatography (TLC) and spectrophotometric methods for the
guantification of total phenolics, tannins, and flavonoids. Antioxidant activity was
assessed using the DPPH radical scavenging assay, with IC50 values calculated.
Antifungal activity was determined through broth microdilution assays to establish the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against Candida spp. strains. The results
revealed a significant presence of tannins, total phenolics, and flavonoids, with values
of 1266.94 + 8.94 mg/gGAE for total phenolics, 590.23 + 3.47 mg/gGAE for tannins,
and 1035.34 + 9.36 mg/gQE for flavonoids. These compounds, which are strongly
associated with antifungal potential, were the main phytochemical constituents
identified in the extract. The IC50 value for antioxidant activity was 424.12 + 15.90
pMg/mL, indicating moderate antioxidant capacity. In antifungal assays, the extracts
showed activity against all tested strains. Among clinical isolates, Candida albicans
ICO1 and IC02 presented MICs of 250 pg/mL and 125 pg/mL, respectively. C. krusei
ICO1 exhibited a MIC of 250 pg/mL, while C. krusei IC02 showed a MIC of 125 pg/mL.
For C. tropicalis, MIC values were 125 pg/mL and 62.5 pg/mL for ICO1 and IC02,
respectively. Among control strains, C. albicans ATCC 14053 had a MIC of 500 pug/mL,
and C. krusei ATCC 6258 presented a MIC of 250 pg/mL. In conclusion, red propolis
extract contains a remarkable concentration of phenolic compounds and flavonoids,
demonstrating moderate antioxidant potential and significant antifungal activity,
particularly against clinical isolates of Candida spp. These findings support the
pharmacological potential of red propolis and encourage further studies to elucidate its

mechanisms of action.

Keywords: Antifungal; Red propolis; Natural products; Bioactive compounds
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1  INTRODUCAO

As infecc¢des fungicas oportunistas podem acometer individuos com diferentes
graus de imunossupresséao ou doencas de base debilitantes e tém sido motivo de real
preocupacdo quanto a gravidade dos quadros clinicos e refratariedade aos
tratamentos. Tais infec¢cdes podem ser caracterizadas clinicamente como superficiais
ou sistémicas, e dentre os agentes etioldgicos, podemos citar fungos filamentosos,
como pertencentes ao género Apergillus, Mucor e Fusarium, bem como leveduras dos
géneros Cryptococcus e Candida (Vitale et al., 2021).

As leveduras do género Candida s&o microrganismos unicelulares, comensais,
gue fazem parte da microbiota humana em diversos sitios corp6reos, como pele,
dobradicas do corpo, canal vaginal, cavidade bucal e anus. Sao consideradas
oportunistas quando, em desequilibrio com o hospedeiro, transitam do estado de
colonizagdo para doenca, estabelecendo os casos de candidiase (Pappas et al.,
2018).

Ao se discutir infecgdes oportunistas, uma espécie de frequéncia destacavel é
Candida albicans, sendo o principal agente causador dessa micose, seguida por
outras espécies emergentes, denominadas como Candida ndo-Candida albicans,
aquelas que pertencem ao conjunto das C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
guilliermondii e C. krusei, (Cascio et al., 2010; Macédo et al., 2010; Pappas et al.,
2018). A depender das apresentacdes clinicas dos casos de candidiase, os esquemas
terapéuticos sdo estabelecidos, sendo os derivados azolicos os farmacos de primeira
escolha para quadros de infec¢cdes superficiais em pele e/ou mucosas (de Oliveira
Santos et al., 2018).

Atualmente, o fluconazol é considerado o principal farmaco empregado como
primeira escolha nestes casos, sendo uma droga segura e bem tolerada pela maior
parte dos pacientes acometidos (Herreras Gomez et al., 2022). No entanto, nos
tltimos anos, um numero crescente de cepas de Candida sp. resistentes aos
derivados azolicos, tém sido descritos (Vitale et al., 2021).

Diante desse cenario de resisténcia crescente, aumenta também o interesse
por alternativas terapéuticas, especialmente aquelas oriundas de produtos naturais.
Ha& uma ampla gama de beneficios farmacoldgicos atribuidos ao uso de fitoterapicos
e produtos naturais, e um produto que vém recebendo destaque, é a propolis. Este
composto tem despertado interesse devido as suas diversas propriedades

farmacoldgicas, incluindo atividades antimicrobiana, imunomoduladora, anti-
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inflamatoria, antitumoral, entre outras (Farida et al., 2021). Entre essas propriedades,
destaca-se a atividade antifungica, que foi documentada contra uma variedade
consideravel de espécies (Dalben-Dota et al., 2010; Siqueira et al., 2009).

Durante o desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas para
candidiase, produtos naturais com propriedades antifingicas sdo explorados. Apos
estudos bioguimicos sobre as diferentes composi¢cfes e potenciais antimicrobianos
da propolis, foi observado que a complexidade quimica dos metabdlitos secundarios
conferem propriedades interessantes, dentre elas, antifingicas (Neves et al., 2016).

Um tipo de propolis brasileira encontrada principalmente no Nordeste,
popularmente conhecida como “propolis vermelha”, e descrita pela primeira vez por
Alencar et al. (2007), destacou-se como um complexo de substancias com potencial
antioxidante, antifungico e antibacteriano, em ensaios de laboratorio (Junior et al.,
2012).

Em 2016, Neves e colaboradores, demonstraram que a atividade
antimicrobiana da propolis vermelha esta parcialmente associada a isoflavona
formononetina, ilustrando assim que ainda ha necessidade de investigacdo deste e
de outros constituintes fitoquimicos, além de pesquisas de suas propriedades anti-
Candida com as mais variadas espécies, como apontado também por Alencar et al.
(2007).

Neste contexto, a propolis vermelha do Nordeste do Brasil coletada pelo género
de abelhas Apis mellifera de exsudatos resinosos vermelhos de Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub., uma espécie de arvore conhecida como Rabo-de-Bugio, tem
sido citada por suas propriedades terapéuticas. Contudo, pouco sobre sua
composicao e propriedades antifungicas foram relatadas, bem como respostas sobre
mecanismo de acdo destas biomoléculas (Pratami et al., 2020).

Diante da importancia de identificar produtos naturais com potenciais efeitos
terapéuticos e considerando o crescente desafio representado pelas infeccbes
causadas por cepas resistentes de Candida sp., bem como a limitada base de estudos
cientificos sobre a préopolis vermelha do Nordeste brasileiro, este trabalho teve como
objetivo investigar as propriedades fitoquimicas e antifungicas da prépolis vermelha
coletada no estado de Alagoas. Essa abordagem visa contribuir para o avanco do
conhecimento cientifico sobre o tema e para o desenvolvimento de alternativas

terapéuticas inovadoras.
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2.1

16

OBJETIVOS

GERAL

Caracterizar a composicdo da propolis vermelha coletada no Nordeste do

Brasil, determinar o potencial antioxidante e avaliar a propriedade antifingica in vitro

frente cepas de controle e a isolados clinicos de Candida sensiveis e resistentes ao

fluconazol.

2.2

ESPECIFICOS

Obter extrato etanolico de propolis vermelha bruta;

Determinar o conteudo de fendis totais e taninos;

Determinar o contetdo total de flavonoides;

Caracterizar a composicao fitoquimica majoritaria de amostras de préopolis
vermelha;

Avaliar a atividade antioxidante do extrato de prépolis vermelha;

Realizar a confirmacao taxondémica de isolados clinicos de Candida da colecéo
de cultura do Laboratorio de Analises Microbioldgicas (LAM).

Avaliar a atividade antifungica do extrato de propolis vermelha em isolados

clinicos e cepas padréao de espécies de Candida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROPOLIS

A propolis, assim como o mel, € um dos muitos produtos produzidos pelas
abelhas, entretanto, mesmo nédo sendo o foco principal de produgéo, a relevancia
deste composto tem crescido significativamente como resultado de descobertas a
respeito de sua composicdo e das diversas aplicacdes desse produto em industrias
diversas como a farmacéutica, quimica, alimenticia, biomédica e manufatureira
(Anjum et al., 2019).

Sabe-se que a propolis tem sido utilizada pela humanidade em diferentes formas
ao longo dos séculos, desde tempos mais remotos, despertando o interesse dos
pesquisadores nas ultimas décadas, devido as suas diversas propriedades biologicas
(Sforcin; Bankova, 2011). Registros historicos indicam que a pratica da apicultura tem
origem h&a aproximadamente 4.400 anos, com 0s antigos egipcios, sendo estes 0s
primeiros a estimular as abelhas em construir suas colénias em potes de barro, muitas
vezes nas proximidades das residéncias dos produtores de mel (Anjum et al., 2019).

A utilizacdo da propolis no campo da medicina remonta a varias outras
civilizagdes, incluindo os assirios, gregos, romanos e incas. Pesquisas sugerem que
a propolis desempenhou um papel fundamental no processo de preservacdo de
individuos falecidos, servindo como ingrediente no processo de embalsamamento dos
corpos, além disto, os gregos documentaram a sua eficacia como agente benéfico
para fins de cura fisica (Jacob et al., 2015).

Do grego pro: para, em defesa e polis: cidade ou comunidade, a propolis é
coletada pelas abelhas operarias a partir exsudatos resinosos de diferentes partes de
plantas como flores, folhas, galhos, brotos e raizes, apos esta coleta, as abelhas
adicionam cera a resina vegetal recolhida, que é entdo misturada com suas secre¢des
salivares e enzimaticas (Sforcin; Bankova, 2011).

Dentro da colmeia, a propolis € aplicada principalmente no reparo de sua
estrutura fisica, no selamento de frestas, manutencdo da temperatura e ainda no
processo de mumificacdo de invasores grandes demais para serem removidos,
evitando assim, sua decomposic¢ao dentro da colmeia. Ademais, a prépolis atua como
um antisséptico, protegendo as larvas, mel e favos contra infec¢des fungicas e

bacterianas, considerando que vivem em colénias com milhares de individuos, uma
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infeccdo pode se espalhar rapidamente por toda a populacdo (Anjum et al., 2019b).

Figura 1 - Apis mellifera depositando prépolis na colmeia.

Fonte: Secretaria da agricultura, pecuéaria e desenvolvimento de Minas Gerais (2019).

A prépolis trata-se de um material lipofilico, que se diferencia por sua dureza
e fragilidade quando exposto a baixas temperaturas, apresentando-se com textura
guebradica. Contudo, sob temperaturas iguais ou superiores a ambiente, adquire uma
consisténcia suave, flexivel e de aspecto pegajoso; seu odor € marcante, e sua

coloracéo varia conforme a fonte botanica das resinas utilizadas (Feitosa, 2020).

No Brasil, a prépolis é produzida principalmente pelas abelhas da espécie
Apis mellifera africanizadas e foi classificada em 13 tipos distintos, de acordo com a
regido geografica em que € encontrada. Essa classificacao reflete a influéncia direta
da variabilidade botanica nacional que determina ndo apenas a origem, mas também
a composicao quimica e as propriedades biologicas das diferentes prépolis. Entre os
tipos mais estudados destacam-se a propolis verde, a vermelha e a marrom,
amplamente reconhecidas por suas propriedades bioativas e elevado valor comercial
(Alencar et al., 2007; Park et al., 2002).

A propolis é constituida predominantemente por resinas e balsamos,
representando entre 50% e 70% de sua composi¢cdo, além de cera (30% a 50%),

polens (5% a 10%), aminoacidos, minerais e vitaminas A, B e E. Também apresenta
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derivados fendlicos e compostos aromaticos, cuja proporcéo varia conforme a flora da

regido visitada pelas abelhas (Cordeiro; Vera, 2024).

Sua destacada atividade antioxidante, que supera a da vitamina C, é atribuida
principalmente aos flavonoides presentes na fragao resinosa. Esses compostos sao
reconhecidos por conferir a propolis propriedades antibacterianas, antivirais,
antifingicas, antitumorais e anti-inflamatérias (Cordeiro; Vera, 2024; Zulhendri et al.,

2022).

N&o obstante, é evidenciada sua propriedade antimicrobiana, apresentando
eficAcia contra bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, e Gram-
negativas, como Salmonella sp., outrossim, apresentou capacidade de inibir a enzima
glicosiltransferase em espécies de Streptococcus, incluindo S. mutans e S. sobrinus
(Ahangari; Naseri; Vatandoost, 2018).

De acordo com (Zulhendri et al., 2022) a propolis apresentou acao eficaz
contra varios patdégenos orais anaerobios, como Lactobacillus acidophilus e
Porphyromonas gingivalis, esta atividade sendo atribuida principalmente a presenca
de flavonoides e compostos como o acido cafeico. Sua atividade antifangica contra
Candida albicans e seus efeitos antivirais sobre o virus da influenza aviaria também
foram frisados, mostrando aumento de eficacia quando combinada com farmacos

comerciais (Alencar et al., 2007b; Anjum et al., 2019b).

Além de atividade microbiolégica, € relatada sua utilizacdo como um agente
ativo no desenvolvimento de epitélio no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas,
promovendo a proliferacao de queratindcitos, como o crescimento capilar depende do
crescimento das células epiteliais, é possivel que a propolis tenha o potencial de

estimular o crescimento dos cabelos (Miyata et al., 2014).

As atividades bioldgicas, como acdo antimicrobiana (bactericida e fungicida),
anti-inflamatéria, cicatrizante, anestésica, fotoprotetora, antibidtica, antiviral,
antioxidante, imunomoduladora (com papel crucial na terapéutica antitumoral, no
transplante de 6rgdos e medula éssea e no tratamento de doencas autoimunes),
hipotensora, entre varias outras (Queiroz et al., 2021), estdo associadas, segundo
(Zulhendri et al., 2022), a espécie de planta utilizada, a quantidade de resina coletada,

as misturas com outras plantas regionais e as diferentes épocas do ano.
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No que diz respeito as variedades de propolis, € fundamental destacar que a
espécie ou linhagem de abelha utilizada pode afetar a qualidade do produto,
adicionando que fatores néo biolégicos, como 0 método de extracdo, localizacao das
colmeias, as técnicas adotadas nos ensaios e a época do ano em que a propolis é
produzida, também podem influenciar o grau de atividade biologica. Isso ocorre
porgue a composi¢ao da propolis esté diretamente relacionada a resina coletada pelas
abelhas, o que pode resultar em variagdes na coloracdo, dependendo da regidao de

origem (Queiroz et al., 2021).

Segundo Barreto (2020), o Brasil possui a maior diversidade quimica de
prépolis entre os paises tropicais, o que tem impulsionado a producéo desse produto
no territorio nacional. Atualmente, o Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial
de producao de propolis, gerando cerca de 150 toneladas anuais, sendo dois tergos
da producéo brasileira exportados para paises como o Japao, contribuindo para o

crescimento do setor apicola brasileiro (Cordeiro; Vera, 2024).

3.1.1 Classificacéo da propolis brasileira

Conforme Anjum et al.,, (2019), a prépolis € considerada um produto
opoterapico de origem mista, tal qual, apresenta elevada complexidade. Suas
caracteristicas sao influenciadas por diversos fatores, dentre eles: a regiao de coleta,
a fauna e a flora locais, condi¢cdes sazonais, climaticas e de pluviosidade. No Brasil, a
coleta de propolis ocorre ao longo de todo o ano, dependendo da produtividade dos
pastos apicolas, estes fatores, combinados, resultam em variacdes sazonais e Unicas

em sua composicao.

Levando em consideracdo o ponto de vista fisico-quimico, a prépolis possui
parametros bem definidos, com variacdes reconhecidas, estes parametros estdo
descritos nos Regulamentos Técnicos de ldentidade e Qualidade (RTIQ) para
Produtos de Origem Animal, regulamentados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), dentre os principais parametros, destacam-se: massa
mecéanica, teor de cera, solubilidade em etanol, atividade oxidante, teor de
flavonoides, compostos fendlicos, perda por dessecacdo, teor de cinzas e

caracteristicas sensoriais como aroma, cor e sabor (Barreto, 2020).

Comercialmente, a propolis é classificada por diferentes métodos e critérios. O

primeiro baseia-se na origem botanica predominante, o segundo utiliza aspectos
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visuais e a granulometria, diferenciando a propolis em formas como tiras ou p6. O
terceiro critério agrupa a propolis em subtipos: 1, 2, 3 e resinoso, com base nos teores
de compostos bioativos. Nesse contexto, a propolis do tipo 1 € considerada de melhor

gualidade, enquanto a resina apresenta qualidade inferior (Barreto, 2020).

Além dessa categorizacdo, pesquisadores da Universidade Estadual de
Campinas (Park et al., 2002), elaboraram uma classificagao que identifica 12 tipos de
prépolis brasileiras baseados nas principais caracteristicas fisico-quimicas, a seguir
em 2007, Alencar e colaboradores, identificaram um 13° tipo de propolis no estado de

Alagoas, como mostra a tabela a seguir:

Tabela 1 - Classificacdo das diferentes variacdes de propolis produzidas no Brasil.

Grupos/Estado Cor Origem da prépolis (Regido)
Grupo 1 (RS) Amarelo Sul
Grupo 2 (RS) Castanho Claro Sul
Grupo 3 (PR) Castanho Escuro Sul
Grupo 4 (PR) Castanho Claro Sul
Grupo 5 (PR) Marrom Esverdeado Sul
Grupo 6 (BA) Marrom Avermelhado Nordeste
Grupo 7 (BA) Marrom Esverdeado Nordeste
Grupo 8 (PE) Castanho Escuro Nordeste
Grupo 9 (PE) Amarelo Nordeste
Grupo 10 (CE) Amarelo Escuro Nordeste
Grupo 11 (PI) Amarelo Nordeste
Grupo 12 (SP)  Verde ou marrom esverdeado Sudeste
Grupo 13 (AL) Vermelha Nordeste

Fonte: Adaptado de Park et al., 2002 e Alencar et al., 2007.
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Desta forma, as diferentes colora¢des de propolis sdo associadas as distintas

regides do Brasil, nas quais foram coletadas, como ilustra a figura abaixo:

Figura 2: Coloracéo das propolis brasileiras e estado onde foram catalogadas.
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Fonte: A autora (2025).

Apesar da categorizacdo, no Brasil, apenas quatro das treze propolis
catalogadas possuem correlagdes botanicas bem definidas, sao elas: Grupos 3, 6, 12
e 13. A limitacdo decorre da diversidade da flora brasileira, que oferece uma ampla
variedade de matéria-prima para as abelhas, tendo em vista que no processo de
producdo da propolis, as abelhas coletam recursos de diferentes fontes vegetais

dentro de uma mesma area (Silva et al., 2008).

Além disso, a auséncia ou escassez de estruturas vegetais, como polén e
pequenas lascas de madeira, em algumas amostras de propolis, dificulta essa
associacao, pois as abelhas podem coletar exsudatos diretamente de troncos e ramos
danificados, sem transportar fragmentos vegetais para a colmeia (Park et al., 2002;
Silva et al., 2008).

A identificacdo precisa da origem vegetal da propolis é fundamental para

esclarecer sua composicdo quimica e propriedades bioativas, essa informagéo
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permite a padroniza¢ao e controle de qualidade necessarios para aplicacdes em areas

como medicina, alimentacédo e agricultura (Park et al., 2002).

A correlacdo entre a propolis e sua origem vegetal é estabelecida por meio de
analises palinolégicas (estudo de pdlens), identificacdo de outras estruturas vegetais
e compostos biolégicos presentes na resina apicola coletada (Santos et al., 2020;
Toreti et al., 2013).

A composicdo da prépolis € amplamente diversificada e heterogénea, sendo
influenciada por fatores como a estagéo do ano, a fauna, flora locais e as condi¢cbes
climaticas, tal variacdo contribui para sua complexidade, pois h& incorporacdo de
produtos do metabolismo secundario das plantas, como compostos fendlicos e
terpenos, além de substancias adicionadas pelas abelhas, como proteinas e acidos
graxos; a singularidade de cada tipo de propolis resulta da interacéo dessas variaveis,
gue afetam diretamente suas caracteristicas quimicas, fisicas e biofuncionais
(Salgueiro, 2016; Santos et al., 2020).

A coloracao da propolis apresenta uma ampla variacdo, que pode ir de amarelo
a marrom escuro, tons esverdeados, até alcancar tonalidades de marrom
avermelhado, dependendo de sua origem geografica e da flora predominante na
regido de coleta. Além disso, a propolis exibe um odor caracteristico, cuja intensidade
e perfil aromatico também variam entre as diferentes amostras, refletindo sua

composicao quimica distinta (Barreto, 2020).

A coloracédo castanha escura é majoritariamente derivada dos botdes florais da
planta Populus alba L., a prépolis marrom avermelhada tem como fonte vegetal
principal a Hyptis divaricata., enquanto a propolis verde e as variacdes de amarelo
sdo produzidas a partir dos brotos e folhas de Baccharis dracunculifolia DC. (alecrim-
do-campo). Por fim, a prépolis vermelha do Nordeste, origina-se dos exsudatos dos
caules e folhas de Dalbergia ecastophyllum (L.), (rabo-de-bugio) (Barreto, 2020; Park
et al., 2002; Silva et al., 2008).
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Figura 3 - Variag6es dos tipos de propolis. Marrom escura (A), marrom (B), Verde (C); Amarela
(D) e Vermelha (E).

Fonte: RuraltecTV (2024).

3.1.2 Propolis Vermelha

De acordo com Ccana-Ccapatinta et al., (2020), no Brasil, a espécie Dalbergia
ecastophyllum foi identificada como a principal fonte vegetal de resina vermelha
coletada pelas abelhas Apis mellifera. Popularmente, conhecida como rabo-de-bugio
ou marmelo do mangue, a planta Dalbergia ecastophyllum (L.) Taubert pertence a
familia Leguminosae, que abrange 600 géneros e 12.000 espécies (Mata, 2014). O
género Dalbergia L., € notavel por suas arvores, arbustos e trepadeiras, amplamente

distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Aresi, 2011).

Esta espécie que é conhecida principalmente por seu exsudato de pigmento
vermelho intenso, possui habito terrestre/semiaquatico, desenvolvendo-se bem em
solos alagados, como mangues, estuarios e dunas. Pode se estender sobre as aguas
e é bem adaptada a condi¢cbes de alta salinidade. Nessas areas, contribui para a

fixacdo do solo, oferecendo protecéo, facilitando a manutencdo e propagacao das
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espécies, além de prevenir a erosdo, sendo de grande relevancia ambiental e

ecoldgica na regido (Aresi, 2011).

No momento da coleta de seiva, as abelhas, da espécie Apis mellifera L.,
utilizam suas mandibulas para raspar substancias resinosas presentes em botdes
florais e exsudatos resultantes de cortes ja existentes dos tecidos vegetais. Com o
auxilio das pernas dianteiras e intermediarias, as abelhas manipulam e compactam o
material, armazenando-o nas corbiculas, que séo estruturas localizadas na tibia das

patas traseiras (Bonamigo et al., 2017; Mello; Hubinger, 2012; Toreti et al., 2013).

Figura 4 - Apis mellifera coletando resina de Dalbergia ecastophyllum.

Fonte: Jean Carvalho, 2022.

A resina coletada pelas abelhas € entdo depositada na colmeia e, durante esse
processo, ocorre a adicdo de secrecdes salivares, cera e, eventualmente, graos de
polen, aderidos ao seu corpo, resultando na formacéo da propolis como € conhecida.
Assim, sua composicdo constitui uma mistura complexa e elastica de substancias
gomosas e balsamicas, cujas caracteristicas de coloracdo, textura e consisténcia
refletem diretamente o exsudato coletado de Dalbergia ecastophyllum, atribuindo a
prépolis produzida os tons de vermelho e aroma caracteristicos (Bonamigo et al.,
2017).

Similarmente ao papel protetor desempenhado pelas resinas nas plantas, a
prépolis vermelha desempenha fungfes essenciais para a colmeia. Atua como agente
de defesa contra predadores, promovendo a higienizagdo do ambiente e contribuindo
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para a manutencao da temperatura interna da colonia. Além disso, a propolis vermelha
€ utilizada pelas abelhas para selar orificios na estrutura da colmeia, bloqueando a
entrada de invasores externos e, em casos em que n&o possam ser removidos, suas
carcacas sao mumificadas, assim, evitando a decomposi¢cdo e a contaminagdo do
espaco. Destaca-se, ainda, pelo elevado potencial na prevencdo de infeccbes
causadas por micro-organismos, apresentando maior eficacia comparativa as propolis

verde e marrom (Santos et al., 2020; Trusheva et al., 2006).

Figura 5 - Rato "mumificado" em prépolis vermelha.

Fonte: Mississipi State University (2017).

Do total de propolis vermelha produzido, aproximadamente dois tercos sao
destinados a exportacdo para diversos paises, com destaque para o Japao, que € 0
principal importador e o mercado que mais valoriza o produto brasileiro (Machado et
al.,, 2012; SEBRAE, 2017). As importacdes japonesas comecaram em 1985, e
atualmente cerca de 90% da prépolis "in natura” consumida no pais € de origem
brasileira, sendo utilizadas na industria farmacéutica, alimenticia, cosmética e na
agricultura (SEBRAE, 2017).

Em 2012, o estado de Alagoas conquistou o selo de Indicagdo Geogréafica (IG),
um reconhecimento que ampliou sua insercdo em mercados internacionais e
aumentou o valor do produto no mercado externo, apos isto, o valor da propolis
vermelha pode chegar a R$ 500,00 por quilograma, refletindo sua elevada demanda
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e exclusividade, podendo alcancar um valor até cinco vezes superior ao da propolis
verde (SEBRAE, 2017).

Segundo o SEBRAE (2017), o Brasil ocupa atualmente a posi¢cao de segundo
maior produtor de prépolis no mundo, ficando atras apenas da China. A producao
nacional alcanca cerca de 150 toneladas anuais para todas as variedades, com
destaque para as principais regides produtoras, localizadas nos estados de Minas
Gerais, Sdo Paulo, Parand, Rio de Janeiro; sendo a Bahia e Alagoas os principais
responsaveis pela producdo de 90% da prépolis vermelha produzida no pais, o

equivalente a 100 kg/més.

O elevado valor agregado a prépolis vermelha esta diretamente relacionado a lei
de oferta e demanda, por ser originaria de regides de manguezal, principalmente da
regido Nordeste do Brasil, mais especificamente, nos estados de Alagoas e Bahia,
sua producéo anual é extremamente limitada quando comparada a outros tipos de
prépolis, a baixa produtividade torna o produto escasso no mercado, mesmo que a
demanda por essa variedade especifica também seja relativamente reduzida, se

comparada aos outros tipos (Ribeiro et al., 2023).

A propolis vermelha do Nordeste brasileiro destaca-se por seus notaveis
beneficios biolégicos, evidenciados por suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatorias (Barreto, 2020; Ribeiro et al., 2023). Apesar de
sua producdo em menor escala, essa riqueza natural apresenta um imenso potencial
cientifico e econdmico a ser explorado. Sua singularidade ndo apenas reforca a
relevancia dos recursos naturais do Brasil, mas também enfatiza a importancia da
valorizac&o da biodiversidade nordestina. Nesse contexto, o investimento em estudos
aprofundados e estratégias para seu aproveitamento € essencial, contribuindo para

consolidar sua posi¢cao como um recurso de elevado valor biotecnoldgico e cultural.

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DA PROPOLIS VERMELHA

As substancias bioativas provenientes de fontes naturais tém despertado
crescente interesse entre os consumidores, dada sua aplicabilidade terapéutica.
Esses componentes apresentam caracteristicas notaveis, capazes de promover a
otimizac&o de processos fisioldgicos e prevenir o surgimento de diversas patologias
(Kieliszek et al., 2018).
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O uso de compostos bioativos, é possivel devido a presenca de metabdlitos
secundarios, substancias organicas sintetizadas por enzimas nos organismos Vivos
(Marzzoco; Torres, 2007). Assim como 0s metabdlitos priméarios, que desempenham
funcbes essenciais relacionadas a estrutura, plasticidade e armazenamento de
energia, 0s metabdlitos secundérios sédo sintetizados pelas plantas ao longo de todo

0 seu ciclo vital.

Esses compostos desempenham um papel crucial na defesa das plantas,
protegendo-as de ameagas externas, como outras plantas, insetos, herbivoros
predadores e microrganismos patogénicos, da mesma forma os metabdlitos
secundarios estao intimamente relacionados a capacidade de adaptacéo das plantas

ao seu ambiente (Vasilaki et al., 2019).

Evidéncias cientificas demonstram a diversidade de substancias presentes na
composicao da prépolis, destacando-se: o0s taninos, catequinas, chalconas, auronas,
xantonas, triterpenoides pentaciclicos, gutiferonas, flavonoides, isoflavonas (tais
como formononetina e biochanina A), pterocarpanos,), isoflavanoides C30,
isoliquiritigenina, benzofenonas poliisopreniladas (PPBs), gutiferona E/xantocimol,
oblongifolina A, 3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpan, 3,4-dihidroxi-9-metoxipterocarpan
e 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpan (Ccana-Ccapatinta et al., 2020; Mendonca et al.,
2015; Piccinelli et al., 2011).

Alencar et al. (2007), ao empregar cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), identificou 20 compostos quimicos na propolis
vermelha brasileira, evidenciando sua complexidade e potencial bioativo. Entre os
acidos carboxilicos e seus derivados, destacam-se o acido butanodioico, éster
dimetilico, o &cido hidroxi-butanodioico, éster dimetilico, o acido hexadecandico, éster
metilico e o &cido 10-octadecendico, éster metilico, além do acido benzdico,

conhecido por suas propriedades antimicrobianas.

Os compostos fendlicos mais encontrados incluem o m-guiacol, o
methyleugenol, o methoxyeugenol, o metilo o-orsellinate e o 2,4,6-trimetilfenol, com
destacadas atividades antioxidantes. Flavonoides como a homopterocarpina, o
medicarpin, a 4',7-dimetoxi-2'-isoflavonol e a 7,4'-diidroxiisoflavona, o que reforcam a
presenca de compostos com potencial farmacologico (Alencar et al., 2007b; Ccana-

Ccapatinta et al., 2020). Oldoni et al., (2011) identificaram dois isoflavonoides, vestitol
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e neovestitol, que se distinguem por suas propriedades terapéuticas, notadamente na

modulagéo de processos inflamatorios.

Figura 6: Estruturas quimicas dos bioativos: (A) isoflavonas, retusapurpurins A e B; (B)
Formononetina; (C) Neovestitol e (D) Vestitol.
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Fonte: (Bueno-Silva et al., 2017; Rifer; Kulling, 2006).

Adicionalmente, estudos de Mendonca et al., (2015) e Lopez et al., (2015)
revelaram a presenca de diversos compostos bioativos, como taninos flobafenos,
catequinas, chalconas (isoliquiritigenina), auronas, flavononas (liquiritigenina,
pinocembrina e naringenina), flavonadis, flavonas (galangina), xantonas, triterpenoides
pentaciclicos, gutiferonas, isoflavonoides (formononetina, biochanina A, daidzeina e

genisteina), acidos fendlicos e pterocarpanos (medicarpina).

Os compostos quimicos de maior prevaléncia, que atuam como marcadores na
caracterizacao da propolis vermelha, sdo os compostos fendlicos, especialmente os
flavonoides, abrangendo catequinas (flavan-3-ol), chalconas, auronas, flavonas,
flavondis, e isoflavonas, entre as quais se destacam pterocarpanos, formononetina,
biochanina A, pinocembrina e medicarpina. Também estdo presentes 0s taninos,

sendo a presenca de formononetina particularmente notavel (Piccinelli et al., 2011).

Esses compostos, quando investigados de forma isolada, realgam o potencial
bioativo da prépolis vermelha, consolidando-a como uma fonte natural promissora.
Essa riqueza fitoquimica tem impulsionado pesquisas direcionadas ao

desenvolvimento de métodos produtivos e a compreensdo dos mecanismos



30

bioquimicos que fundamentam seu valor singular como recurso natural (Bueno-Silva
et al., 2017).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos distinguem-se quimicamente pela presenga de um anel
aromatico contendo uma ou mais hidroxilas, incluindo seus respectivos derivados
(Shahidi; Han, 1993). Esses bioativos integram o grupo dos metabdlitos secundarios
das plantas, caracterizados por uma ampla variagéo estrutural e de massa molecular.
Suas configuracbes podem abranger desde estruturas simples, com baixo peso
molecular e um Unico anel fenélico, até formas complexas de elevado peso molecular,

evidenciando uma notéavel diversidade estrutural (Kumar et al., 2021).

Moniruzzaman et al. (2014) identificaram na Propolis Vermelha de Alagoas,
compostos pertencentes a classe dos fendlicos, subdivididos em flavonoides como
catequina, naringina, miricetina, naringenina, hesperetina, kaempferol e apigenina e
acidos fendlicos, incluindo acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido
conifero, acido benzaico e trans-acido cinamico. A concentracdo desses componentes
apresenta variagcdes conforme o tipo de prépolis, influenciada pelas caracteristicas
regionais de origem, o que torna desafiadora a determinacdo de uma composicao

guimica padronizada (Rufer; Kulling, 2006).

Esses compostos desempenham um papel crucial na protecéo celular, atuando
na neutralizacdo do estresse oxidativo e, consequentemente, na prevencdo do
processo de apoptose. Tal efeito € mediado pela capacidade de capturar espécies
reativas de oxigénio, destacando-se sua relevancia para os mecanismos antioxidantes

naturais (Bonamigo et al., 2017).

3.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos frequentemente encontrado nas
plantas, sua estrutura quimica caracteriza-se principalmente pela presenca de 15
atomos de carbono dispostos em trés anéis, conforme a formulacdo: Cs—C3—Ce.
Dentro das diferentes classes de flavonoides, destacam-se as flavonas, flavanonas,
isoflavonas, flavonadis, flavondis, flavan-3-ols, e antocianidinas, além de outras
subclasses, como biflavonas, chalconas, auronas e cumarinas (Pietta, 2000). Os

principais flavonoides representam cerca de 25 a 30% do extrato etandlico de propolis,
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guando analisados com base seca, evidenciando sua importancia na composi¢cao

guimica desse produto apicola (Bueno-Silva et al., 2017).

Derivados dos compostos fendlicos, os flavonoides apresentam baixo peso
molecular e possuem uma estrutura composta por dois anéis aromaticos ligados por
uma ponte de trés carbonos, formando um anel heterociclico. Quando ocorre uma
modificacdo em sua formula estrutural padrdo, pode haver a substituicdo desse anel
heterociclico, resultando na formacado de flavonais, flavonas, flavanonas, isoflavonas

e antocianidinas (Figura 7) (Moniruzzaman et al., 2014).

Figura 7 — Esqueleto quimico fundamental dos flavonoides e a estrutura de alguns

representantes.
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Fonte: (Kamiloglu et al., 2021).

Em ensaios realizados com a propolis vermelha da regido nordestina revelou
um elevado teor de flavonoides em sua composicdo (Daugsch et al.,, 2008). A
presenca desses compostos confere beneficios significativos a saude humana,
especialmente devido ao seu expressivo poder antioxidante (Kumar et al., 2021;

Moniruzzaman et al., 2014).

3.2.3 Taninos

Os taninos, sdo uma importante classe dos compostos fendlicos, possuem
massa molecular intermediaria a alta, variando entre 500 e 3000 Daltons (Fennema,
1993). Sdo conhecidos por sua capacidade de precipitar ou se ligar a proteinas
soluveis, caracteristica que |hes confere o sabor adstringente. Esse fenédmeno,

resultante da precipitacdo de proteinas salivares, € um fator relevante na qualidade
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sensorial de alimentos como frutas e produtos processados (HUmmer; Schreier,
2008).

Quantidades elevadas de taninos sdo frequentemente encontradas em frutos
verdes, conferindo-lhes um sabor desagradavel. Esse mecanismo atua como
estratégia de defesa, evitando sua ingestdo por predadores antes que atinjam a

maturidade necessaria para a germinagao das sementes (Himmer; Schreier, 2008).

Além de sua reconhecida atividade antioxidante (Abu Zarin et al., 2016; Feng
et al., 2014), os taninos apresentam uma ampla gama de propriedades bioldgicas,
incluindo controle glicémico (Lee et al.,, 2017; Yang et al., 2015) e atividades
antitumoral, antimicrobiana (Abu Zarin et al., 2016), antifibrinolitica (Pereira; Silva;
Carbonari, 2017) e antiviral, com destaque para a eficacia contra o virus da hepatite
C (Ajala; Jukov; Ma, 2014).

Os taninos podem ser classificados em duas categorias principais: hidrolisaveis
e condensados. Ambos os tipos sdo constituidos por moléculas conhecidas como poli-
hidroxifendis ou seus derivados. Os taninos hidrolisaveis incluem os galitaninos e os
elagitaninos, derivados, respectivamente, do acido galico e do acido elagico. Séo
chamados de hidrolisaveis, uma vez que suas ligacdes ésteres sao passiveis de
sofrerem hidrolise por acidos ou enzimas (Fennema, 1993;Pereira; Seixas; Aquino
Neto, 2002).

Figura 8 - Estrutura quimica dos taninos hidrolisaveis.
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33

Os taninos condensados englobam todos os demais taninos considerados
verdadeiros. Suas moléculas apresentam maior resisténcia a fragmentacéo e estédo
associadas aos pigmentos flavonoides, possuindo uma estrutura polimérica baseada
no flavan-3-ol, como a catequina, ou no flavan-3,4-diol, como a leucocianidina. Sob
acao de 4cidos ou enzimas, esses compostos tendem a se polimerizar, originando
substancias vermelhas insolUveis conhecidas como flobafenos. Esses compostos
conferem a coloracdo avermelhada a diversas cascas vegetais, como a quina
vermelha. Em solucdo, reagem com cloreto férrico, desenvolvendo uma coloracao

esverdeada, caracteristica também observada no catecol (Haslam, 1998).

Figura 9 - Estrutura quimica dos taninos condensados.
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3.2.4 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo, provocado pela acdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), esta diretamente associado ao envelhecimento celular e ao desenvolvimento
de doencas degenerativas, como o cancer (Noguchi; Niki, 2000), doencas
cardiovasculares (Magsood et al., 2020) e patologias neurodegenerativas, incluindo
Alzheimer e Parkinson (Kim el al., 2014). A fim de prevenir a oxidagao, € indispensavel
controlar fatores externos que influenciam a formacdo de radicais livres, como o
contato com o oxigénio, a exposi¢ado a luz, temperaturas elevadas e a presenca de
metais (Ribeiro et al., 2019)

Os compostos antioxidantes desempenham papel essencial no combate a
formacédo de radicais livres, na reducao de hidroperéxidos e peroxido de hidrogénio,
contribuindo assim para a minimizagcdo dos danos celulares (Noguchi; Niki, 2000).
Para o controle da geracdo de radicais livres, os antioxidantes primarios atuam
reagindo diretamente com os radicais livres, doando prétons para estabiliza-los. Ja os

antioxidantes secundarios, também conhecidos como preventivos, interferem na
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etapa de iniciacdo da cadeia oxidativa, reduzindo sua progresséo (Ribeiro et al.,
2019).

Os antioxidantes sintéticos frequentemente presentes em alimentos
industrializados incluem o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), propil-
galato (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ). Esses compostos possuem estruturas
fendlicas, o que lhes confere a capacidade de doar um préton ao radical livre,
interrompendo a cadeia de reacdes de oxidacdo. Esse mecanismo também permite a
regeneracao da molécula de acilglicerol, contribuindo para a estabilizacdo do sistema
oxidativo (Zhang et al., 2014).

Figura 10 - Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos.
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Fonte: (Vasilaki et al., 2019).

Entre os principais exemplos de antioxidantes naturais, destacam-se 0s
carotenoides (Noguchi; Niki, 2000), os tocoferois (vitamina E), o acido ascoérbico
(Moniruzzaman et al., 2014) e os polifenéis (Vasilaki et al., 2019). Para identificar a
atividade antioxidante dos extratos vegetais, os métodos DPPH (Pietta, 2000),

reducédo do reagente FolinCiocalteu (fendlicos totais) podem ser utilizados.

_Figura 11 - Estrutura quimica dos antioxidantes naturais
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Uma das propriedades bioldgicas estudadas na prépolis vermelha é seu poder
antioxidante. Alencar et al., (2007), Bueno-Silva et al., (2017) e Nascimento et al.,
(2016) afirmam que todas as amostras de propolis vermelha analisadas apresentaram
propriedade antioxidante. Assim, com suas acfes biolégicas, a mesma pode ser

utilizada como produto antioxidante.

3.3 GENERO Candida

Os fungos sdo microrganismos heterotréficos e eucariéticos que podem ser
classificados em dois principais grupos morfolégicos: fungos filamentosos,
caracterizados por estruturas multinucleadas e as leveduras, compostas por células
mononucleadas. Esses organismos possuem potencial patogénico variavel,
dependendo dos oOrgaos ou tecidos acometidos. Fungos do género Candida, por
exemplo, sdo responsaveis por uma ampla gama de infec¢des, desde as superficiais

até sistémicas (Makabe; Santos; Pires, 2018).

As leveduras do género Candida estdo classificadas taxonomicamente no filo
Ascomycota, na classe Saccharomycetes e na familia Debaryomycetaceae.
Atualmente, esse grupo de microrganismos engloba mais de 300 espécies
catalogadas. Estudos filogenéticos demonstraram que as espécies do género Candida
podem ser organizadas em mais de dez clados, indicando subdivisdes

intraespecificas (Takashima; Sugita, 2022).

As diferentes cepas fungicas de Candida sp. podem apresentar trés morfologias
distintas: leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. A morfologia de levedura é
caracterizada por células Unicas de formato oval, com capacidade de brotamento axial
e bipolar. Essa forma desempenha um papel significativo nos mecanismos de
viruléncia, especialmente em espécies de Candida nédo-C. albicans (Thompson;
Carlisle; Kadosh, 2011).

A plasticidade morfolégica contribui para a adaptabilidade do fungo em
diferentes ambientes do hospedeiro, facilitando sua disseminacgéo e patogenicidade.
A capacidade de polimorfismo de Candida albicans é amplamente reconhecida como
um importante fator de viruléncia. Nesse contexto, a forma de levedura atua
predominantemente na disseminag¢é&o do fungo, enquanto a formagéao de hifas garante

a invasao tecidual no epitélio (Lim et al., 2012).
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Figura 12: Morfologias do género Candida. A — Levedura unibrotante, B — Pseudo-hifa e C — Hifa
verdadeira.
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Fonte: Thompson; Carlise; Kadosh, 2011.

As leveduras do género fazem parte da microbiota normal de humanos e outros
animais, atuando como comensais sem causar danos ao hospedeiro, podendo ser
encontradas colonizando a mucosa oral, trato gastrointestinal e geniturinario em torno
de 50-70% de individuos saudaveis (Hani et al., 2015).

Porém, desequilibrios especificos podem desencadear o desenvolvimento de
fatores de viruléncia nessas leveduras, conferindo-lhes carater patogénico, esse
comportamento justifica sua classificagdo como fungos oportunistas, sendo agentes
etiolégicos da infeccao fungica conhecida como candidiase (Sobreira et al., 2020). As
infeccBes causadas por esses fungos podem ser classificadas em diferentes tipos,
incluindo infec¢des superficiais, cutaneas, mucosas e sistémicas (Makabe; Santos;
Pires, 2018).

A candidiase pode ter origem exdgena ou enddgena, sendo esta Ultima a mais
comum devido a presenca natural de Candida sp. na microbiota do hospedeiro. A
colonizacdo do trato gastrointestinal é observada em cerca de 80% dos casos,
enquanto o trato geniturinario, particularmente em mulheres, € em 20 a 30% dos
guadros (Makabe; Santos; Pires, 2018).

Em ambientes hospitalares, onde predominam pacientes imunocomprometidos,

7

Candida sp. é responsavel por aproximadamente 80% das infecgBes flungicas
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nosocomiais, incluindo aquelas que acometem a corrente sanguinea (candidemia)
(Sobreira et al., 2020).

Dentre os fatores que favorecem o desenvolvimento de infec¢gdes causadas por
Candida sp., destacam-se: imunodepressao, imunodeficiéncia congénita e adquirida,
doencas degenerativas, alteracdes fisiolégicas relacionadas a idade, uso
indiscriminado de antibiéticos de amplo espectro, reposicdo hormonal, administracéo
de horménios esteroides, principalmente em individuos submetidos a transplantes,
cirurgias, e em pacientes em uso de acessos venosos (Hani et al., 2015; Rocha et al.,
2021).

Esses microrganismos possuem um conjunto de fatores que contribuem para
seu potencial patogénico nos hospedeiros, entre 0s quais se destacam: o polimorfismo
(capacidade de alternar entre as formas de levedura e hifa), a expressao de enzimas
hidroliticas, a formacéao de biofilmes, o tigmotropismo (habilidade de emitir e invadir
areas especificas do hospedeiro) e a adesdo de contato (Rocha et al., 2021).
Pesquisas mais recentes revelam os desafios associados ao tratamento dessas
infeccbes com as terapias atualmente disponiveis, destacando as elevadas taxas de

morbidade e mortalidade relacionadas a essas condi¢des (Berto et al., 2018).

No Brasil, estudos sobre candidemia revelam uma frequéncia de 1 a 2,5 casos
para cada 1000 internacdes hospitalares (Braga et al., 2018; Nucci et al., 2013). Uma
pesquisa conduzida por Doi e colaboradores (2016), com amostras provenientes de
16 hospitais das cinco regides brasileiras coletadas entre 2007 e 2010, indicou que a
maioria dos isolados foi obtido de pacientes do sexo masculino, com idade média de
56 anos. Nesse estudo, Candida albicans foi a espécie mais incidente seguida por C.

parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata.

De forma semelhante, Braga et al., (2018) observaram maior incidéncia de
candidemia em homens com idade média de 55 anos. Embora C. albicans
permanecesse como a espécie mais frequentemente isolada, o niumero de casos
envolvendo C. tropicalis superou o de C. parapsilosis. O periodo analisado nesse
estudo abrangeu de 1996 a 2016, com amostras coletadas em unidades de terapia

intensiva do hospital da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Outro estudo, conduzido por Giacomazzi e associados em 2016, confirmou que

7
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correspondendo a cerca de 74% dos casos registrados. No entanto, os autores
destacaram que esses numeros podem estar subestimados devido a falhas na

notificacdo, no diagnostico e no tratamento das infec¢des fungicas no pais.

A taxa média de mortalidade associada a infec¢des por Candida sp. no Brasil é
alarmante, atingindo 52%, sendo C. albicans o agente etiol6gico mais frequentemente
identificado, com uma taxa de incidéncia de aproximadamente 37% (Dalla Lana et al.,
2020). Esses dados ressaltam a necessidade urgente de estratégias mais eficazes

para o diagndstico precoce, manejo clinico e prevencao dessas infeccbes graves.

No tratamento da candidiase, as principais classes farmacolégicas empregadas
na terapia antifingica incluem os polienos, os azdlicos, as equinocandinas e as
fluoropirimidinas. No entanto, a conduta clinica dessas infecgdes enfrenta desafios
significativos devido ao crescente fendbmeno da resisténcia fungica, que contribui para
uma maior suscetibilidade a infeccdo por espécies de Candida (Dalla Lana et al.,
2020).

Embora as espécies de Candida ndo-C. albicans sejam menos frequentemente
isoladas em comparacao a C. albicans, elas exibem perfis de resisténcia relevantes
frente aos antifungicos disponiveis, tornando o tratamento dessas infec¢cbes ainda
mais complexo (Rocha et al., 2021). Esses fatores ressaltam a necessidade de
estratégias terapéuticas inovadoras e de vigilancia continua para mitigar o impacto

clinico e epidemioldgico das candidiases resistentes.

3.3.1 Farmacos empregados no tratamento da candidiase

Os farmacos mais comumente utilizados no tratamento de infec¢des causadas
por Candida spp. sdo classificados em quatro grupos principais: azoéis, polienos,
pirimidinas e equinocandinas (Braga et al., 2018). Cada uma dessas classes
apresenta caracteristicas especificas em termos de mecanismo de acéo e aplicacao

terapéutica.

No grupo dos azéis, destacam-se o0s farmacos voriconazol, miconazol,
clotrimazol, cetoconazol, fluconazol, itraconazol, setoconazol, bifonazol, econazol,
terconazol e posaconazol. O mecanismo de ac¢édo dos azois baseia-se na inibicdo das
enzimas do complexo citocromo P-450, que desempenham um papel crucial na

sintese de ergosterol, componente essencial das membranas celulares dos fungos.
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Como resultado, esses farmacos exercem uma acao fungistatica com amplo espectro
de atividade. No entanto, um dos principais desafios associados ao uso dos azéis € o
alto indice de resisténcia observado, especialmente em situacfes de uso prolongado

ou inadequado (Atiencia-Carrera et al., 2022; Urban et al., 2016).

Os polienos incluem os farmacos nistatina e anfotericina B, conhecidos por sua
baixa solubilidade em agua, o que limita suas opc¢des de formulacdo e administracao.
A anfotericina B, isolada pela primeira vez em 1955, é amplamente utilizada no

tratamento de infec¢des fungicas graves (Urban et al., 2016).

O mecanismo de acdo da anfotericina B envolve sua ligacdo aos esterdis
presentes na membrana celular dos fungos, com afinidade predominante pelo
ergosterol. Essa interacdo resulta na formacéo de poros na membrana fangica, que
alteram sua permeabilidade e causam a perda de componentes intracelulares
essenciais, como sodio, potassio e outros ions. Esse processo culmina na destruicao

da célula fungica (McCarty; White; Pappas, 2021).

No entanto, uma dificuldade significativa associada ao uso dos polienos € a
similaridade estrutural entre o ergosterol das membranas fungicas e o colesterol
presente nas células de mamiferos. Essa semelhanca molecular dificulta a acéo
seletiva dos antifungicos e contribui para o desenvolvimento de efeitos toxicos. A
anfotericina B, em particular, esta associada a diversas reacdes adversas, sendo 0s
problemas renais os mais frequentes e graves (Campos et al., 2020). Embora eficaz,
0 uso da anfotericina B exige monitoramento cuidadoso devido ao seu potencial
toxico, destacando a necessidade de estratégias que minimizem os riscos associados

a terapia.

As pirimidinas séo representadas pelo farmaco flucitosina, cujo mecanismo de
acao esta associado a inibicdo da sintese de DNA e RNA, interferindo diretamente na
replicacdo e na transcricdo celular dos fungos (Uban et al., 2016). Esse mecanismo
torna a flucitosina uma ferramenta importante no tratamento de infec¢des fangicas
especificas, embora seu uso seja geralmente combinado com outros antifungicos para

aumentar a eficacia e prevenir resisténcia (Campos et al., 2020).

Por outro lado, as equinocandinas incluem caspofungina, micafungina e
anidulafungina, compostos que consistem em peptideos ciclicos ligados a um &cido

graxo de cadeia longa. Esses antifiungicos semissintéticos atuam inibindo a sintese
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de B-(1,3) D-glicanos, componentes essenciais da parede celular fungica. Essa
inibicdo leva ao rompimento da parede celular, promovendo estresse osmotico, lise e,

consequentemente, a morte do fungo (Arendrup; Perlin, 2014).

As equinocandinas possuem um efeito fungicida contra espécies como Candida
albicans, C. tropicalis e C. glabrata, tanto em estudos in vitro quanto em modelos in
vivo (Campos et al.,, 2020). Contudo, apresentam menor eficacia contra C.
parapsilosis, o que deve ser considerado na escolha do tratamento em infecgbes
causadas por essa espécie (Thompson; Carlisle; Kadosh, 2011). Esses aspectos
tornam as equinocandinas alternativas promissoras no manejo de infec¢des fungicas,

especialmente em casos refratarios a outras classes de antifingicos.

Os antifungicos sintéticos disponiveis na industria farmacéutica apresentam
limitag@es significativas, incluindo a ocorréncia de efeitos adversos nos pacientes e o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos patdgenos. Esses problemas
frequentemente decorrem do uso inadequado e descontrolado desses medicamentos.
Diante desse cenario, torna-se evidente a necessidade de investir em novos
compostos com acdo antifangica, o0s quais poderdo tornar-se alternativas
terapéuticas, como compostos antipatogénicos inovadores, para diversificar as
opcdes no mercado e enfrentar os desafios impostos pelas infeccbes fungicas

resistentes (Campos et al., 2020; Rocha et al., 2021).

O aumento no numero de isolados clinicos resistentes aos antifungicos
comerciais tem sido amplamente relatado, configurando-se como um problema
emergente no campo da saude (Dalla Lana et al., 2020). A crescente resisténcia aos
antifangicos reforca a urgéncia de desenvolver estratégias eficazes para impedir sua
disseminacdo entre os fungos. Tais iniciativas sdo fundamentais para preservar a
eficacia dos tratamentos disponiveis e minimizar o impacto das infec¢des fungicas

resistentes.

3.3.2 Fluconazol

O fluconazol, quimicamente denominado 2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis(1,2,4-
triazol-1-il)propan-2-ol, foi o primeiro antifungico triazélico sintético a ser desenvolvido.

Seu design foi baseado na modificacdo estrutural de derivados imidazolicos e em
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estudos preé-clinicos utilizando modelos animais de infecgdo. Iniciado em 1978, o
planejamento do fluconazol teve como principal objetivo conferir & molécula maior
estabilidade metabdlica e hidrossolubilidade, caracteristicas cruciais para ampliar sua

eficécia clinica e sua aplicabilidade (Redding et al., 1994).

As propriedades fisico-quimicas do fluconazol permitiram o desenvolvimento
de formulagdes tanto orais quanto intravenosas. Essa inovagao representou um marco
no tratamento de infec¢cBes fungicas sistémicas, revolucionando o manejo dessas
condicdes ao proporcionar maior praticidade e eficacia terapéutica (Redding et al.,
1994).

O fluconazol foi aprovado pela primeira vez nos Estados Unidos em 1990. No
Brasil, 0 medicamento € comercializado pela Wyeth sob o nome comercial ZOLTEC®.
Este farmaco é licenciado para o tratamento de criptococose e candidiase, além de
ser utilizado na prevencdo de infeccbes flngicas em pacientes com doencas
oncoldgicas, destacando-se pela sua versatilidade e eficacia no manejo de condi¢des

fungicas graves (Richardson et al., 1990; Zoltec, 2019).

A acdao antifungica do fluconazol ocorre por meio da inibicdo seletiva da enzima
lanosterol 14-alfa-desmetilase, pertencente ao sistema do citocromo P450. Essa
inibicao interfere diretamente na biossintese do ergosterol, um componente crucial da
membrana celular fungica. O fluconazol apresenta predominantemente uma acao
fungistatica, ou seja, impede a multiplicacéo das leveduras, mas, em doses mais altas,
pode exercer também uma acado fungicida dose-dependente. Além disso, o farmaco
demonstra um efeito pés-antifingico prolongado, o que contribui para a eficacia
terapéutica mesmo apds a suspensao do tratamento (Santos et al., 2010a; Zoltec,
2019).

O fluconazol possui um espectro de acao restrito a fungos leveduriformes,
incluindo Candida spp. Esses dados evidenciam a eficacia do fluconazol contra
algumas das principais infeccbes fangicas causadas por leveduras, embora sua
atividade seja mais limitada em relacéo a outras espécies (Nucci et al., 2013; Santos
et al., 2010a).

O fluconazol apresenta biodisponibilidade oral superior a 90%, o que garante
sua alta absorcdo quando administrado por via oral. Ele se distribui amplamente pelo

organismo, concentrando-se principalmente na pele e urina, mas também apresenta
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boa penetracdo no liquido cefalorraquidiano, o que € particularmente relevante no
tratamento de infecgbes fangicas no sistema nervoso central. O volume aparente de
distribuicdo (Vd) é aproximadamente 0,70 £ 0,06 L/kg, o que se aproxima do volume
total de agua corpérea. Além disso, o fluconazol tem baixa ligacdo a proteinas
plasméticas (11-12%) e ndo sofre metabolismo significativo, ja que ndo sédo descritos
metabolitos circulantes. Sua eliminagdo ocorre predominantemente por via renal,
sendo que cerca de 80% da dose administrada € excretada na forma inalterada, o que
implica em uma depuracao eficaz do farmaco através dos rins. Essas caracteristicas
farmacocinéticas sdo favoraveis ao seu uso clinico, garantindo boa eficacia e um perfil

de seguranca relativamente alto (Santos et al., 2010; Zoltec, 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DE TRABALHO

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério de Andlises Microbioldgicas
(LAM) e no Laboratério de Quimica Farmacéutica e Produtos Naturais (LAPRONAT),
ambos localizados no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) em Recife-PE.

4.2 OBTENCAO DA AMOSTRA DE PROPOLIS

Amostras de propolis vermelha utilizadas foram cedidas pelo apiario Zumbi dos
Palmares, parceiro do LAM/Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, localizados no
municipio de Unido dos Palmares no estado de Alagoas. A figura abaixo mostra a
localizacdo do apiario em relacéo ao nordeste e a cidade onde esta localizado. Apés
a coleta, as amostram acondicionadas sob refrigeracdo, em recipiente vedado e

protegido de luz, até o momento de uso.

Figura 13: Localizacdo do estado de Alagoas em relagdo ao Nordeste brasileiro. (A), Mapa de satélite
do municipio Unido dos Palmares, onde fica localizado o apiario (B), Identificacdo do apiario parceiro

(©).
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Fonte: Darlan P. de Campos, (2006)



44

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS VERMELHA

Conforme a metodologia descrita por Alencar et al. (2007) com modificacdes, a
propolis vermelha bruta foi inicialmente congelada e triturada em liquidificador
doméstico até a obtencao de um pé. Posteriormente, 30g de propolis triturada foram
adicionados a 70 ml de etanol: agua 70:30 (v.v-1). A mistura, entao ficou em agitacao
magnética durante 24 horas, em temperatura ambiente. Apdés a extracdo, a
combinacao de propolis e solvente foi filtrada em papel filtro papel filtro qualitativo (80
g.m-2). O extrato obtido foi entdo submetido a evaporagdo em rotaevaporador, até
esgotamento da porc¢ao hidroetandlica, resultando no extrato concentrado de propolis.

Sendo armazenado em refrigeracao, protegido de luz, até o momento de utilizacao.

Figura 14: Metodologia da obtenc&o do extrato concentrado de préopolis.
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Fonte: A autora (2025).

4.4 TRIAGEM FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA
(CCD)

O extrato bruto foi analisado por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), com

o intuito de verificar a presenca de diversas classes de metabdlitos secundarios. Para
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essa analise, foi utilizada uma cuba cromatogréfica de vidro com tampa, onde foram
adicionados ao sistema eluente, o padréo e o revelador apropriados para cada tipo de
metabdlito.

Tabela 2 - Metabdlitos pesquisados e seu sistema eluente, padrdes e reveladores utilizados.

Metabo!lt_o Sistema eluente Padrao Revelador
secundario
Compostos Acetato de Etila: Acido Férmico:
fenc’?licos Agua Rutina NEU
(27:1,5: 1,5)
Acetato de Etila; acido formico:
. acido Q. -
Taninos - o Acido galico FeCl3
acético glacial: agua
(20,30: 2,2: 2,2: 5,3)
Acetato de Etila; acido formico:
. acido .
Flavonoides Rutina NEU

acético glacial: agua
(20,30: 2,2: 2,2: 5,3)

Fonte: A autora (2025).

O extrato foi pesado (0,10 g) e dissolvido em 1,5 mL de metanol. Para garantir
uma amostra homogénea, a mistura foi submetida ao processo de ultrassom no
equipamento UNIQUE - Modelo Ultra Cleaner 1400A. As placas de silica-aluminio (a
fase estacionaria), foram recortadas e o extrato vegetal diluido foi aplicado com o
auxilio de capilares de vidro 1cm acima do nivel inferior da placa de silica. Apos a
evaporacao completa do metanol, as placas foram inseridas na cuba cromatogréfica,
onde o eluente (fase movel) foi adicionado para a separacdo dos compostos. Com
auxilio de capilares. Logo em seguida, este sistema foi levado a cuba cromatografica
com tampa, aguardando-se o tempo de elui¢do. A finalizacdo do processo ocorreu
pela retirada da placa de silica da cuba e secagem a temperatura ambiente, seguida
da pulverizacao do revelador e leitura em camara UV a 365 nm para visualizacédo do

caminho cromatografico por fluorescéncia.
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Figura 15 - Esquema da Cromatografia de camada delgada (CCD).
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Fonte: A autora (2025).

4.5 DOSEAMENTO DE FENOIS TOTAIS

Para a determinacao do teor de fendis totais, 200 uL de uma solucéo diluida do
extrato (1,0 mg/mL), foram pipetados em tubos de ensaio. Em seguida, adicionou-se
500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu, 1 mL de uma solucdo de carbonato de sodio
e 8,3 mL de agua destilada, completando o volume total da reacdo. As amostras foram

mantidas em repouso, protegidas da luz, a temperatura ambiente, por 30 minutos.

A absorbancia das soluc¢des foi medida em 760 nm, utilizando-se um branco
preparado com agua destilada para calibracdo. Paralelamente, foi construida uma
curva de calibracdo utilizando aliquotas variando de 100 a 500 pyL de uma solucéo
padrao de acido tanico, com as mesmas condi¢des reacionais e ajuste do volume final
para 10 mL com agua destilada. As concentragdes finais do padréo variaram entre 1,0
e 5,0 yg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram
expressos como miligramas equivalentes de acido tanico por grama de extrato (mg

EAT/g), conforme metodologia adaptada de Peixoto et al., (2008).

4.6 DOSEAMENTO DE TANINOS

A determinacédo do teor de taninos foi realizada utilizando o método de Folin-
Ciocalteu adaptado para o tipo de extrato. Inicialmente, 1 g de caseina foi pesado e
transferido para um erlenmeyer de 50 mL. Em seguida, adicionaram-se 6 mL da
amostra e 12 mL de agua destilada. A mistura foi mantida sob agitacdo por 3 horas,
protegida da luz, para permitir a precipitacdo dos taninos pela interagcdo com a

proteina. Apds o tempo de reacado, o conteudo foi filtrado em um bal&o volumétrico e
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o volume final ajustado para 25 mL com agua destilada. Uma aliquota de 1 mL foi

entdo retirada para a quantificacéo dos fendis pelo método de Folin-Ciocalteu.

O teor de taninos foi calculado como a diferenca entre o conteudo de fendis
totais e os fendis residuais. A reacdo produz uma coloracdo azul, cuja intensidade
apresenta absor¢cdo maxima a 760 nm, proporcional a concentracdo de compostos

fendlicos. O procedimento seguiu as recomendacfes de Amorim et al., (2008).

4.7. DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

O extrato seco foi diluido em metanol P.A. para atingir uma concentragdo de 1
mg/mL, em baldo volumétrico de 25 mL, realizando a diluicdo em triplicata. Para a
guantificacéo dos flavonoides, uma aliquota de 0,2 mL do extrato diluido foi transferida
para tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados 0,120 mL de acido acético
glacial, 0,5 mL de solucao de cloreto de aluminio (5%, p/v em agua destilada) e o
volume foi completado para 10 mL com agua destilada em cada tubo. Apds a
preparacdo da solucdo, os tubos foram agitados adequadamente e deixados em

repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.

Transcorrido esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 420 nm,
utilizando agua destilada como branco. O padrdo de rutina foi preparado em baléo
volumétrico de 100 mL com metanol, seguido pela adicdo dos reagentes, resultando
em uma concentracao final de 0,5 mg/mL, conforme descrito por Peixoto Sobrinho et
al., (2008).

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR DPPH

A avaliacdo da atividade antirradicais livres do extrato de prépolis foi avaliada a
partir da reacdo entre metabolitos secundarios e 1,1-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), um
radical livre ja caracterizado e alvo das porcdes antioxidantes do extrato. O
mecanismo de estabilizacdo de radicais livres para o DPPH ocorre com o apresentado

na imagem abaixo:
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Figura 16: Reacao de estabilizagdo do radical livre DPPH por um agente antioxidante.

NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H -~ O,N N—N % A
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Fonte: Oliveira, 2015.

Para determinacao do grau da atividade antioxidante (AA), utilizou-se como base
o trabalho de Peixoto Sobrinho et al. (2008) seguido de adaptacdes do seu método. A
atividade antioxidante (AA) foi descrita em porcentagem de acordo com a férmula B,
a qual reune parametros relativos a absorbancia de da amostra (ABSamostra), diluida

em metanol (ABSbranco) € do controle negativo (ABScn).

(ABSamostra — ABSbranco)
AA= [1-— x100
ABScn

4.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.10.1 Microrganismos testes

A avaliacdo da atividade antifungica dos extratos de propolis vermelha de
Alagoas foi conduzida frente a microrganismos obtidos da American Type Culture
Collection (ATCC), incluindo Candida albicans (ATCC 14053) e C. krusei (ATCC
6258). Adicionalmente, foram testados seis isolados clinicos, sendo duas da espécie

C. albicans, duas de C. tropicalis e duas de C. krusei.

Os isolados ATCC foram disponibilizados pela Micoteca URM pertencente ao
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, enquanto que
os isolados clinicos foram provenientes da colecdo de cultura do Laboratério de
Analises Microbiolégicas (LAM).
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4.10.2 Confirmacé&o taxondmica dos isolados clinicos

A confirmacéo taxonémica das cepas foi realizada através do cultivo no meio
BBL CHROMagar® Candida Medium, que permite a diferenciacdo das espécies do

género Candida com base na coloracdo caracteristica das coldnias.

Devido a origem clinica dos isolados, a identificacdo das espécies foi realizada,
permitindo a selecdo de dois isolados de Candida albicans, dois de Candida krusei e
dois de Candida tropicalis. A partir deste ponto, as amostras clinicas foram
denominadas Candida albicans IC01, C. albicans IC02, C. krusei ICO1, C. krusei IC02,
C. tropicalis ICO1 e C. tropicalis 1C02.

4.10.3 Teste de Concentracao Inibitéria Minima

O teste de atividade antimicrobiana da prépolis vermelha alagoana foi realizado
através do método de Microdiluicdo, conforme o protocolo European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) no documento E.DEF 7.3.2 (2020) para
determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima. O procedimento foi executado em

triplicata e seguiu as etapas descritas abaixo:

Inicialmente, foram adicionados 100 puL do meio Gibco Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 2% Glicose para preparacao das solucdes de trabalho em todos os
pocos de microplaca de 96 pocos de fundo chato. Em seguida, 100 pL do extrato
etandlico de prépolis vermelha, diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) a 8% foram
adicionados ao primeiro poco. Diluicbes seriadas sucessivas foram realizadas,
resultando em concentracdes iniciando em 2.000 pg/mL e finalizando em 3,9 ug/mL,
da coluna 1 até coluna 10, respectivamente. Suspensdes fungicas foram preparadas
a partir de culturas das cepas previamente incubadas por 24 horas em Agar
Sabouraud-Dextrose (DAS) com cloranfenicol. A padronizacdo das suspensodes foi
realizada utilizando um espectrofotémetro (Novainstruments Série 2000 VIS, 325 a
1000 nm) para alcancar uma densidade Optica (DO) entre 0,09 e 0,11 a 530 nm, o que
corresponde a uma concentragao entre 1 x 106 e 5 x 10° células/mL. Apds a
padronizacédo, as suspensdes foram diluidas na propor¢do de 1:10 em agua estéril.
Em seguida, foram adicionados, nas colunas 1 a 10, volumes iguais de 100 pL das
suspensdes fungicas padronizadas. Na coluna 11, foram adicionados volumes 100puL
de RPMI e 100uL das suspensfes fungicas, se tornando o controle positivo para

viabilidade fangica, enquanto a coluna 12 recebeu os mesmos volumes de RPMI e
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adgua estéril, servindo como controle negativo. As placas de microdiluicdo foram
incubadas a 37 °C por 48 horas em estufa. Apos o término do periodo de incubacéo,
realizou-se a andlise visual do crescimento microbiano, sendo o mesmo evidenciado
pela opacidade do meio de cultura, indicativa de turvacéo decorrente da proliferacéo
celular. Apos a identificacdo dos pocos que ndo apresentaram indicativo de turbidez,
foi realizado um retro repigue das amostras contidas no po¢o sem crescimento visivel,
bem como dos seus pocos adjacentes (anterior e posterior) em placas de Agar
Sabouraud-Dextrose e as placas incubadas a 37°C. Essa etapa foi conduzida com o
objetivo de confirmar a auséncia efetiva de crescimento microbiano e validar os

resultados obtidos através da observacao do crescimento e contagem de coldnias.

Figura 17 - Representacao da microdiluicdo em placa para a técnica de CIM.
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Fonte: A autora (2025).

4.10.4 Teste de susceptibilidade antifangica ao fluconazol

Os testes de susceptibilidade ao fluconazol foram realizados seguindo a
metodologia do European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (2020), semelhante ao item anterior, seguindo o0 mesmo protocolo, mas
utilizou-se o farmaco fluconazol em substituicdo ao extrato. Desta forma a solucéo de
fluconazol foi preparada por diluicdo em agua destilada, seguida de diluicdes em meio
RPMI com 2% de glicose, iniciando-se na concentracdo de 64 pg/mL e finalizando em
0,125 pg/mL. Suspensdes fungicas foram preparadas a partir de culturas incubadas

por 24h em Agar Sabouraud-Dextrose e padronizadas para uma densidade 6ptica
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entre 0,09 e 0,11, garantindo uma concentragédo de 1 x 10° a 5 x 10° células/mL. Em
placas de microdiluicdo, as suspensdes fungicas e solu¢des de fluconazol foram
adicionadas, e a incubacéo foi realizada por 48h a 37 °C. A coluna 11 foi utilizada
como controle positivo, contendo apenas a suspenséo flngica e o meio de cultura,
enquanto a coluna 12 serviu como controle de esterilidade, composta exclusivamente
pelo meio e agua estéril. Apds o periodo de incubacao, foi realizada a andlise visual
do crescimento microbiano, observando a opacidade do meio de cultura, que indica a
proliferacdo celular. Os pog¢os sem turbidez, sugerindo auséncia de crescimento,
foram selecionados para um retro repique das amostras em placas de Agar
Sabouraud-Dextrose, incluindo também os pocos adjacentes (anterior e posterior). As
placas foram incubadas a 37°C para confirmar a auséncia de crescimento microbiano.
Esse procedimento visou validar os resultados observados por meio do crescimento

e contagem de colbnias.

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa BioEstat 5.0 para
a analise fitoquimica do extrato e o software GraphPad Prism para avaliar sua
atividade antifingica contra as cepas testadas. Para a interpretacdo dos dados, foram
empregados os testes T, o teste de normalidade e a Analise de Variancia de dois

fatores (ANOVA), considerando significativo um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL FITOQUIMICO
5.1.1 Triagem por Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Os testes de prospeccao fitoquimica foram realizados por meio da técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando silica-gel como material
adsorvente e um eluente volatil, o qual interage com a amostra, promovendo, por
efeito capilar, a separacao visual dos compostos na placa cromatografica. A revelacéo
da presenca de compostos fendlicos e flavonoides ocorre pela reagdo de
fluorescéncia produzida pelo reagente de revelacdo acido etilborilaminoéster a 1% em
metanol (NEU), responsavel por sensibilizar eletronicamente a estrutura quimica dos

fitoquimicos, possibilitando fluorescéncia quando exposto a radiagéo ultravioleta,

O perfil fitoquimico da propolis varia a depender de como se da os multiplos
fatores que a compdem, como espécie da abelha nativa e vegetacao circundante, cuja
composicao de metabolitos secundarios é uma variavel por si sé. A fim de determinar
por polaridade os principais grupos de metabdlitos secundarios presentes no extrato
de propolis vermelha, o método de Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foi
empregado como uma ferramenta qualitativa facil, de rapido acesso e eficiente na

separacao dos compostos (Costa, 2022).

A partir do emprego de eluentes especificos, foi possivel separar com eficiéncia
classes fitoquimicas do extrato de propolis. Como apresentado na tabela 2, os
principais grupos fitoquimicos separados por CCD foram compostos fendlicos, taninos
totais e flavonoides, sendo estes biomarcadores importantes nainativacao fungica das

cepas de Candida sp. (Sobreira et al., 2020).

Tabela 3 - Prospeccéo fitoquimica realizada pelo método de CCD no extrato de prépolis vermelha. Na
tabela, a presenca do composto é indicada por “+”.
Método extrativo Fendis totais Taninos Flavonoides

Maceracéo + + ++

Fonte: A autora (2025).

Das principais classes encontradas no extrato de prépolis vermelha, destaca-
se os fendis totais, encontrados em maior quantidade neste estudo. Derivados
fendlicos sdo um grupo de presenca impactante na propolis vermelha, como indica

(Lima et al., 2022). De acordo com o autor, os compostos fendlicos derivados do



53

extrato de propolis apresentam destaciveis interesse e aplicacdo na &rea
farmacéutica e de engenharia biomédica no que tange as propriedades

antimicrobianas.

Na literatura, um outro grupo de metabdlitos secundarios também identificado
por CCD no presente trabalho foram os flavonoides. Os varios tons de azul nas bandas
sdo caracteristicas de compostos fendlicos, principalmente da classe dos taninos,
além dos tons alaranjados/amarelos, que caracteristicos dos flavonoides e do padrao
de rutina utilizado nos testes. Segundo (Lima et al., 2022), os flavonoides
desempenham importante papel por ser um dos principais biomarcadores presentes
na espécie de propolis vermelha, tornando-se um grande diferencial dentre os demais

tipos de prépolis.

Neste estudo, todos o0s compostos mencionados tiveram sua presenca
confirmada a partir da verificacdo da fluorescéncia presente nas placas de silica,
evidenciando o arraste das classes estudadas. Todos os compostos citados possuem
atividade antimicrobiana (Araujo et al., 2018), sendo ponto de partida para o teste de

sua acao antifungica.

Nas Figura 19 é possivel identificar os compostos bioativos separados por
bandas durante a corrida do extrato e padréo. Sendo EXT identificado como o extrato

de propolis e PAD, o padrao utilizado.

Figura 18 — Placas de Cromatografia sob luz ultravioleta. A — Flavonoides, B — Compostos fendlicos e
C — Taninos.

Fonte: A autora (2025).
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5.1.2 Determinacdo de fenois totais, taninos, flavonoides e atividade

antioxidante

Os resultados referentes ao teor de fendis totais, taninos e flavonoides nos
extratos brutos, estdo apresentados na tabela 4. Os valores correspondem as médias
das triplicatas, acompanhadas de seus respectivos desvios-padrdo. Para os fendis e
taninos, os resultados estéo expressos em mg equivalente de acido tanico por grama
de extrato (mg EAT/g), enquanto, para os flavonoides, os valores estdo em mg

equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/Q).

Tabela 4 — Atividade antioxidante e analise fitoquimica do extrato de propolis vermelha

Fendis totais (mg Taninos (mg  Flavonoides (mg DPPH
EqAT/g) EAT/g) ER/Q) (ICsoug/mL)
1266,94 + 8,94 590,23 + 3,47 1035,34 £ 9,36 424,12 + 15,90

Fonte: A autora (2025).

A amostra analisada apresentou um maior teor de fendis totais e flavonoides,
evidenciando sua riqueza em compostos bioativos. A composicao quimica da prépolis
vermelha pode variar de acordo com a regido de coleta, as condi¢fes climaticas e o
estado da vegetacdo circundante (Salatino et al., 2018). A elevada concentracao
desses metabdlitos € um fator determinante para suas propriedades farmacoldgicas

mais investigadas, incluindo sua atividade antifungica (Moise, 2020).

Em outros estudos, como o de Silva (2023), foram reportadas concentracfes
de 208,0 + 1,69 mg EAG/g para fendis totais e 45,3 + 1,27 mg EQ/g para flavonoides.
Uma das possiveis explicacdes para essa variacdo nos teores de compostos bioativos
€ a sazonalidade na producéo de propolis pelas abelhas, fator que pode influenciar

diretamente sua composicao quimica, como ja mencionado (Machado et al., 2016).

Em Cavalcanti (2023), a quantidade de flavonoides foi de 73,5 mg/g EQ.g -1 e
de fendis foi encontrado o valor de 117,6 mg/g EAG g —1. Essa diferenca pode ser
explicada pelo solvente que foi utilizado, no caso de Cavalcanti, o hexano, o que pode

ter interferido na extracdo dos compostos.

Em Peccin et al., (2022), foi realizada extracéo utilizando etanol e hexano, em
trés diferentes temperaturas e em todas, o etanol se destacou pela melhor atividade

antimicrobiana, melhor atividade antioxidante e uma quantidade maior de compostos
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fendlicos e taninos, o que mostra a importancia da escolha do solvente para

preparacéo de extratos.

Em 2022, Silva reportou concentra¢cdes de 241,2 mg EQ/g para fendis totais e
36,1 mg EQ/g para flavonoides, utilizando etanol como solvente, assim como no
presente estudo. A ampla variacdo na quantidade de compostos fendlicos na prépolis
vermelha é amplamente documentada na literatura, sendo frequente a obtencéo de
valores superiores a 90 mg/g. Esse padréo foi confirmado por Cabral et al. (2009), que
registraram 257,98 mg EAG/g, e por Alencar et al. (2007), que relataram um teor ainda
mais elevado, de 426,31 mg EAG/g. Dentre os estudos mencionados, os valores
obtidos no presente trabalho demonstram uma concentracdo superior de compostos

fenodlicos.

Concentracdes menores foram observadas em estudo de Al-Nemari et al.
(2020) utilizando agua como solvente. Nesse estudo, os valores para fenais totais e
flavonoides foram de 16,9 + 0,4 mg QE/g e 98,3 £ 0,4 mg QE/g, respectivamente,
resultados inferiores aos encontrados no método aqui usado. No caso do uso do
etanol como agente extrator, as concentracfes de flavonoides foram muito superiores
as observadas com agua, alcancando 1035,34 + 9,36. Para fenais totais, a diferenca
foi ainda mais expressiva, com uma concentracao de 1266,94 + 8,94, indicando uma

eficacia superior na extracdo desse composto.

5.1.3 Atividade Antioxidante por DPPH

A relacdo entre o percentual de inibicdo do DPPH e o valor de ICs, €
inversamente proporcional, ou seja, quanto maior a inibicdo do DPPH, menor sera o
ICs0, € Vice-versa. Isso ocorre porque o ICs, representa a concentracao necessaria
para reduzir 50% dos radicais livres presentes na solucao. Assim, uma amostra com
alta atividade antioxidante conseguird atingir essa inibicdo com uma concentracdo
menor, resultando em um ICs, baixo. Por outro lado, quando uma amostra possui
menor capacidade antioxidante, € necessario utilizar uma concentracdo maior para
alcancar a mesma inibicdo de 50%, elevando o valor do ICs,. Dessa forma, uma
amostra com ICs, alto apresenta menor eficiéncia na neutralizagédo dos radicais livres
guando comparada a outra com um ICs, mais baixo (Sanchez-Moreno; Larrauri;
Saura-Calixto, 1998).
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No presente estudo, o ICs, obtido foi de 424,12 ug/mL, indicando que esses
teores inibiram aproximadamente 50% dos radicais livres. Comparando com valores
relatados na literatura, esse resultado sugere uma atividade antioxidante moderada,
uma vez que estudos anteriores apontam ICs, menores para extratos de propolis

vermelha, refletindo uma maior eficiéncia antioxidante.

Esses resultados reforcam que a capacidade antioxidante da prépolis pode
variar de acordo com fatores como solvente de extracao, composicdo quimica e local
de coleta da amostra. Diversos estudos destacam o potencial antioxidante do extrato
bruto e de fracdes de propolis, tanto no Brasil quanto em outras regides do mundo

comparando com seus compostos fendlicos (Alaerjani et al., 2022).

Cabral et al., (2009) avaliaram a atividade antioxidante do extrato etanolico e
suas fragcbes, observando que a fracdo hexanica apresentou a maior capacidade
antioxidante, com 74,4% de inibicdo do DPPH, enquanto o extrato etanolico bruto
inibiu 50,5% do radical. J& Santos et al., (2023) relataram que o extrato hidroalcodlico
da propolis vermelha de Alagoas apresentou uma inibicdo de 89,59%, enquanto a
borra da extracdo mostrou um valor significativamente menor, de 39,59%. Esses
dados sugerem que a eficiéncia antioxidante da propolis vermelha pode ser
influenciada pelo solvente utilizado na extracdo e pelas caracteristicas da amostra

analisada.

Foi destacada uma correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante e o teor
de compostos fendlicos na propolis (Cabral et al., 2009; Cottica et al., 2011), com
maior énfase nos flavonoides e taninos (Alencar et al.,, 2007), fenilpropanoides
prenilados (Salatino et al., 2005) e compostos especificos, como o acido 3,5-diprenil-
4-hidroxicinamico (Artepillin C) (Matsuda & Almeida-Muradian, 2008) e o acido cafeico
(Gregoris & Stevanato, 2010). A eficacia antioxidante de flavonoides e polifendis
parece estar diretamente relacionada ao numero e a disposicdo dos grupos hidroxila

em suas moléculas (Gregoris & Stevanato, 2010; Pietta, 2000).

De-Melo et al. (2012) relataram variacdes significativas nas concentracdes de
fendlicos totais e, mais especificamente, de flavonoides totais em amostras de prépolis
provenientes das regibes Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Além
disso, Cabral et al. (2012) sugerem que outros compostos, além dos fendlicos, podem

contribuir para a capacidade antioxidante da propolis
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Ademais, Aguiar, (2015) avaliou a atividade antioxidante da prépolis vermelha
e verificou que tanto o extrato etandlico quanto suas fracdes apresentaram um
potencial antioxidante significativo, sendo superiores ao padréo de vitamina C. Essa
variacdo nos resultados entre os diferentes estudos reforga a influéncia de fatores
como a origem geografica da propolis, as condigfes ambientais e a sazonalidade da
coleta na composicéo fitoquimica do material analisado, método de extracado e técnica

utilizada.

Dessa forma, ao comparar o ICs, de 424,12 pug/mL deste estudo com o0s
trabalhos mencionados, percebe-se que a atividade antioxidante da amostra
analisada é inferior a relatada por outros autores como Santos et al. (2023), cujo
extrato apresentou uma inibicdo proxima de 90%. No entanto, os resultados obtidos
estdo dentro da ampla variagdo observada na literatura para a propolis vermelha,
evidenciando que diferencas metodologicas e regionais podem impactar

significativamente o potencial antioxidante do material.

5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados obtidos para a avaliacao da susceptibilidade dos isolados clinicos
e cepas padrao frente ao extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha de Alagoas,
utilizando a metodologia de microdiluicdo em caldo, revelaram sensibilidade em todos
0s casos. Para os isolados clinicos, Candida albicans IC01 e IC02 apresentaram uma
CIM de e 250 ug/mL e 125 pg/mL, respectivamente. JA Candida krusei ICO1 exibiu
uma CIM de 250 pg/mL, enquanto Candida krusei IC02 demonstrou uma CIM reduzida
de 125 pg/mL. No caso de Candida tropicalis, IC01 e IC02 apresentaram CIMs de 125
Mg/mL e 62,5 pg/mL, respectivamente.

Entre as cepas controle, Candida albicans ATCC 14053 apresentou uma CIM de
500 pg/mL, enquanto Candida krusei ATCC 6258 exibiu uma CIM de 250 pg/mL.
Esses resultados destacam a eficicia do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha
frente as leveduras avaliadas, com variacdes na susceptibilidade entre as espécies e

isolados, conforme a tabela a seguir:
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Tabela 5 — Determinag&@o de Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL de extrato e fluconazol.

Cepas CIM (Extrato) CIM (Fluconazol)
Candida albicans 1C0O1 250 pg/mL 4 pg/mL
Candida albicans 1C02 125 pg/mL 4 pg/mL

Candida krusei IC01 250 pg/mL 64 pg/mL
Candida krusei 1C02 125 pg/mL 64 pg/mL
Candida tropicalis 1CO1 125 pg/mL 1 pg/mL
Candida tropicalis 1C02 62,5 yg/mL 1 pg/mL
Candida albicans ATCC 250 pg/mL 4 ng/mL

14053

Candida krusei ATCC 500pg/mL 64 pg/mL
6258

Fonte: A autora (2025).

Nascimento e colaboradores (2007) estabeleceram critérios para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana de substancias bioativas com base nos valores de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Segundo os autores, compostos com CIM entre
50 e 500 pg/mL sé@o considerados como de elevada atividade antimicrobiana,
enquanto valores entre 600 e 1500 pg/mL indicam atividade antimicrobiana moderada.
Por outro lado, substancias que apresentem CIM superiores a 1600 pg/mL sédo

classificadas como tendo baixa atividade antimicrobiana.

No que diz respeito a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) deste estudo,
observou-se que a partir de 62,5 pg/mL de extrato foi possivel inibir o crescimento
fungico apds 48 horas de incubacéo para os isolados clinicos e 250 ug/mL para as
cepas controle, indicando uma atividade antimicrobiana elevada. Esses resultados
sdo expressivos quando comparados aos obtidos por Ota et al., (2001) ao estudar
extratos etandlicos de propolis verde de diferentes regides brasileiras, os quais

apresentaram CIM de 3800 pg/mL para C. albicans e 9000 pg/mL para Candida sp.

Corroborando os resultados obtidos no presente ensaio a atividade antifungica
de diferentes extratos hidroalcoodlicos de propolis coletados em Sergipe, Nordeste do
Brasil, em diferentes periodos de um mesmo ano foram avaliadas frente a cepas
padrdo de Candida sp. Os extratos foram avaliados quanto a eficacia contra cepas

ATCC de C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis, constatando-se que todas as
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amostras testadas inibiram o crescimento das cepas, sendo a maior efetividade

observada em C. glabrata (Mendonca et al., 2015).

Os valores de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentragdo Fungicida
Minima (MFC) de um extrato etandlico de propolis iraniana contra isolados de Candida
albicans resistentes ao fluconazol, provenientes de unhas, cavidade oral e vaginal,
variaram entre 120,2 e 970,6 pg/mL e 480,8 e 3900,4 pug/mL, respectivamente. Além
disso, concentracdes subinibitdrias (1/2 MIC e 1/4 MIC) demonstraram uma reducao
significativa na formacgéo de tubos germinativos por esses isolados. Observou-se que
os valores de MFC do extrato iraniano estavam em uma faixa muito elevada, se
comparada a atividade fungicida da propolis brasileira (BRP), que apresentou valores
entre 64 e 512 pg/mL contra cepas de C. albicans (Freires et al., 2016; Siqueira et al.,
20009).

Um estudo adicional avaliou o efeito do extrato etandlico de propolis (EEP)
brasileiro em solucéo sobre a atividade antibiofilme de 29 isolados clinicos de Candida
albicans obtidos de amostras vaginais. O EEP demonstrou elevada atividade
antibiofilme contra todos os isolados, com valores de Concentragéo Inibitéria Minima
(CIM) variando entre 68,35 e 546,87 pg/mL. Destaca-se que, na concentracdo de
546,87 pg/mL, 75,8% do total de isolados apresentaram inibicdo (Junior et al.,
2012).Esses dados evidenciam o potencial do EEP como um agente eficaz no
combate ao biofilme de C. albicans, que representa um fator crucial de resisténcia e

persisténcia em infec¢des fungicas.

Adicionalmente, Guedes et al. (2012) avaliaram extratos brutos e frac6es obtidos
de propolis do litoral de Alagoas, determinando valores de CIM contra espécies de
Candida que variaram entre 8 e 16 pug/mL. Esses achados evidenciam a eficacia de
compostos bioativos naturais contra leveduras, destacando a ampla variabilidade nos
valores de CIM, o que reforca o potencial do uso de fontes naturais diversificadas,
para o desenvolvimento de agentes antifUngicos. A aplicacdo de critérios
padronizados, como os sugeridos por Nascimento et al. (2007) é fundamental para a

analise comparativa de resultados entre estudos distintos.

Freires et al. (2016) realizaram uma comparacao entre fragdes da propolis tipo
3, proveniente da regido Sul do Brasil, e da prépolis tipo 13, oriunda de Alagoas (PVA),

avaliando sua atividade antifangica contra Candida spp. Os resultados indicaram que
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as fracBes diclorometano e hexanica da propolis tipo 3 exibiram maior atividade
antifngica em relagdo a etandlica, apresentando um intervalo de CIM entre 20 e 500
pg/mL. Essa disparidade pode ser explicada pelo método de extracdo empregado
(Alencar et al., 2007; Araujo et al., 2018).

Os resultados obtidos por Bueno-Silva et al. (2017) sugerem que 0 extrato
etandlico de propolis brasileira exerce efeitos deletérios irreversiveis sobre a
membrana celular bacteriana, culminando na morte celular. No entanto, devido a
variabilidade na qualidade, quantidade e propor¢cdes dos componentes bioativos
presentes na prépolis, torna-se desafiador prever qual atividade biolégica sera
predominante. Tal dificuldade reside no fato de que esses componentes apresentam
uma acgao sinérgica, potencializando o efeito geral do extrato e contribuindo para sua

ampla gama de atividades biologicas.

Diversos estudos tém evidenciado amplamente as diversas atividades
antimicrobianas da propolis, com destaque para sua funcdo antifingica, antibacteriana
e antileshimania (Araujo et al., 2018; Freires et al., 2016; Lima et al., 2022). De acordo
com Dantas Silva e colaboradores (2012), essa atividade € atribuida, em grande parte,
a presenca de flavonoides associados a compostos fendlicos, conferindo a prépolis

um relevante potencial como agente antimicrobiano.

Confirmando esta hipotese, segundo Ccana-Ccapatinta et al. (2020) atividade
antimicrobiana esta frequentemente associada a presenca de compostos
secundarios, como fendis e flavonoides. Os flavonoides apresentam notavel atividade
antifangica, atuando por meio da inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, o que
provoca alteracbes na permeabilidade da membrana celular e compromete o
metabolismo energético dos fungos. Conforme apresentado, a amostra de prépolis
testada neste trabalho demonstrou expressivas de flavonoides e fendis, o que pode
ter sido um fator determinante para a eficacia na inibicdo de fungos pertencentes ao

género Candida.

De acordo com Alves et al. (2014), os compostos fenolicos demonstraram
eficacia antifingica in vitro contra espécies do género Candida, incluindo C. albicans
e C. tropicalis. Esse efeito antifungico é atribuido, em parte, a capacidade dos
compostos fendlicos de inativar sistemas enzimaticos essenciais para a producéo de

energia nos microrganismos (Lima et al., 2022). Além disso, esses compostos também
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interagem com componentes estruturais da célula fangica, contribuindo para sua

desestabilizacao (Porte et al., 2001).

Entretanto, a qualidade e a quantidade desses compostos bioativos dependem
diretamente da origem geogréfica da propolis, apresentando variacdes significativas
de uma regido para outra. Estudos sobre as propriedades antimicrobianas e
antifingicas da propolis tém fomentado sua aplicagdo em industrias farmacéuticas e
alimenticias, devido ao seu potencial como um ingrediente natural e funcional (Dantas
de Almeida et al., 2012; Rocha et al., 2021).

5.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AO FLUCONAZOL

Conforme descrito por Arendrup et al. (2020), as cepas podem ser
categorizadas como sensiveis, sensiveis com aumento da exposicao ou resistentes a
uma determinada droga antifungica. Para realizar essa classificacdo, sao definidos
pontos de corte clinicos de CIM especificos para cada droga e espécie, salvo em
casos onde ndo ha evidéncias suficientes para comprovar a atividade da droga contra
a espeécie em questdo. Esses valores sao essenciais para otimizar as estratégias de
tratamento, garantindo que o paciente seja exposto a terapéutica mais adequada,

segura e eficaz (Lamoth; Lewis; Kontoyiannis, 2020).

De acordo com a classificacéo estabelecida por Arendrup et al. (2020) para a
espécie Candida albicans, cepas com CIM superior a 4 pug/mL para fluconazol séo
consideradas resistentes, enquanto aquelas com CIM igual ou inferior a 2 pg/mL séo
classificadas como sensiveis. Diante dessa definicdo, todos os isolados utilizados no
presente estudo foram classificados como resistentes para fluconazol. O que difere
do encontrado por Fay e colaboradores em (2018), onde a cepa padrao ATCC14053

apresentou presentou CIM de 0,25 pg/mL para o0 mesmo farmaco.

b

Essa variacdo pode estar relacionada a heterogeneidade da amostra do
farmaco empregado ou a capacidade adaptativa do fungo. As modificacdes
observadas podem envolver mecanismos como alteracdes no sitio de acdo do
antifangico, aumento da eficiéncia de bombas de efluxo responsaveis pela remocéo
do farmaco da célula fangica ou o desenvolvimento de vias metabdlicas alternativas

gue permitem a sobrevivéncia do microrganismo, contornando a a¢do do antifungico.
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Apesar da mudanca do perfil de sensibilidade, as cepas de Candida albicans
demonstram boa sensibilidade aos extratos deste trabalho. Assim, pode ser inferido
gue os microrganismos também apresentem diferentes respostas aos compostos
fitoquimicos das plantas, sendo necessario incluir a espécie particular em estudos que
objetive extrair informagdes relacionadas a estes bioativos (Cartaxo-Furtado et al.,
2015).

Destaca-se que a cepa-controle C. krusei ATCC 6258, ao apresentar uma CIM
de 64 pg/mL, esta em conformidade com o intervalo de CIM definido pelo EUCAST
para essa espécie, que varia entre 64 pg/mL e 16 pg/mL, validando os resultados das
CIMs dos demais isolados (EUCAST, 2020). Além disso, é importante ressaltar que a
espécie C. krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol, o que justifica os valores
elevados de CIM observados para cepas dessa espécie, assim como nos 2 isolados
clinicos ICO1 e IC02 (Jamiu et al., 2021).

Para esta cepa, € relevante destacar que os resultados obtidos no teste de
(CIM) da propolis, apesar de apresentarem 0s maiores valores entre as outras
espécies, se mantiveram dentro do padrao definido por Nascimento e colaboradores
(2009), que considera concentracdes entre 50 e 500 pg/mL como indicativas de
elevada atividade antimicrobiana, reforcando, assim, os achados positivos do

presente trabalho.

Ambos o0s isolados clinicos de C. tropicalis testados neste trabalho se
comportaram como sensiveis para fluconazol, apresentando CIM de 1 pg/mL. Candida
tropicalis tem sido amplamente considerada a segunda espécie de Candida mais
virulenta, sendo precedida apenas por C. albicans. Além disso, essa espécie se
destaca por sua capacidade de formar biofilmes, um fator crucial para sua viruléncia
e resisténcia a tratamentos antifingicos, especialmente em infec¢des invasivas (Zuza-
Alves; Silva-Rocha; Chaves, 2017). Nesse contexto, os resultados observados com o
extrato de propolis em nosso estudo sao de grande relevancia, pois sugerem uma
alternativa terapéutica potencial para o tratamento de infec¢cdes por C. tropicalis

resistentes a antifingicos convencionais.
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6 CONCLUSAO

A prépolis vermelha, uma resina produzida por abelhas a partir de exsudatos
vegetais, tem despertado amplo interesse cientifico devido as suas diversas
propriedades biologicas. Estudos indicaram que sua composi¢do quimica € rica em
compostos fendlicos, flavonoides e taninos, que estdo diretamente associados as
atividades antioxidantes e antimicrobianas. A atividade antioxidante da prépolis
vermelha € atribuida a esses compostos, que neutralizam radicais livres e previnem
danos oxidativos em células e tecidos. Os valores encontrados sugerem uma
capacidade moderada de sequestro dos radicais livres DPPH, esse valor esta dentro
da faixa comum observada para a prépolis vermelha, que varia conforme a origem e
0 método de extragdo. Além disso, o0 extrato etandlico de propolis vermelha
demonstrou atividade antifungica significativa contra diferentes espécies de Candida,
incluindo Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis. Os valores de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) variaram conforme a espécie, evidenciando
uma eficacia modulada por fatores intrinsecos, como mecanismos de viruléncia e
resisténcia antifungica. Esses achados sugerem que a propolis vermelha € uma fonte
promissora de compostos bioativos com potencial terapéutico, especialmente no
tratamento de infeccfes fungicas e na prevencao de danos oxidativos. Os resultados
corroboram o uso tradicional dessa substancia, reforcando a importancia do
conhecimento empirico popular como guia para estudos farmacobotanicos.
Entretanto, investigacdes adicionais sdo indispensaveis para elucidar plenamente os

mecanismos de agao e para avaliar sua seguranca e eficacia em aplicacdes clinicas.
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