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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Este estudo in vitro investiga o efeito antimicrobiano de um produto natural amplamente aceito
pela populagdo, com baixo custo e facil acesso. A metodologia empregada ¢ reprodutivel e
compativel com os principais comités de teste de suscetibilidade antimicrobiana, o que garante
a confiabilidade dos resultados. Os dados inéditos obtidos sobre a combinagdao do produto
natural com antifingicos clinicos atualmente em uso e seu efeito sobre o biofilme oferecem
novas perspectivas para estudos de tratamentos mais eficazes. Considerando que os
antifungicos clinicos apresentam longos periodos de desenvolvimento, a combinagdo proposta
pode representar uma alternativa promissora, potencialmente acelerando a disponibilidade de
novos tratamentos. Além disso, a acessibilidade do produto natural pode reduzir os custos com
tratamentos e ampliar o acesso a saude, beneficiando comunidades de menor poder aquisitivo
e oferecendo uma solugdo viavel em contextos de baixa infraestrutura médica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This in vitro study investigates the antimicrobial effect of a natural product widely accepted by
the population, characterized by its low cost and easy accessibility. The methodology employed
is reproducible and aligned with the standards of major antimicrobial susceptibility testing
committees, ensuring the reliability of the results. The novel data obtained on the combination
of the natural product with currently used clinical antifungals and its effect on biofilm offer new
perspectives for studies on more effective treatments. Considering that clinical antifungal
agents require lengthy development periods, the proposed combination could represent a
promising alternative, potentially accelerating the availability of new treatments. Moreover, the
accessibility of natural products may reduce treatment costs and expand access to healthcare,
benefiting low-income communities and offering a viable solution in contexts with limited
medical infrastructure.
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RESUMO

A levedura Trichosporon asahii faz parte da microbiota humana, causando principalmente in-
feccoes superficiais. No entanto, na ultima década tem causado infec¢des disseminadas em pa-
cientes imunocomprometidos, além de apresentar sensibilidade diminuida a maioria dos anti-
fangicos utilizados na rotina terapéutica. Considerando os desafios da pratica clinica para o
enfrentamento de infecgdes fingicas e o aumento de resisténcia aos antifungicos clinicos, bus-
cam-se alternativas terapéuticas nos produtos naturais. Assim, o presente trabalho teve como
objetivos determinar a atividade antifingica (concentragdo inibitdria minima - CIM e concen-
tracdo fungicida minima - CFM) in vitro do extrato etanolico de prépolis verde e de quatro
antifiingicos comerciais sobre células planctonicas de isolados clinicos de 7. asahii; avaliar a
interacdo entre os extratos com os melhores resultados de atividade antifingica in vitro com os
antifungicos anfotericina B e fluconazol; avaliar a capacidade antibiofilme (inibi¢ao e remogao)
do extrato de propolis verde frente aos isolados de 7. asahii; avaliar a ultraestrutura de biofilmes
de tratados com propolis; avaliar a citotoxicidade de diferentes concentragdes do extrato de
propolis verde sobre células animais. Foram estudadas dez cepas clinicas de 7. asahii mantidas
em micoteca, extrato de propolis verde alcoolico a 11,05% (m/v) e os antifingicos anfotericina
B, caspofungina, fluconazol e voriconazol. Os ensaios antimicrobianos in vitro foram realiza-
dos com base no EUCAST para determinacdo da CIM e CFM. Para anfotericina, caspofungina
e voriconazol, foram testadas concentragdes de 0,03-16mg/L, para fluconazol de 0,25-128mg/L
e para a propolis de 2,15-1105mg/L. Os valores de CIM variaram entre 0,5mg/L e 4mg/L para
anfotericina B, 4mg/L e >16mg/L para caspofungina, 0,5 e 4mg/L para fluconazol e 0,06 e
0,5mg/L para o voriconazol. A CFM para anfotericina B variou entre 2 e 4 mg/L, >16mg/L para
caspofungina, 2 e 8 mg/L para fluconazol e entre 0,5 e 2 mg/L para voriconazol. Para a propolis,
os valores de CIM e CFM variaram entre 276,25 e 552,2mg/L. Ao combinar anfotericina B e
fluconazol com o extrato de prépolis, houve acao antagonista para ambas os compostos. Ensaios
de formagao de biofilmes mostraram que todas as cepas testadas foram capazes de produzir
biofilmes. O tratamento com o extrato de propolis foi realizado nas concentragdes 100%CIM,
75%CIM, 50%CIM, 25%CIM e 20%CIM e foi aplicada para analise de erradicacdo e inibig¢do
da formacgao de biofilmes. Nos ensaios de erradicagado, a reducao de biomassa foi observada em
todas as concentragdes testadas (1,6-99%), mas houve pouca alteracio na atividade metabdlica
(0,46-50,77%). Em contraste, nos ensaios de inibi¢do, houve redugdo de biomassa (5,3-100%)
e atividade metabolica (11,9-81,1%) para a maioria das concentracdes testadas. A erradicagao
de biofilmes analisada por Microscopia Eletronica de Varredura mostrou a redugao da comple-
xidade dos biofilmes formados apds o tratamento. O ensaio de citotoxicidade em fibroblastos
animais mostrou que as concentracdes de 69,06 mg/L, 138,125 mg/L € 276,25 mg/L sdo toxicas,
mas a viabilidade celular aumenta nas concentragdes mais altas testadas. Os resultados mostra-
ram o efeito inibitdrio do extrato de propolis verde sobre as cepas clinicas de 7. asahii, consi-
derados importantes para apoiar estudos de seu uso como potencial alvo terapéutico ou adju-
vante para o tratamento das infec¢des flingicas.

Palavras-chave: Antifiingicos, Produtos naturais, viruléncia



ABSTRACT

The yeast Trichosporon asahii is part of the human microbiota, mainly causing superficial in-
fections. However, in the last decade, it has been responsible for disseminated infections in
immunocompromised patients, in addition to exhibiting reduced susceptibility to most antifun-
gals used in routine therapy. Considering the challenges of clinical practice in managing fungal
infections and the increasing resistance to clinical antifungals, natural products have been ex-
plored as alternative therapies. Thus, the present study aimed to determine the in vitro antifun-
gal activity (minimum inhibitory concentration - MIC and minimum fungicidal concentration -
MFC) of the ethanolic extract of green propolis and four commercial antifungal agents on
planktonic cells of clinical isolates of 7. asahii; to evaluate the interaction between the extracts
with the best antifungal activity in vitro and the antifungals amphotericin B and fluconazole; to
evaluate the anti-biofilm capacity (inhibition and removal) of the green propolis extract against
T. asahii isolates; to assess the ultrastructure of biofilms treated with propolis; and to evaluate
the cytotoxicity of different concentrations of the green propolis extract on animal cells. Ten
clinical strains of 7. asahii maintained in a microbiological collection were studied, along with
alcoholic green propolis extract at 11.05% (m/v) and the antifungals amphotericin B, caspofun-
gin, fluconazole, and voriconazole. In vitro antimicrobial assays were performed based on EU-
CAST guidelines to determine the MIC and MFC. For amphotericin B, caspofungin, and
voriconazole, concentrations of 0.03-16 mg/L were tested, for fluconazole 0.25-128 mg/L, and
for propolis 2.15-1105 mg/L. MIC values ranged from 0.5 mg/L to 4 mg/L for amphotericin B,
4 mg/L to >16 mg/L for caspofungin, 0.5 mg/L to 4 mg/L for fluconazole, and 0.06 mg/L to 0.5
mg/L for voriconazole. The MFC for amphotericin B ranged from 2 to 4 mg/L, >16 mg/L for
caspofungin, 2 to 8 mg/L for fluconazole, and 0.5 to 2 mg/L for voriconazole. For propolis,
MIC and MFC values ranged from 276.25 to 552.2 mg/L. When combining amphotericin B
and fluconazole with propolis extract, an antagonistic effect was observed for both drugs. Bio-
film formation assays showed that all tested strains were capable of producing biofilms. Treat-
ment with the propolis extract was performed at concentrations of 100% MIC, 75% MIC, 50%
MIC, 25% MIC, and 20% MIC and was applied to analyze biofilm eradication and inhibition.
In eradication assays, biomass reduction was observed at all tested concentrations (1.6-99%),
but there was little change in metabolic activity (0.46-50.77%). In contrast, in inhibition assays,
biomass reduction (5.3-100%) and metabolic activity reduction (11.9-81.1%) were observed
for most tested concentrations. Biofilm eradication analyzed by Scanning Electron Microscopy
revealed a reduction in the complexity of biofilms formed after treatment. Cytotoxicity assays
in animal fibroblasts showed that concentrations of 69.06 mg/L, 138.125 mg/L, and 276.25
mg/L were toxic, but cell viability increased at higher concentrations tested. The results showed
the inhibitory effect of the green propolis extract on clinical strains of 7. asahii, considered
important to support studies of its use as a potential therapeutic target or adjuvant for the treat-
ment of fungal infections.

Key words: antifungal, natural products, virulence
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1 INTRODUCAO

1.1. Infeccoes fliingicas e o cenario global

Os fungos sao organismos ubiquos com um amplo espectro de acdes ecoldgicas, podendo
ser decompositores, simbiontes, parasitas e patégenos (Shapiro; Robbins; Cowen, 2011). A
diversidade de fungos atualmente est4 estimada em 2,2 a 3,8 milhdes de espécies, estando 120
mil delas ja descritas e apenas em torno de 100 espécies sdo capazes de causar doengas em
humanos, caracterizando-se como patdgenos (Antonelli et al., 2023). As infecgdes superficiais,
de pele e unhas, sdo as mais comuns e podem afetar anualmente quase 2 bilhdes de individuos
pelo mundo, no entanto, as formas invasivas sdo mais graves (Munzen; Goncalves Garcia;
Martinez, 2023).

Nos tltimos anos, as infec¢des fungicas invasivas t€m emergido como uma preocupacao
significativa para a saude publica global. Estima-se que aproximadamente 6,5 milhdes de
pessoas sejam afetadas anualmente por essas condi¢des, incluindo aspergilose pulmonar
cronica, candidiase invasiva e outras infec¢des fungicas severas. A gravidade dessa situagdo ¢
evidenciada pela alta taxa de mortalidade associada a essas infec¢des, que varia entre 3 ¢ 8
milhdes de dbitos anuais. Observa-se que cerca de 68% dessa mortalidade pode ser atribuida a
casos ndo diagnosticados e, portanto, ndo tratados, destacando a necessidade urgente de
melhorias na detec¢do € no manejo dessas doengas (Denning, 2024).

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) reconheceu a crescente preocupacdo com as
infecgdes fungicas e, em 2022, publicou a Fungal Priority Pathogen List (FPPL) ou Lista de
Patdgenos Fungicos Prioritarios, em traducao livre, a primeira lista global sobre patégenos
flngicos que surgiu apos uma versao para bactérias, divulgada alguns anos antes. Essa lista
categoriza 19 grupos de fungos em trés niveis de prioridade — critica, alta e média — com o
objetivo de orientar os esforcos de pesquisa e desenvolvimento. A metodologia da OMS
baseou-se em uma analise de decisdo multicritério, levando em consideragao fatores como
mortalidade, incidéncia anual, e principalmente a resisténcia antifungica (WHO, 2022).
Contudo, alguns especialistas apontam que a lista da OMS pode nao abordar todas as entidades
fingicas de forma adequada e sugerem ajustes com base em critérios adicionais, como a
tendéncia nos ultimos 10 anos, o acesso a diagndsticos e tratamentos e a necessidade de uma
abordagem regionalizada considerando a distribui¢ao global, uma vez que a carga de doenca
fingica varia significativamente entre diferentes regides (Casalini; Giacomelli; Antinori, 2024).

Além disso, uma pesquisa recente aponta que as mudangas climdticas podem estar

desempenhando um papel crucial na adaptacio e expansdo dos fungos patogénicos, indicando
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que o aumento das temperaturas globais possa estar tornando os fungos mais termotolerantes,
0 que ndo s6 amplia sua viruléncia, mas também facilita sua proliferacdo em ambientes
anteriormente indspitos, como areas urbanas e habitats poluidos. Esse fenomeno contribui para
a emergéncia de novos patogenos fingicos e para o aumento da frequéncia e severidade de
surtos associados as mudancas climaticas. A populacdo socialmente vulneravel ¢
particularmente suscetivel aos efeitos dessas mudancas e a propaga¢do de doengas fiingicas, o
que ressalta a necessidade de maior conscientizagdo, investimento em pesquisa e politicas
publicas eficazes para mitigar os impactos das mudancas climaticas. A compreensao dessas
dinamicas ¢ fundamental para desenvolver estratégias de prevengao e tratamento mais eficazes,
tendo em vista a crescente importancia das infec¢des fingicas no cendrio global de satde
publica (Seidel et al., 2024).

Dentre os grupos que aparecem mais frequentemente envolvidos em infec¢des oportunistas
na forma invasiva estdo os géneros Candida spp., Aspergillus spp. e Cryptococcus spp.
(Bitterman; Marinelli; Husain, 2021). Além destes, o género Trichosporon spp. tem se
destacado como um fungo emergente em infec¢des sistémicas, sendo identificado como a
segunda maior causa de infec¢des invasivas originadas por leveduras em pacientes com doengas
hematologicas malignas (de Almeida Jinior; Hennequin, 2016), com mortalidade chegando a

86% em pacientes com COVID-19 (Benelli et al., 2022).

1.2. Trichosporon spp. e tricosporonose

As leveduras do género Trichosporon spp. pertencem ao Filo Basidiomycota, Subfilo
Agaricomycotina, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremellales e Familia Trichosporonaceae.
Sdo leveduras amplamente distribuidas na natureza e tém sido isoladas de diversos ambientes,
como solo, sedimentos, d4guas residuais, lodo, madeira e espécimes clinicos,
predominantemente em ambientes imidos € quentes, como as regides tropicais e temperadas
(Colombo; Padovan; Chaves, 2011). Além disso, também fazem parte da microbiota humana e
animal, colonizando o trato gastrointestinal, pele e membranas mucosas (Iyer; Ojcius, 2024;
Mehta et al., 2021).

O estudo realizado por Colombo et al. (2011) descreveu o género Trichosporon spp. em
50 espécies, divididas entre quatro clados. Entretanto, uma reclassificacao filogenética recente
da Classe Tremellomycetes, promoveu modificagdes taxondmicas significativas na familia
Trichosporonaceae (Liu ef al., 2015). As espécies foram reorganizadas em cinco géneros
distintos: Apiotrichum (21 espécies), Cutaneotrichosporon (10 espécies), Effuseotrichosporon

(1 espécie), Hagleromyza (1 espécie) e Trichosporon (12 espécies). A maioria das espécies
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anteriormente classificadas no género Trichosporon foram reclassificadas nos géneros
Apiotrichum, Cutaneotrichosporon e Trichosporon. Esta reavaliagdo permitiu uma
modernizagao taxondmica da classe Tremellomycetes, promovendo uma melhor compreensao
da evolugdo dos géneros e integrando a filogenia com aspectos bioquimicos, fisioldgicos e
caracteristicas reprodutivas de basidiomicetos unicelulares.

Em 2019, Takashima e colaboradores construiram, por meio de dados genomicos, relagdes
filogenéticas para avaliar o delincamento e caracterizagdo dos géneros pertencentes a
Trichosporonales. Os autores propuseram que seja realizada uma reanalise das denominagdes
taxondmicas, sugerindo a reavaliacdo do género Cutaneotrichosporon e a adi¢ao de dois novos
géneros que foram denominados como Pascua e Prillingera.

O género Trichosporon spp. ¢ composto por leveduras ndo encapsuladas formadoras de
hifas verdadeiras e septadas, com a presenga abundante de artroconidios. As colonias sao de
cor creme, imidas ou secas, com ou sem cobertura farindcea. Sao urease positiva e sua parede
exibe uma configuracdo multilamelar composta de 9% de quitina e -1,3-glucano. A estrutura
da parede celular com glucoronoxylomanona (GMX) pode contribuir para as propriedades
sorologicas das espécies do género (Kurtzman; Fell; Boekhout, 2011).

Embora a maioria das espécies de Trichosporon seja saprofita, algumas tém potencial
patogénico e podem causar micoses superficiais, além de condigdes sist€émicas graves como a
tricosporonose, especialmente em pacientes com imunodeficiéncias (Lima; Dias, 2024). A
tricosporonose profunda tem uma alta taxa de mortalidade e um progndstico desfavoravel. Os
pacientes que enfrentam desfechos fatais associados a Trichosporon spp. geralmente sdo
aqueles com leucemia, linfoma ou neutropenia profunda no momento da infec¢dao flingica
(Hennequin; de Almeida Junior, 2016).

No passado, as infec¢des fungicas invasivas (IFIs) por Trichosporon spp. eram menos
comuns devido ao uso de antifungicos derivados de triazol, como o fluconazol (Gomes et al.,
2014). Atualmente, observa-se uma reemergéncia deste patdgeno, possivelmente em razao da
introducao das equinocandinas, que sao frequentemente usadas para tratar infec¢des fungicas
invasivas em situagdes de alto risco (Sah et al., 2019). Como Trichosporon spp. apresenta
resisténcia intrinseca a esses medicamentos e somados a recente pandemia de COVID-19,
ambos contribuiram para o aumento de casos de tricosporonose. Estudos recentes indicam que
pacientes hospitalizados com COVID-19 apresentam um alto risco de desenvolver IFIs por
Trichosporon (Ali et al., 2021; Benelli et al., 2022; Cronyn et al., 2021; Sprute et al., 2022).

A tricosporonose pode se apresentar de duas formas, sendo elas, localizada ou disseminada.

No primeiro caso a infec¢do € delimitada a um 6rgdo ou a um sistema especifico, enquanto no
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segundo caso a infeccdo acomete mais 6rgaos ou sistemas, podendo inclusive se disseminar
para a corrente sanguinea (Jesus, 2018). A apresentagdo clinica mais comum ¢ a fungemia
(>70%), pneumonia e lesdes na pele, sendo que a taxa de mortalidade relacionada a estas
infec¢oes varia entre 50% e 70%. Apesar da importincia, fungemias por Trichosporon spp. sao
frequentemente negligenciadas e incorretamente diagnosticadas como infecg¢des sanguineas
ocasionadas por outras leveduras, especialmente Candida spp. (Singh et al., 2019).

A maioria das infec¢des invasivas por Trichosporon spp. provavelmente se inicia com a
colonizagdo das superficies mucosa e cutanea, seguida do rompimento da integridade da
superficie e subsequente disseminagdo por via hematogénica. Este rompimento pode ser
secundario a danos epiteliais induzidos por cateteres intravasculares ou quimioterapia. O uso
de antibioticos também pode aumentar a incidéncia e a extensdo da colonizagdo por meio da
destruicao da microbiota residente, elevando assim o risco da infec¢do invasiva (Castano;
Yarrarapu; Mada, 2022).

Entre as espécies de Trichosporon com potencial patogénico, 7. asahii, T. asteroides ¢ T.
mucoides sao responsaveis pela maioria dos casos de Trichosporonose, representando
importantes patdogenos oportunistas (Almeida Jr et al., 2016). Recentemente, achados clinicos
e microbioldgicos tem relatado outras espécies de Trichosporon como patégenos humanos
capazes de causar infec¢des invasivas (Francisco et al., 2019, 2024; Lara et al., 2021; Nath et
al., 2018).

Entre as espécies patogénicas, 7. asahii se destaca como um importante agente de infecgdes
invasivas em pacientes imunocomprometidos. Mais de 90% dos casos de tricosporonose tem
T. asahii como o agente etiologico. A maioria dos isolados ¢ resistente a anfotericina B, mas
sensivel aos azbis, embora o numero de cepas resistentes a azdis esteja aumentando (Kurakado
etal.,2021).

Apesar da crescente importancia do género Trichosporon na medicina contemporanea, o
tratamento de pacientes com tricosporonose permanece desafiador, uma vez que ha poucos
dados disponiveis em relagdo as atividades in vitro e in vivo de substancias antifiungicas contra

espécies clinicamente relevantes do género (Francisco ef al., 2019).

1.3. Fatores de viruléncia — biofilme
Apesar de Trichosporon spp. representar a segunda ou terceira levedura ndo-Candida mais
comum causando infec¢des invasivas, e com alta taxa de mortalidade em pacientes
imunossuprimidos, poucos estudos na literatura tém relatado os fatores de viruléncia envolvidos

na caracterizagdo dos isolados (Almeida et al, 2016; Chagas-Neto et al., 2009; Demir;
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Kustimur, 2014; Di Bonaventura et al., 2006; do Espirito Santo et al., 2020; Hazirolan; Kocak;
Karagoz, 2018; Iturrieta-Gonzalez et al., 2014; Lara et al., 2023; Sun et al., 2012).

Os fatores de viruléncia das espécies de Trichosporon sao complexos e variados, refletindo
a sua habilidade para causar infecgdes. Os principais fatores de viruléncia do género englobam
a composi¢do da parede celular, a evasdo do sistema imune, a plasticidade metabolica, a
presenca de enzimas liticas, o switching fenotipico e a formacao de biofilmes (Duarte-Oliveira
etal.,2017).

A formagdao de biofilmes, uma caracteristica marcante de Trichosporon spp., ¢
especialmente notdvel, pois aumenta a resisténcia aos antifingicos e a resposta imune do
hospedeiro. Biofilmes sdo comunidades altamente estruturadas de microrganismos que se
aderem a superficies ou entre si, envoltos em uma matriz extracelular protetiva. Esses biofilmes
sao formados por células sésseis, que sdo aderidas a uma superficie e distintas das células
planctonicas, que permanecem livres e homogéneas no ambiente. Estima-se que cerca de 80%
dos microrganismos no ambiente estejam associados a biofilmes, refletindo sua importancia
ecoldgica e clinica (Ramage et al., 2012).

A formacao de biofilmes oferece diversas vantagens adaptativas para os microrganismos
(Flemming et al., 2016). Eles proporcionam protecdo contra estresses fisicos e quimicos,
possibilitam a cooperacao metabdlica entre as células e permitem uma regulacao génica baseada
na comunidade. Durante as fases iniciais do desenvolvimento de biofilmes, bombas de efluxo
sdo ativadas para remover agentes antimicrobianos e outros fatores prejudiciais. A medida que
o biofilme amadurece, a densidade da estrutura pode atuar como uma barreira fisica adicional,
tornando os microrganismos menos suscetiveis a fatores de crescimento e pressionando a
resisténcia. Esses biofilmes podem, portanto, exibir uma resisténcia fingica induzivel, regida
por uma série de vias moleculares que regulam tanto o desenvolvimento do biofilme quanto a
homeostase celular (Di Bonaventura ef al., 2006). Em estudos comparativos, Trichosporon spp.
mostrou uma capacidade de formacdo de biofilmes semelhante ou até superior a de Candida
spp., com cé€lulas formadoras de biofilmes sendo significativamente mais resistentes a
antifiingicos como o voriconazol (Iturrieta-Gonzalez et al., 2014).

Di Bonaventura et al., (2006) foram os primeiros a descreverem, por meio da microscopia
eletronica, a cinética da formacao de biofilmes e o desenvolvimento sobre superficies de
poliestireno por cepas de 7. asahii, relatando a rapidez com que esta espécie realizou adesdao
neste material. Ressalta-se que infecgdes invasivas por Trichosporon spp. sdo usualmente
associadas ao uso de cateteres (Urs et al., 2018). Estudos vem sendo realizados para avaliar o

papel do biofilme durante o curso de uma infec¢ao por espécies Trichosporon, principalmente
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T. asahii (Almeida et al., 2016; Cordeiro et al., 2017; Di Bonaventura et al., 2006; do Espirito
Santo et al., 2020; Hazirolan; Kogak; Karagoz, 2018; Iturrieta-Gonzélez et al., 2014; Kurakado
etal.,2023; Lara et al., 2019; Montoya et al., 2018; Paldrychova et al., 2019; Sun et al., 2012).

Estudos recentes também revelaram que a formagdo de biofilmes ¢ uma caracteristica
significativa em cepas de 7. asahii. Em estudo de Lara et al. (2023), todos os isolados de T.
asahii testados demonstraram a capacidade de formar biofilmes, com a maioria sendo
classificados como fortes produtores. Ao avaliar a producdo junto com outras espécies do
género, 1. asahii apresentou o maior numero de isolados classificados como fortemente
produtores de biofilmes entre os fungos testados. Comparagdes entre a concentragdo inibitoria
minima (CIM) de células em biofilmes e células planctonicas mostraram que a CIM aumentou
de 2 a 66 vezes em biofilme.

A formagao de biofilmes por 7. asahii contribui para a persisténcia no tecido infectado e a
resisténcia a infecgdes, o que pode levar a complicagdes significativas para os pacientes e
implicar custos elevados para os sistemas de saude. Assim, novas estratégias de tratamento para
infec¢des associadas a biofilmes sdo essenciais para enfrentar esses desafios clinicos e melhorar
os resultados para os pacientes (Duarte-Oliveira ef al., 2017).

Com a capacidade de adaptagdo rapida e a presenca de multiplos fatores de viruléncia,
Trichosporon spp. representa um desafio significativo para o tratamento de infecgdes fungicas,
especialmente em ambientes hospitalares onde biofilmes e dispositivos médicos como catéteres

sdo comuns (Lara et al., 2023; Montoya; Gonzélez, 2014).

1.4. Terapia antifungica

O tratamento de infecgdes flingicas invasivas sist€émicas ¢ um campo complexo e
desafiador da medicina. As infec¢des fungicas, que podem ser graves e dificeis de tratar, sdo
combatidas com uma variedade de antifiingicos classificados em quatro principais categorias:
polienos, azois, equinocandinas e pirimidinas. Cada uma dessas classes possui caracteristicas
distintas, mecanismos de acdo e limitacdes. Recentemente, uma nova classe de antifungicos, os
triterpenoides como o ibrexafungerp, tem mostrado promissora eficacia e esta avancando para
o uso clinico, o que representa um avanco significativo no arsenal contra infec¢des fiingicas
(Puumala et al., 2024).

Os polienos, como a nistatina e a anfotericina B, foram pioneiros no tratamento de
infecgoes fungicas, em uso desde a década de 1950. Atualmente a anfotericina B € uma das
principais escolhas contra doencas fliingicas sistémicas invasivas. O mecanismo de acdo dos

polienos ¢ baseado em moléculas anfipaticas que se ligam ao ergosterol na membrana
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plasmatica dos fungos formando grandes agregados extra membranosos droga-lipidio. Estes
agregados se intercalam com a membrana fingica formando canais que viabilizam a saida de
ions. Esse processo remove o ergosterol da membrana, resultando em alteragdes estruturais e
funcionais que comprometem a integridade da célula fingica. Apesar de sua poténcia e amplo
espectro de atividade, os polienos tém limitagdes significativas, como baixa biodisponibilidade
oral e toxicidade para os hospedeiros (Shapiro; Robbins; Cowen, 2011).

Dentre as espécies do género Trichosporon, T. asahii ¢ a que mais apresenta valores
elevados de CIMs frente a anfotericina B (Tsai et al., 2012). De Almeida Janior; Hennequin
(2016) avaliaram diferentes estudos que realizaram teste de suscetibilidade para anfotericina B
em isolados clinicos de 7. asahii, obtendo valores de CIM entre 1 e 64 mg/L. Arabatzis et al.
(2014) obtiveram valores de CIM > 2 mg/L em 58% dos isolados testados. A taxa de resisténcia
de T. asahii para anfotericina B € a maior entre os antifingicos usados na pratica clinica (Abbes
etal.,2021).

Introduzidos na clinica na década de 1980, os azodis se tornaram a classe padrao de
antifungicos para o tratamento de micoses invasivas. Esses compostos sintéticos, que incluem
triaz6is e imidazois, atuam bloqueando a biossintese de ergosterol, um componente essencial
da membrana celular dos fungos. Eles inibem a enzima lanosterol 14-oa-demetilase, codificada
pelo gene ERGI1, levando ao acumulo de um esterol toxico, o 14-a-meil-3,6-diol, causando
estresse na membrana celular fungica (Puumala ef al., 2024).

Os azodis tem apresentado melhor atividade antiflingica in vivo e in vitro sobre
Trichosporon spp. quando comparado aos demais antifungicos (Francisco et al., 2019), sendo
que pesquisas descrevem o voriconazol como uma opc¢ao terap€utica para infeccdes por
Trichosporon spp. (Colombo; Padovan; Chaves, 2011; Lee; Koh, 2020a). Ao analisar os
mecanismos de resisténcia aos antifingicos em isolados de 7. asahii, encontraram uma
frequéncia de resisténcia em 87% dos isolados frente a anfotericina B, 16,1% frente ao
fluconazol e 3,2% frente ao voriconazol.

As equinocandinas desenvolvidas no inicio dos anos 2000, compreendem uma classe
importante de antifingicos. Esses compostos semissintéticos lipopeptidicos inibem a enzima
1,3-B-D-glucano sintase, essencial para a sintese de um componente crucial da parede celular
fungica. Quando essa parede perde a integridade, caracteriza-se um processo de estresse. As
equinocandinas como caspofungina, micafungina e anidulafungina sdo ineficazes contra
Trichosporon, que apresentam resisténcia intrinseca amplamente conhecida, exibindo elevados
valores de CIM (Almeida et al., 2016; Colombo; Padovan; Chaves, 2011; de Almeida Junior;
Hennequin, 2016; Francisco ef al., 2019; Shapiro; Robbins; Cowen, 2011).
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O desenvolvimento continuo de novos antifungicos € crucial para enfrentar as infecg¢des
fingicas resistentes. As estratégias atuais incluem a criagdo de novos agentes direcionados a
alvos especificos e a triagem de moléculas naturais e sintéticas com atividade antifingica
(Fuentefria et al., 2018). A aprovagdo do ibrexafungerp em 2021, a primeira nova classe de
antifungicos em duas décadas, representa um avanco significativo (Puumala et al., 2024). No
entanto, a resisténcia antifngica continua a ser um desafio consideravel, com a emergéncia de
resisténcia, frequentemente, ocorrendo mais rapidamente do que o desenvolvimento de novos
compostos. Isso destaca a importancia de entender os mecanismos evolutivos que contribuem
para essa resisténcia (Roy et al., 2023).

A inovagdo no design de farmacos, incluindo o uso de tecnologias gendmicas e o design
guiado de estruturas, oferece potencial para o desenvolvimento de novas terapias antifiingicas.
Contudo, a evolugdo constante da resisténcia e a complexidade dos patdgenos fingicos exigem
solugdes novas e adaptativas para melhorar o tratamento e prevenir a progressao das infec¢des
fingicas resistentes (Polvi ef al., 2015). Para combater a resisténcia antifungica, ¢ necessario
um esforco colaborativo entre a academia, clinicos, profissionais de satide publica e a industria.
A pesquisa ndo se concentra apenas na descoberta de novos compostos, mas também no
desenvolvimento de terapias combinadas que podem incluir antifungicos € compostos naturais
(Fuentefria et al., 2018).

Além disso, a resisténcia intrinseca a varios farmacos e a falta de identificacdo inicial da
infeccdo podem resultar em tratamentos inadequados ou tardios. Portanto, ¢ essencial
considerar Trichosporon spp. em infecgoes dificeis de tratar, especialmente em pacientes com
histérico de transplante e em contextos em que ha falha no tratamento com equinocandinas ou
anfotericina. A pesquisa continua ¢ necessaria para compreender melhor a epidemiologia, a
resisténcia antifingica e para aprimorar as estratégias de tratamento, com o objetivo ndo apenas
de reduzir a morbidade e mortalidade associadas a essas infecgdes (Liao ef al., 2015; Mariné et
al.,2015; Mehta et al., 2021), mas também de buscar por tratamentos mais eficazes e firmacos

cada vez mais seguras (Bentubo; Gompertz, 2014).

1.5. Produtos naturais
O aumento da variedade de patogenos associados com infecgdes flingicas ndo tem
encontrado correspondéncia com o numero de agentes antifungicos disponiveis para
tratamento. O desenvolvimento de terapias antifungicas diminuiu, infelizmente, pois a industria

farmacéutica tem dado menor atengdo a essas patologias.
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Limitacdes na eficacia e na tolerancia destes agentes em uso, falha na resposta clinica e
grande toxicidade tem sido relatadas. Além disso, destaca-se o aumento da resisténcia destes
microrganismos aos farmacos usuais, a qual pode estar associada tanto a processos de evolugao
natural do microrganismo ou a estados fisiologicos da célula como planctonicos ou sésseis e
quanto ao uso indiscriminado destes compostos (Lara et al., 2023).

Este cenario de crescente tolerancia aos antifungicos e desenvolvimento de resisténcia
secundaria (adquirida) de amostras clinicas de Trichosporon spp., associado as poucas opgdes
terapéuticas atuais do mercado, tem estimulado a pesquisa de novas substancias com potencial
antifungico, tais como os produtos de origem natural (Fuentefria et al., 2018; Padovan et al.,
2019).

Neste contexto, as plantas sdo um grande reservatorio, ainda com grande potencial de
descoberta de compostos naturais bioativos que podem ser de grande interesse na industria
farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e da satude, e por isso, é crescente o interesse dos
pesquisadores nos mais diversos aspectos relacionados a esses compostos (Veiga Junior; Pinto;
Maciel, 2005). As principais propriedades buscadas pela ciéncia sdo: anticancer,
imunoestimuladora, anti-inflamatdria, antioxidante, neuroprotetivas e hepatoprotetivas.

A utilizagdo de plantas para a pratica medicinal ¢ uma das formas mais antigas de medicina
tradicional da humanidade e costuma ter grande aceitagdo por parte da populagdo. Apesar da
grande evolu¢do da medicina atualmente, populacdes socialmente vulneraveis como indigenas,
quilombolas, ribeirinhos, ou individuos de baixa renda podem ter dificuldade de acesso ao
sistema de saude para atendimento, fazendo, assim, uso de fitoterapicos devido a tradigdo e
facilidade de obtengdo, principalmente em paises em desenvolvimento (Veiga Junior; Pinto;
Maciel, 2005). O comércio de fitoterapicos e produtos naturais estd muito relacionado a
mercados e feiras populares, onde ha a disponibilidade de produtos sem fiscalizacdo e controle
de qualidade, que muitas vezes podem interagir entre si ou com medicamentos da medicina
convencional de forma prejudicial. Assim, ¢ essencial que esses produtos € suas combinagdes
sejam avaliados e os efeitos colaterais ou toxicos disponibilizados para conscientizagdo da
populagdo (Shibata et al., 2012).

Considerando a importancia das infec¢des fingicas e as barreiras envolvidas no
desenvolvimento de novos antifungicos, Bozd et al., (2016) testaram in vitro e in vivo a
combinagdo de farnesol, um composto natural encontrado em o6leos esséncias de diversas
plantas, com antifungicos de forma a avaliar a agdo como adjuvante contra células planctonicas
e biofilmes. Apesar de resultados anteriores indicarem efeito in vitro positivo, a combinagao

entre o composto e o fluconazol nao apresentou efeito adjuvante nem efeito antagonista em
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infeccdes por Candida spp. O estudo publicado por Paldrychové et al., (2019) buscou avaliar o
efeito do resveratrol em biofilmes de Trichosporon cutaneum. Os autores relataram que o
composto teve a¢ao antibiofilme tanto para inibicao como para erradicagdo, com efeito similar
a anfotericina B, podendo ser utilizado como agente antibiofilme. Yang et al., (2023)
analisaram a propriedade antifingica da alicina, o principal composto ativo com atividade
antimicrobiana de amplo espectro encontrado no alho, contra cepas de 7. asahii, concluindo
que o crescimento de células planctonicas e biofilmes ¢ inibido significativamente in vitro.
Além disso, in vivo, a alicina melhorou o tempo de sobrevivéncia de ratos com tricosporonose
e reduziu a carga fingica nos tecidos.

Considerando a variedade de propriedades farmacéuticas associada a grande aceitacao
popular, os produtos apicolas sdo uma alternativa valiosa a ser considerada no estudo de
alternativas antifungicas. Kog¢ et al., (2011) avaliaram cinco produtos apicolas quanto a
habilidade de inibir o crescimento de leveduras, indicando a importante agdo no controle de
cepas resistentes a alguns antifungicos comerciais comuns na pratica clinica. Nesse estudo os
produtos apicolas com melhor atividade contra Candida spp e Trichosporon spp., foram: o mel,
como produto com menor habilidade, seguido de geleia real, polen e a propolis como produto

apicola de maior potencial na inibi¢do do crescimento desses fungos.
1.5.1. Propolis

A propolis ¢ um material produzido por abelhas a partir do exsudato de plantas (arvores,
flores, folhas e pdlen) que se misturam a cera e enzimas glandulares produzidas pelas proprias
abelhas, resultando num composto de consisténcia de resina. A coloracdo da prépolis depende
da composic¢ao vegetativa do entorno da colmeia, podendo variar do marrom escuro, passando
por tons esverdeados ao marrom avermelhado. A matéria bruta da propolis € entdo composta
de resina e balsamos (50%), cera de abelhas (30%), Oleos volateis (10%), polen (5%) e
impurezas (Sforcin, 2014). Esse composto apresenta propriedades biologicas e farmacoldgicas
conhecidas como imunomoduladora, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante,
antibacteriana, antiviral, antiparasitdria e antifingica (Almeida; Menezes, 2002; Augusto-
Obara et al., 2019; Auricchio et al., 2006, Barbosa et al., 2009; Da Silva et al., 2006; Jenny;
Kus; Szweda, 2024; Kurek-Gorecka et al., 2022; Leitao et al., 2004; Salomao et al., 2008).

Em relacdo a infecgdes fungicas, a propolis tém acdo efetiva no tratamento de infec¢des de
pele, atuando como agente antimicrobiano natural, mas as propriedades terapéuticas dependem
da forma e local de extragdao e concentracao do produto (Cerqueira; Cunha; Almeida-Aguiar,

2022; Passao; Almeida-Aguiar; Cunha, 2023).
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Pazin et al., (2019) analisaram o efeito da propolis verde sobre a espécie Pythium
ophanidermatum, concluindo que a propolis ¢ adequada para o controle desse fitopatogeno,
devido ao seu efeito inibitério sobre a espécie. Os autores também investigaram qual o
composto responsavel pela agdo fungicida, encontrando que o Artepilin C (3,5-diprenyl-p-
coumaric acid), ¢ o principal composto bioativo presente na propolis verde brasileira com agao
sobre os fungos. A agdo desse composto também foi observada por outros autores (de Sa Assis
et al., 2022; Santos et al., 2020; Wu et al., 2020). Pazin et al. (2019), concluiram que além da
composi¢ao quimica, os métodos de extracao da propolis também podem interferir nos ensaios
antimicrobianos.

Ao analisar a composi¢do quimica e antimicrobiana de propolis produzidas em vérias
regides da Europa, Hegazi ef al. (2000) descobriram que a propolis austriaca se destacou como
a mais eficaz contra Candida albicans, apresentando uma composi¢do quimica dominada por
acido trans-p-cumarico e pinocembrina. Nos extratos de propolis brasileiros, os compostos mais
comuns s3o fenolicos, especialmente acidos hidroxicindmicos como o p-cumarico € 0s
cafeoilquinicos. O conhecimento desses principios ativos ¢ fundamental para a padronizagao
dos produtos. Salomdo et al., (2008) investigaram a composicdo quimica e a atividade
antimicrobiana de diferentes tipos de propolis brasileiras, constatando que a atividade
antifiingica ¢ semelhante em todas as variedades analisadas. Auricchio et al. (2006) estudaram
propolis disponiveis para comercializacao e, apos seguir as dilui¢des indicadas nos rétulos, nao
observaram atividade antimicrobiana, sublinhando a importancia da padronizacdo na obteng¢ao
de extratos para garantir suas propriedades eficazes.

A toxicidade da propolis foi estudada por diversos autores (Burdock, 1998; da Silva et al.,
2015; De Luca et al., 2017; Farida et al., 2022; Islam et al., 2024; Queiroga et al., 2023a; Silva
et al., 2022; Tanugur Samanci et al., 2022), e tem sido amplamente estudada em modelos
animais e culturas celulares, revelando uma gama de resultados que evidenciam tanto a
seguranca quanto as precaugdes necessarias para seu uso. Em geral, a toxicidade aguda da
propolis parece ser baixa, como demonstrado por estudos recentes (De Luca et al., 2017; Farida
etal.,2022; Islam et al., 2024; Kischkel et al., 2020). Farida et al., 2022, obtiveram uma DL50
> 5g/kg, sem observar sintomas de toxicidade ou anormalidades em ratos. Estes resultados sdao
corroborados por estudos que investigaram a toxicidade da propolis vermelha brasileira em
modelo animal invertebrado (Caenorhabditis elegans), indicando que a substancia ¢ atoxica em
concentragdes abaixo de 750 pg/mL.

Entretanto, alguns estudos alertam para os efeitos adversos do uso excessivo de propolis.

Segundo Castaldo e Capasso (2002), doses superiores a 15 g/dia podem causar reacdes alérgicas
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e irritacdo de pele ou mucosas. Isso sugere que, apesar da baixa toxicidade em concentragdes
normais, a seguranga da propolis pode ser comprometida em doses elevadas. da Silva et al.,
(2015), encontraram efeitos toxicos em machos de modelos animais quando administrados com
doses de 200 mg/kg do extrato hidroetanodlico de prépolis vermelha, sugerindo possiveis
atividades estrogénicas associadas as isoflavonas presentes no extrato. Portanto, cautela ¢
recomendada, especialmente em pacientes com condi¢des de pele como eczema e urticaria.
(Castaldo; Capasso, 2002). Esses dados sugerem que, enquanto a propolis geralmente apresenta
baixa toxicidade, a avaliacdo cuidadosa ¢ necessaria para garantir a seguranca em diferentes
contextos de uso e tipos celulares.

Com esse potencial observado na literatura, estudos in vitro realizados com extratos
quimicamente caracterizados se tornam essenciais na obten¢ao de dados relevantes sobre a agao

desse produto em relagdo a alguns patdgenos, principalmente fungicos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a agdo da prépolis sobre células planctonicas e sésseis (biofilme).

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a concentracao inibitoria minima dos antifiungicos comerciais fluconazol,
voriconazol, caspofungina e anfotericina B frente a células planctonicas de isolados
clinicos de T. asahii.

e Determinar a concentracdo inibitéria minima do extrato de prépolis verde frente a
células planctonicas de isolados clinicos de 7. asahii.

e Determinar a concentragdo fungicida do extrato de propolis verde frente a células
planctonicas de isolados clinicos de 7. asahii.

e Avaliar a interagdo entre os extratos com os melhores resultados de atividade antifin-
gica in vitro com os antifungicos anfotericina B e fluconazol.

e Avaliar a capacidade antibiofilme (inibi¢cdo e remocgdo) do extrato de propolis verde
frente aos isolados de T. asahii;

e Avaliar por meio de microscopia eletronica, a ultraestrutura de biofilmes tratados com
propolis;
e Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentragdes do extrato de propolis verde sobre

células animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Instituicio sede
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Micologia e Parasitologia do Nucleo de

Ciéncias Biomédicas do Instituto Adolfo Lutz, Centro de Laboratorios Regionais de Bauru —

CLR II- Bauru, SP.

3.2. Isolados de Trichosporon asahii
Foram estudadas dez cepas clinicas de 7. asahii isoladas de urina, abcesso de ferida, pele

inguinal, unha e mucosa oral. Esses isolados compdem a micoteca do Laboratério de Micologia
e Parasitologia do Nucleo de Ciéncias Biomédicas do Instituto Adolfo Lutz, CLR II Bauru-
SP. Os isolados estdo mantidos criopreservados a -80°C e foram identificados fenotipica e
genotipicamente em estudo anterior (Lara et al., 2023) por meio do sequenciamento da regido
IGS e por espectrometria de massa MALDI-TOF. Como controles, foram utilizadas as cepas
de referéncia: Candida parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) e Trichosporon
asahii (CBS 2479).

Quadro 1 - Origem e sitio de isolamento dos dez isolados clinicos de Trichosporon asahii.

Isolado Origem Sitio de isolamento

1 Clinica humana Urina

2 Clinica humana Urina

3 Clinica humana Urina

4 Clinica humana Urina

5 Clinica humana Abcesso de ferida cirurgica
6 Clinica humana Urina

7 Clinica humana Pele inguinal

8 Clinica humana Pela inguinal

9 Clinica animal Mucosa oral
10 Clinica humana Unha

3.3. Extrato de propolis verde brasileira
O extrato alcodlico de propolis verde brasileira (EPP-AF®, Lote 200300223, Certificado

de Analise - Anexo 1) utilizado no presente trabalho, foi produzido e fornecido pela empresa
Apis Flora Indl. Coml (Ribeirdo Preto, Sao Paulo). As atividades biologicas e de seguranga do
extrato foram estudadas em modelos experimentais. A composi¢do quimica foi considerada
reprodutivel e o processo de producgdo e extragao foi padronizado (Berretta et al., 2023; Bobis
et al., 2023; Cusinato et al., 2019). A padronizagdo ¢ um processo importante para garantir a

composi¢do quimica qualitativa e quantitativamente. A extracdo da propolis foi realizada pelos
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técnicos da empresa, utilizando etanol e dgua purificada e envolveu etapas de maceragdo e
percolacdo da prépolis, seguido de evaporacdo do solvente em condi¢des controladas de
temperatura e pressao, € o extrato resultante foi solubilizado em propilenoglicol. A
caracterizacdo quimica foi feita por meio de HPLC/DAD. A solug¢do de propolis, que foi
utilizada como solucdo de partida deste estudo, foi preparada na concentragdo de 11,05%,
(m/v), ou 110.500 mg/L. Para a realizagdo dos testes, foram produzidas diversas diluigdes a
partir da solucdo estoque a 110.500 mg/L utilizando solugdes hidroalcdolicas a 65% como
solvente.

3.3.1.Preparo de solucio hidroalcoolica para diluicio do extrato de propolis

Foi utilizado alcool etilico 95% (Exodo Cientifica) refrigerado para a produgio da solugao
hidroalcéolica a 65% (Berretta et al., 2023). Utilizando uma proveta de 1L, foram adicionados
0,684L de alcool etilico a 95%. A proveta foi completada com agua destilada estéril e um
alcoometro de Gay-Lussac (Incoterm) foi inserido na solugdo. A leitura do menisco foi
realizada visualmente. Em seguida, utilizando um termdmetro, foi realizada a medi¢do da
temperatura da solugdo. O teor alcoolico foi calculado de acordo com a tabela de corre¢ao do

alcoometro para a temperatura da solugao.

3.4. Teste de sensibilidade aos antifiingicos — células planctonicas
3.4.1. Preparo de solucoes de antifiingicos comerciais

Foram utilizados os antifungicos anfotericina B (Chemgold), caspofungina (Sigma),
fluconazol (Sigma) e voriconazol (Sigma), obtidos comercialmente. Os antiflingicos foram
preparados de acordo com as padronizacdes preconizadas pelo documento EDef 7.3 do
EUCAST (Guinea et al., 2023). O solvente utilizado foi dimetilsulfoxido (DMSO) para todos
os antifingicos testados. Para anfotericina B, caspofungina e voriconazol, as concentragdes
preparadas foram de 0,03-16 mg/L. Para o fluconazol, as solugdes preparadas tinham
concentragoes de 0,25-128 mg/L. Os antifingicos foram pesados utilizando balanga analitica
(Shimadzu AUY 220) em recipiente estéril e diluidos em DMSO filtrado em membrana
milipore 0,22 um. As solucdes de cada antifungico foram, entdo, misturadas ao meio RPMI
suplementado com 2% de glicose. Para cada antifingico, 100 pL de cada solugdo com
concentracgao distinta, foram colocados em pocos de placas de poliestireno de 96 pogos. Apos,
as placas foram congeladas em freezer — 80 °C até o momento da realizagao do teste. As colunas
1 e 12 foram deixadas para serem preenchidas no momento da realizagdo como controles de

crescimento e de esterilidade do meio.
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3.4.2. Preparo das dilui¢cées do extrato de propolis

Foram realizadas dilui¢des do extrato de propolis a partir da solug¢do de partida a 11,05%
(m/v) ou 110.500 mg/L, para a producao de solu¢des de concentragdes de 215 mg/L até 110.500
mg/L utilizando como solvente a solucdo hidroalcdolica 65% como descrito no topico 3.3.1. As
diluicdes do extrato de propolis foram realizadas com base no documento do EUCAST E.Def
7.4 (Guinea et al., 2023) para teste de suscetibilidade a antifingicos, utilizando o extrato de
propolis como composto antiflingico e a solugdo hidroalcdlica a 65% como solvente. O meio
de cultura utilizado para produzir as solugdes de 2,15 a 1.105 mg/L foi o meio RPMI

suplementado com 2% de glicose.

3.4.3. Preparo do in6culo

As leveduras foram semeadas 48 horas antes dos testes, em placas de Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) a 36°C, utilizando a semeadura por esgotamento de forma a viabilizar o
crescimento isolado das coldnias. Um indculo foi preparado utilizando cinco colonias em 4 mL
de 4gua destilada estéril. A suspensdo foi agitada a 2.000 rpm por 15 segundos e em seguida a
turbidez foi corrigida para corresponder a escala de 0,5 de MacFarland (1-5 x 10° UFC/mL). A

suspensao foi utilizada em até 30 minutos apos o preparo para manter a viabilidade das células.

3.4.4. Determinacido da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) — antifingicos
comerciais

A determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada por meio de micro
diluicao em caldo, de acordo com o documento EUCAST EDef 7.4 (J. Guinea et al., 2023). No
momento da realizagdo do teste, uma placa ja preparada com as concentragdes do teste foi
descongelada. Apds descongelamento, 100 pL. de meio RPMI + 2% de glicose foram
adicionados as colunas 1 e 12 da placa de poliestireno como controles de crescimento e
esterilidade. O preparo do inoculo foi realizado de acordo com o descrito no topico 3.4.3. Em
seguida, foi realizada uma suspensio de trabalho de 1-5 x 10° UFC/mL a partir de uma dilui¢io
1:10 do indculo preparado. Apds, foram inoculados 100 pL da suspensdo de trabalho em cada
poco da placa, incluindo os controles de crescimento. As cepas de referéncia Candida krusei
ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foram incluidas em cada placa testada. As
placas foram incubadas a 35°C por 48h, ¢ a leitura realizada em espectrofotometro a 530 nm.
As placas foram validadas quando houve crescimento com absorbancia maior que 0,200 nos
pogos de controle de crescimento, e quando as cepas referéncia apresentaram valores de CIMs

como especificado no documento EUCAST EDef 7.4 (J. Guinea et al., 2023). A interpretagcdo
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dos valores considera: para anfotericina B, a CIMams > 90% de crescimento em relagdo ao
controle de crescimento (sem antiflingico) e para caspofungina, fluconazol e voriconazol a
CIMcasporrLucovorico = 50% de crescimento em relagdo ao controle de crescimento (sem
antifiingico).

3.4.5. Determinacdo da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM) — extrato de
propolis verde

O teste de suscetibilidade para o extrato de propolis verde alcodlico foi realizado por meio
da técnica de microdilui¢ao em caldo de acordo com o documento EUCAST E. Def 7.4 (Guinea
et al., 2023) com algumas modificagdes. Para a realizagao do teste, placas de poliestireno de 96
pocos foram preparadas contendo nas colunas de 2 a 11 as diferentes concentracdes de propolis
a serem testadas. As concentragdes utilizadas no teste foram: 2,15 mg/L, 4,31 mg/L, 8,63 mg/L,
17,26 mg/L, 34,53 mg/L, 69,06 mg/L, 138,125 mg/L, 276,25 mg/L, 552,5 mg/L e 1.105 mg/L.
No momento da realiza¢do do teste, um indculo padronizado foi preparado de acordo com o
topico 3.4.3, assim como uma suspensdo de trabalho que corresponde a 1-5 x 10° UFC/mL.
Cada poco da placa foi preenchido com 100 pL da suspensao de trabalho, correspondente para
cada amostra a ser testada. A coluna 1 foi utilizada como controle de esterilidade do meio, € ao
invés da solucdo padronizada que corresponde ao in6culo, foram colocados 100 pL de 4dgua
destilada estéril, do mesmo lote utilizado no preparo do inoculo. Para a coluna 12, que
representa o controle de crescimento, ndo houve adi¢do da solugdo com antifingico, apenas
meio RPMI+2% de glicose e indculo. Nesse esquema, cada linha da placa foi utilizada para o
teste de uma amostra, com dez diferentes concentragdes do extrato. Uma linha da placa foi
utilizada como controle de cor da solug¢do de propolis, sendo preenchida com 100uL de agua
destilada estéril adicionada de 100puL de solucdo de propolis nas diferentes concentragdes. Os
valores de absorbancia obtidos nesses pocos foram subtraidos do valor final da leitura, para
permitir calcular o a absorbancia apenas do crescimento fungico. A interpretagdo foi feita
considerando ClMprspolis = 100% de inibicdo em relagdo ao controle de crescimento (sem
propolis).

3.4.6. Determinaciao da Concentracio Fungicida Minima (CFM) — antifingicos
comerciais e extrato de propolis

Apos a leitura das CIMs, uma aliquota de 10 uL de cada pogo, incluindo controles de
crescimento ¢ esterilidade, foram semeados em placas de petri de Agar Sabouraud Dextrose

com cloranfenicol e incubados a 35°C por 24-48 horas. A Concentracdo Fungicida Minima
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(CFM) foi determinada pela menor concentragdo onde nao houve o crescimento fungico,

considerando auséncia de crescimento até cinco colonias fingicas.

3.5. Avaliagao da atividade combinada entre extrato de propolis e os antifiingicos
anfotericina B e fluconazol

Cinco amostras representativas foram selecionadas para avaliar a atividade sinérgica entre
diferentes concentracdes do extrato de propolis com diferentes concentragdes dos antifingicos
anfotericina B e fluconazol. Esses antifngicos foram selecionados dentre os quatro testados
por apresentarem os maiores valores de CIM, sem considerar a caspofungina, que ¢
caracterizada pela resisténcia intrinseca. A combinagdo dos produtos foi realizada por meio do
método do “Tabuleiro de Damas” traducao de (Cuenca-Estrella, 2004), por meio de um sistema
de microdilui¢ao com diluigdes 2x exponenciais. Uma faixa intervalar de sete concentragdes do
extrato foi utilizada em combinacdo com sete concentracdes de cada um dos antifingicos
clinicos. As concentragdes foram escolhidas a partir resultados obtidos nos ensaios de
suscetibilidade in vitro, a partir da determinag¢do da CIM.

O preparo das placas para o teste, foi realizado adicionando 50 pL de cada uma das
diluicodes do extrato de propolis em placas de poliestireno de 96 pogos, em posi¢ao horizontal
(linhas A ao H). Apds, foram adicionados 50 pL de cada uma das dilui¢des de antifungico
(anfotericina B ou fluconazol) em posicao vertical (colunas 3 a 9). A coluna 1 foi representada
pelo controle de esterilidade do meio e o controle de turbidez da prdpolis (controle negativo) e
no momento do teste, era preenchida com 100 pL de dgua destilada estéril do mesmo lote em
que foi preparado o indculo. A coluna 11 representou o controle do solvente utilizado na
diluicao dos extratos (solu¢dao hidroalcdlica, sem préopolis). A coluna 12 foi utilizada como
controle de crescimento e para a determinagdo da CIM do antifungico, e a linha A para a
determinag¢do da CIM do extrato de propolis. Dessa forma, cada placa continha diferentes
combinagdes entre a propolis e os antifungicos clinicos a serem testados em conjunto. As placas
preparadas poderiam ser utilizadas imediatamente ou vedadas com parafilme e armazenadas a
temperatura -80 °C para uso posterior.

Para a realizagdo do teste foram adicionados aos pogos, contendo as diferentes
combinagdes, 100 uL de um indculo padronizado na escala 0,5 de MacFarland, preparado como
descrito no topico 3.4.3. O indculo também foi adicionado aos pogos controles do extrato de
propolis, dos antifingicos e da solug@o hidroalcoolica. Apds, as placas foram incubadas a 35°C
por 48 horas. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 530nm, como definido pelo

EUCAST.
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O resultado obtido de uma combinacdo de diferentes concentragdes entre dois produtos foi
expresso na forma de um ICIF (Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionaria). O indice foi
calculado a partir da soma das Combinagdes Inibitoria Fracionaria (CIF) de cada produto. A

determinagdo do ICIF foi realizada da seguinte forma:

(CIM propolis em combinacdo)  (CIM antiftingico em combinagio)

ICIF =
CIM prépolis sozinho CIM antifingico sozinho

Valores de ICIF <0,5 indicaram interacao sinérgica; valores >0,5 até 4,0 auséncia de

interagdo e >4,0 indicaram antagonismo (Cuenca-Estrella, 2004).

3.6. Ensaio de formacao de biofilme
3.6.1. Erradicacio de biofilme por extrato de propolis verde

A técnica de formacdo de biofilme foi realizada de acordo com Ramage ef al. (2001) com
modificacdes sugeridas por Melo er al. (2011) e Lara ef al. (2023). O meio utilizado na
realizacdo do teste foi RPMI acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS e pH 7,0.
Foram adicionados 100 uLL de meio RPMI + 2% glicose em todos os pogos a serem utilizados
de uma placa de poliestireno de 96 pogos. Além dos isolados de Trichosporon, na placa também
foram testados a cepa controle Candida parapsilosis ATCC 22019 e controle negativo (meio
RPMI e 4gua destilada estéril do mesmo lote de preparo do inoculo).

As leveduras foram semeadas em placas de Agar Sabouraud Dextrose e incubadas por 48
horas a 36°C. Apos, um indculo foi preparado utilizando cinco colonias em 4 mL de agua
destilada estéril. A suspensao foi agitada a 2.000 rpm por 15 segundos e em seguida a turbidez
foi corrigida para corresponder a escala de 0,5 de MacFarland (1-5 x 10 UFC/mL). A
suspensao foi utilizada em até 30 minutos apds o preparo para garantia da manutengdo da
viabilidade celular. Em triplicata, foram adicionados 100 uL do indculo padronizado de cada
amostra, aos pocos da placa de poliestireno, somando aos 100 pL. de RPMI. As placas foram
incubadas a 35°C por 6 horas para o periodo de adesdo (Lara et al., 2023). Apos esse periodo,
o meio de cultura foi retirado cuidadosamente, e os pocos lavados duas vezes com solugdo
tampao de fosfato (Phosphate Buffer Solution — PBS) acrescido de Tween 20%. Apos, 200 uL
do meio RPMI foram adicionados aos pocos e as placas re-incubadas por 24 horas para o
periodo de desenvolvimento dos biofilmes.

Apbs o periodo de desenvolvimento do biofilme, o meio de cultura foi retirado

cuidadosamente e os pocos foram lavados duas vezes com PBS + Tween 20%. As solucdes de



30

propolis em concentragdes subinibitorias a 75% da CIM, 50% da CIM, 25% da CIM e 20% da
CIM foram adicionadas aos pogos. A coluna 1 das placas foi utilizada como controle sem
tratamento, e foram adicionados 200 uLL. de RPMI livre de prépolis. As placas foram novamente
incubadas a 35°C por mais 48 horas. Apos o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi
retirado cuidadosamente e os pogos lavados 2x com PBS+Tween 20%. Em seguida, foram
realizados dois ensaios, um para avaliar a biomassa e outro para avaliacdo da atividade

metabolica dos biofilmes formados.

3.6.1.1. Quantificacdo da biomassa

A quantificacdo da biomassa de biofilme foi avaliada utilizando cristal violeta a 0,4%.
Ap6s a lavagem da placa com PBS + Tween 20%, foram adicionados 100 pL de metanol em
cada poco para desidratacdo dos biofilmes, durante cinco minutos. O metanol foi retirado e a
placa foi colocada para secar em estufa a 35°C por 20 minutos. Apos a secagem das placas, 200
uL de cristal violeta a 0,4% foram adicionados aos pogos, e deixados durante 20 minutos. Apds
esse periodo, o corante foi retirado de cada pogo e lavado 2x com 200 pL de dgua destilada
estéril. Apos, foram adicionados aos pogos 200 pL de acido acético a 33%. Foram, entdo,
transferidos 100 pL do sobrenadante a uma nova placa de poliestireno de fundo chato. A placa
foi lida em espectrofotometro a 595 nm. O crescimento maximo foi considerado na coluna A,
onde ndo houve adi¢ao de extrato de propolis. A maior absorbancia indicou a maior quantidade
de células (biomassa) formando os biofilmes. A classificacdo quanto a producdo de biofilmes,
para os isolados sem tratamento, foi realizada de acordo com Montoya et al. (2018) onde A595
< 0,531 indicou fraco produtor, A595 = 0,532 — 0,763 intermediario produtor, A595 = 0,764-
0,999 forte produtor e A595 > 1,0 fortemente produtor de biofilmes.

3.6.1.2. Atividade metabolica

A avaliagdo da atividade metabdlica do biofilme, foi realizada por meio do ensaio de
reduc¢do do XTT [2,3-(2- methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl) -5- [(phenylamino) carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide)] conforme método descrito por Ramage et al. (2001), com algumas
modificagdes. Apos a lavagem dos pogos com PBS + Tween 20%, foram adicionados 200 pL
de PBS em cada pogo. Uma solug¢do de XTT e menadiona a 0,4 mM foi previamente preparada
e uma aliquota de 12 pL da solu¢do XTT+menadiona foi adicionada aos pocos. A placa foi
incubada a 35°C em abrigo da luz, por 5 horas. Apds esse periodo, 100 puL de cada pogo foram
transferidos para uma nova placa de poliestireno de fundo chato e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 490 nm. A mudanga de colorag@o para o laranja ¢ proporcional ao nimero

de células vivas, assim, quanto maior a absorbancia, maior o nimero de células viadveis
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metabolicamente ativas formando os biofilmes. A atividade metabolica, para os isolados sem
tratamento, foi classificada de acordo com Miranda-Cadena et al. (2021) onde A > 0,500 indica
alta atividade metabolica, A=0,300 e 0,499 indica moderada atividade metabodlica e A < 0,300

indica baixa atividade metabdlica.

3.6.2.Inibicio da formacao de biofilme por extrato de propolis verde

Foram adicionados aos pocos da placa de poliestireno 100 pL das solugdes de
tratamento de propolis em diferentes concentragdes subinibitorias (75%, 50%. 25% e 20% da
CIM) preparadas em meio RPMI + 2% de glicose. Um in6culo padronizado foi preparado de
acordo com o item 3.4.3, e 100 puL foram adicionados aos pogos com solugdes de tratamento,
em triplicata. As placas foram incubadas a 35°C por 6 horas para o periodo de adesdo. Apos
esse periodo, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente e os pogos lavados 2x com solugao
tampao de fosfato (Phosphate Buffer Solution — PBS) acrescido de Tween 20%. Apos, 200 uL
do meio RPMI foram adicionados aos pogos e as placas foram incubadas por 24 horas a 35°C
para o periodo de desenvolvimento dos biofilmes.

Apos o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente e os pogos
foram lavados 2x com PBS + Tween 20%. Foram adicionados mais 200 pL de meio RPMI
+2% de glicose e as placas foram novamente incubadas a 35°C por mais 48 horas. Apoés o
periodo de incubacgao, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente e os pocos lavados 2x com
PBS+Tween 20%. O estudo foi realizado em triplicata. Em seguida, foram realizados os ensaios
para avaliacdo da biomassa e da atividade metabodlica dos biofilmes formados, de acordo com

os itens 3.5.1.1 e 3.5.1.2, respectivamente.

3.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de biofilmes tratados e nao
tratados com propolis

Os biofilmes formados por 7. asahii foram analisados por meio de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) de acordo com Cordeiro et al. (2015) e Di Bonaventura et al. (2006).
Foram selecionadas duas cepas dentre as maiores produtoras de biofilmes e os biofilmes foram
produzidos como descrito no topico 3.6.1 em placas de poliestireno de 12 pogos com uma
laminula circular ao fundo. Para a placa utilizada, o volume final nos pogos foi de ImL, sendo
500 pL de meio RPMI e 500 pL de indculo padronizado na escala 0,5 de MacFarland.

Depois de desenvolvidos, os biofilmes foram tratados com diferentes concentragdes da
propolis, sendo duas concentracdes acima e duas concentragdes abaixo (25% da CIM, 50% da

CIM, CIM, 200% da CIM e 400% da CIM), além da amostra sem tratamento para comparagao.
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Ao final do processo de formagao de biofilme as placas foram lavadas com PBS + Tween 20%
e em seguida 1mL de solugdo de fixador glutaraldeido a 2,5% (em tampao fosfato 0,1M, pH
7,3) foram adicionados aos pogos € mantidos por 24 horas em temperatura ambiente até serem
levados ao Centro de Microscopia Eletronica (CME) do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Botucatu, onde foram processadas e analisadas.

O processamento das amostras foi realizado pelo técnico responsavel pela MEV no CME
e consistiu em processos de lavagem e desidratagdo em série das amostras, depois secagem pelo
ponto critico. As laminulas contendo os biofilmes fixados e secos foram posicionadas nos stubs
para metalizagdo com ouro. A analise das estruturas foi realizada no Microscépio Eletronico de
Varredura Quanta 200 (FEI Company) em diferentes magnifica¢des (de 200 a 16.000x) e as

fotomicrografias foram registradas utilizando o software proprio do equipamento.

3.8. Citotoxicidade

Para analisar a possivel agdo toxica do extrato de propolis verde nas concentragdes testadas
nesse trabalho sobre células animais, foi realizado o teste de citotoxicidade utilizando
fibroblastos murinos embrionarios da linhagem NIH/3T3 (CRL-1658, ATCC) (Dos Santos et
al.,2024). O ensaio foi realizado em parceria com o laboratério de Biologia Celular do Instituto
Lauro de Souza Lima (ILSL — Bauru/SP). O protocolo do teste foi realizado de acordo com os
padrdes estabelecidos na ISO 10993-5/2009 (Biological evaluation of medical devices, Part 5:
Tests for in vitro cytotoxicity), utilizando o ensaio colorimétrico de atividade metabolica MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) (Sigma-Aldrich, EUA), indicando
efeito citotdéxico quando a viabilidade celular ¢ menor que 70%.

Os ensaios foram realizados em placas de poliestireno de 96 pogos. Para cada pogo, foram
semeadas a densidade de 15.000 células (1,5 x 10* céls/poco). O meio de cultura utilizado foi
o Meio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM — High Glucose Modificado, Nova
Biotecnologia). As células mantidas criopreservadas em nitrogénio liquido passaram pelos
processos de descongelamento e adesdo em garrafas de cultivo celular por 48 horas em meio
DMEM completo, DMEM + 10% Soro Fetal Bovino (SFB) + solucdo de antibidticos
estreptomicina e penicilina (P/S), em estufa 37°C a 5% de CO.. As células, depois de aderidas
nas garrafas foram lavadas com meio completo, tripsinizadas, centrifugadas por 10 minutos a
1200 rpm a 20°C e ressuspendidas em 4mL de meio completo. Uma aliquota de 20 pL da
suspensao celular foi corada em 180 pL azul de tripan para contagem celular em Camara de
Neubauer. O volume da suspensao foi calculado de forma a distribuir 15.000 células por pogo

em uma placa de poliestireno de 96 pocos. A placa foi incubada a 37°C a 5% de CO; por 24
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horas. Apos, o tratamento com seis concentragdes de propolis foi aplicado aos pogos, em
triplicata. Foram incluidos no teste os controles positivo (células em meio DMEM completo),
negativo (células mortas por aplicagdo de DMSO em meio DMEM completo) e branco (meio
DMEM completo, sem células).

As solugdes de propolis foram diluidas inicialmente na solucao hidroalcolica a 65% assim
como descrito no topico 3.4.2. O meio de cultura utilizado para o preparo da solucido de
tratamento foi o meio DMEM restrito (DMEM, 1% SFB e 1% solucgao P/S). As concentragdes
testadas foram: 69,06 mg/L, 138,125 mg/L, 276,25 mg/L, 552,5 mg/L, 1105 mg/L ¢ 2210 mg/L.
Ap6s aplicado o tratamento, as placas foram incubadas a 37°C a 5% de COz por 48 horas.

Para o teste de viabilidade celular utilizando MTT, foi preparada uma solucgdo estoque a
Smg/mL de MTT em PBS estéril. No dia do teste, essa solugdo foi diluida em 9 mL de DMEM,
produzindo uma solucdo de trabalho de concentragdo final 0,5 mg/mL de MTT. Foram
adicionados 100 pL. de DMSO aos pogos do “branco” e apds 1 minuto o DMSO foi retirado.
Ap6s, foram adicionados 50 pL da solugdo de trabalho de MTT a 0,5 mg/mL em todos os pogos
a serem testados. A placa foi incubada a 37°C a 5% de CO; por 2 horas. Apds, o sobrenadante
foi removido e 100 uL. de DMSO foi adicionado em todos os pocos ¢ a placa foi reincubada a
37°C a 5% de COz por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 540 nm.

Para quantificar a viabilidade celular, a seguinte férmula foi aplicada:

Vo (absorbancia da amostra — absorbancia branco) * 100
0 =

(absorbancia controle negativo — absorbancia branco)

Um decréscimo no niimero de células vivas € indicado pelo decréscimo de atividade
metabolica. Assim, quanto menor o valor de porcentagem de viabilidade células (V%), maior
o potencial citotdéxico do produto. Se a V% < 70%, hé potencial citotoxico (ISO 10993-5, 2009).

3.9. Anailise Estatistica

A andlise de normalidade dos dados foi realizada por meio do Teste de Shapiro-Wilk. O
Teste de Friedman seguido pelo teste post-hoc de Dunn foram aplicados para dados ndo
paramétricos. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste de varidancia ANOVA one-
way, com teste post-hoc de Dunnet. O valor de p<0,05 foi considerado significante para todas
as avaliacdes. As analises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism®

8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

Os resultados do teste de suscetibilidade aos antifiungicos comerciais e a propolis estdo
reunidos na Tabela 1. Os maiores valores de CIM e CFM entre os antifingicos comerciais foram
obtidos para caspofungina e fluconazol, seguidos de anfotericina B, enquanto os menores
valores foram observados para voriconazol. Os valores de CIM e CFM para propolis foram
uniformes entre as 10 cepas testadas, variando entre as trés maiores concentragdes testadas.

Para anfotericina B, os valores de CIM variaram entre 0,5 e 4,0 mg/L e os valores de CFM
de 1,0-4,0 mg/L. Para caspofungina, os valores de CIM foram de 16 ou >16 mg/L, e todos os
valores de CFM foram >16mg/L. Para o fluconazol, os valores de CIM foram de 1,0 a 4,0mg/L
e CFM de 4,0 a 8,0 mg/L. Para voriconazol, os valores de CIM foram de 0,06 a 0,25 mg/L e
CFM de 0,5 a 2,0 mg/L. Para o extrato alcodlico de propolis, os valores de CIM e CFM foram
de 276,25 a 1.105 mg/L e 276,25 a <1.105 mg/L, respectivamente.

Tabela 1- Valores de CIM (mg/L) e CFM (mg/L) dos 10 isolados de 7. asahii estudados, frente aos
antifungicos comerciais anfotericina B, caspofungina, fluconazol, voriconazol e ao extrato alcodlico da
propolis.

Anfotericina B Caspofungina Fluconazol Voriconazol Prépolis
Isolados
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
(mg/L) (mg/L) (mgL) (mg/L) (mgL) (mgL) (mg/lL) (mgl) (mgL) (mg/L)
1 4,0 4,0 >16,0 >16,0 1,0 4,0 0,25 1,0 552,50 5525
2 2,0 2,0 >16,0 >16,0 2,0 8,0 0,125 0,5 276,25 1105
3 2,0 2,0 >16,0 >16,0 1,0 4,0 0,06 0,5 276,25 276,25
4 4,0 4,0 >16,0 >16,0 2,0 8,0 0,125 1,0 276,25 552,5
5 2,0 2,0 >16,0 >16,0 2,0 8,0 0,5 2,0 276,25 276,25
6 2,0 4,0 16,0 >16,0 2,0 8,0 0,5 2,0 552,50 552,5
7 2,0 4,0 >16,0 >16,0 4,0 8,0 0,125 1,0 276,25 1105
8 0,5 1,0 >16,0 >16,0 1,0 4,0 0,25 1,0 276,25 1105
9 1,0 2,0 >16,0 >16,0 1,0 4,0 0,25 0,5 552,50 552,5
10 1,0 4,0 16,0 >16,0 1,0 4,0 0,06 0,5 276,25 5525

* Valores testados para anfotericina B, caspofungina e voriconazol = 0,03-16 mg/L Para fluconazol: 0,25-128mg/L e para
propolis 2,15-1.105 mg/L.

** Interpretagdes de CIM: CIMame > 90% de inibigdo do crescimento; CIMcaspo, FLuco e vorico = 50% de inibi¢do do
crescimento e CIMprororis > 100% inibig¢do do crescimento

No ensaio de combinagdo da propolis com os antifungicos clinicos, as concentragdes

utilizadas estdo expressas na Tabela 2.



35

Tabela 2- Concentragdes do extrato de propolis, anfotericina B e fluconazol utilizados nos
ensaios de combinagao de produtos.

Extrato de prépolis Anfotericina B Fluconazol
P1=1.105 mg/L Al =16 mg/L F1 =64 mg/L
P2 =552,5 mg/L A2 =8 mg/L F2 =32 mg/L
P3=276,25 mg/L A3 =4 mg/L F3=16 mg/L
P4 =138,125 mg/L A4 =2mg/L F4 =8 mg/L
P5 =69,06 mg/L A5=1mg/L F5=4mg/L
P6 = 34,53 mg/L A6 =0,5 mg/L F6 =2 mg/L
P7=17,26mg/L A7=0,25 mg/L F7=1mg/L

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Os resultados da combinacdo das concentragdes obtidas para o extrato de propolis com as
concentragdes dos antifungicos anfotericina B e fluconazol estdo representados na Tabela 3.
Para ambos antifungicos, a interagdo observada foi do tipo antagonista em 100% dos isolados

(5/5) para anfotericina B e 80% (4/5) para o fluconazol.

Tabela 3 - Suscetibilidade de células planctonicas de cinco isolados contra os antifingicos
anfotericina B e fluconazol sozinhos e em combinagdo com o extrato de propolis.

Combinacéo entre propolis e anfotericina B

Isolados Compostos sozinhos Compostos em combinacio ICIF Interpretacgao
CIMAMB CIMpr()p CIMcomb AMB CIMcomb prop
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 0,25 552,5 8 1105 34 Antagonismo
3 0,25 276,25 8 69,06 32,25 Antagonismo
4 0,25 276,25 4 17,26 16,06 Antagonismo
5 0,25 276,25 16 17,26 64,06 Antagonismo
7 0,25 552.,5 16 17,26 64,03 Antagonismo

Combinacio entre propolis e fluconazol

Isolados  Compostos sozinhos Compostos em combinac¢io ICIF Interpretacio
CIMrLuco CIMprsp  CIMeombrLuco  CIMeomb prop
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 8 276,25 64 17,26 8,06 Antagonismo
3 8 276,25 32 1105 8 Antagonismo
4 8 1105 32 1105 5 Antagonismo
5 8 1105 1 1105 1,125 Sem interagdo
7 2 1105 16 69,06 8,06 Antagonismo

* ICIF = Indice de Concentragdo Inibitdria Fracionaria, onde: ICIF < 0,5 indica sinergismo; 0,5< ICIF < 4,0
indica auséncia de interagdo; e ICIF > 4,0 indica antagonismo. Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Par anfotericina B houve aumento da CIM quando combinado com o extrato, € mesmo que
tenha havido reducdo da CIM para o extrato de propolis, a interacdo é considerada negativa,

pois houve piora do efeito em relagdo a utilizacdo dos compostos separados.
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Em relag@o a formagdo de biofilmes sem tratamento com a propolis, observou-se que todas
as cepas foram capazes de produzir biofilmes, variando entre fraco (7/10 — 70%), intermediario
(1/10 — 10%) e fortemente (2/10 - 20%) produtores de acordo com a producdo de biomassa
observada por meio da quantificagdo com cristal violeta. A atividade metabdlica das cepas foi
classificada entre baixa (9/10 — 90%) e moderada (1/10 — 10%), determinada por meio da
quantificagdo de atividade metabolica pelo ensaio de redugcdo do XTT. Os valores de
absorbancia a 595nm e 495nm para quantificagdo de biomassa e atividade metabdlica,

respectivamente, assim como a classificagao estdo reunidas na Tabela 4.

Tabela 4 - Classificacao dos isolados de 7. asahii quanto a quantificacdao da producao de
biomassa (Cristal Violeta) e atividade metabolica (XTT).

Biomassa Atividade Metabolica
A . Classificacao A . Classificacao
Isolados Absorbancia Absorbancia .
(595 nm) Montoya et al. (495nm) Miranda-Cadena et
(2018) al. (2021)

1 0,407 Fraco produtor 0,269 Baixa atividade metabolica
2 0,410 Fraco produtor 0,080 Baixa atividade metabdlica
3 2,655 Fortemente produtor 0,156 Baixa atividade metabolica
4 0,527 Fraco produtor 0,185 Baixa atividade metabolica
5 1,064 Fortemente produtor 0,220 Baixa atividade metabdlica
6 0,659 Intermediario produtor 0,263 Baixa atividade metabdlica
7 0,207 Fraco produtor 0,053 Baixa atividade metabolica
8 0,197 Fraco produtor 0,302 Moderada atividade metabdlica
9 0,235 Fraco produtor 0,227 Baixa atividade metabdlica
10 0,218 Fraco produtor 0,297 Baixa atividade metabolica

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Para determinar a ag¢do da propolis na formacao de biofilmes, foram realizados os ensaios
de erradicagdo e inibigdo da formacdo de biofilmes. As concentragdes utilizadas de propolis
foram 100% CIM (552,5 ou 276,25 mg/L), 75% CIM (414,37 ou 207,19 mg/L), 50% CIM
(276,25 ou 138,13 mg/L), 25% CIM (138,13 ou 69,06 mg/L) e 20% CIM (110,5 ou 55,25mg/L).

A quantificacdo de biomassa e atividade metabolica para os ensaios de erradicagdo de
biofilmes, avaliando as 10 amostras em conjunto, estio demonstradas na Figura 2. E possivel
observar que a redugdo da biomassa ocorreu em todas as concentragdes testadas de propolis. A
maior reducao ocorreu quando o tratamento dos biofilmes foi realizado com 100% da CIM, e
os valores de crescimento se elevaram a medida que as concentracdes de propolis foram
reduzidas (75% da CIM, 50% da CIM, 25% da CIM e 20% da CIM). Em rela¢do a quantifica¢ao

de atividade metabolica das células sésseis frente as diferentes concentragdes da propolis, foi
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observado que os valores pouco variaram quando comparados ao controle, demonstrando baixo
efeito na atividade metabdlica das células na presenga de propolis nos ensaios de erradicagdo
de biofilmes formados. As diferengas de valores, demonstram significancia estatistica apenas
para as concentragdes de 100% CIM e 75% CIM dos ensaios de biomassa. Para atividade

metabolica, nenhum valor mostrou diferenga estatistica significativa (p<0,05).

Figura 2 - Producdo de biomassa e atividade metabolica totais dos 10 isolados em relagdo ao
controle sem tratamento para os ensaios de erradicagao de biofilmes.
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* indica diferencga estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle sem tratamento

As porcentagens de redu¢do de biomassa de cada isolado, para os ensaios de erradicagao
de biofilmes, estdo reunidas na Tabela 5. Nos 10 isolados estudados, foi observada reduc¢ao da
biomassa, em uma ou mais concentracdes de propolis estudadas, comparando com o grupo sem
tratamento. As taxas de reducdo variaram de 1,6% a 99%. A concentragado de propolis com 75%
e 100% da CIM, demonstraram uma variacao de reduc¢do da biomassa do biofilme formado por
cada isolado de 12,3% a 94% e 12,8% a 99,0%, respectivamente. Para as demais concentragdes
a varia¢do de reducdo foi menor, sendo que, nestes casos, a maior redugao no geral foi de 60,7%.
Em cinco isolados, em concentragdes distintas, ndo ocorreu nenhuma reducao da biomassa, ao
contrario, foi observado aumento da mesma.

A atividade metabodlica, para os 10 isolados de 7. asahii estudados, também foi avaliada
nos ensaios de erradicacdo de biofilmes formados (Tabela 6). Foi observada uma baixa reducao

metabdlica, com taxas de redu¢ao variando de 0,46% a 50,77%. Em cinco isolados nao foi
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observada reducao, sendo que, em um destes, a redugdo foi nula em todas as concentragdes de

propolis testadas.

Tabela 5 - Efeito da propolis na erradicagdo da biomassa de biofilmes dos 10 isolados de T.
asahii estudados.

Concentracoes Propolis

-§ g % g 100% CIM 75% CIM 50% CIM 25% CIM 20% CIM
s gES Abs % % % % %
2 reducao reducao reducao reducao reducao
1 0413 0,034 91,8+ 0,145 64,9 0,289 30,1 0,375 9,3 0,298 27,8
2 0,100 0,001 99,0 0,006 94,0 0,077 22,6 0,100 0 0,144 0
3 0,633 0,345 45,5 0,369 41,7 0,417 34,2 0,378 40,3 0,559 11,6
4 0,69 0,174 75,0 0,169 75,7 0,304 56,3 0,275 60,5 0,292 58,0
5 1,389 0,915 34,1 0,851 38,7* 1,017 26,8 1,254 9,7 1,367 1,6
6 0,581 0,135 76,8 0,323 44,4 0,286 50,8 0,655 0 0,482 17,0
7 0,324 0,283 12,8 0,284 12,3 0,201 38,0 0,474 0 0,536 0
8 0,566 0,440 22,3 0,429 24,2 0,783 0 0,609 0 0,666 0
9 0,561 0,077 86,6% 0,177 68,4 0,314 44,0 0,299 46,7 0,453 19,2
10 0,503 0,421 16,3 0,166 67,1 0,476 5,5 0,198 60,7 0,580 0
* indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento
Tabela 6 - Efeito da propolis na atividade metabodlica de biofilmes dos 10 isolados de 7.
asahii estudados. Ensaio de erradicacao.
" & Concentragoes Propolis
é § % g 100% CIM 75% CIM 50% CIM 25% CIM 20% CIM
(= -’ 0, [ 0, [ (1)
= ‘qﬂE) : Abs redlﬁ:ﬁo Abs redlﬁ:ﬁo redlﬁ:ﬁo Abs redlﬁ:ﬁo redl/log:ﬁo
1 0,163 0,16 1,84 0,147 9,82 0,136 16,56  0,1265 22,39 0,137 15,95
2 0,101 0,07 30,35 0,0775 22,89 0,063 37,31 0,065 3532 0,0755 24,88
3 0,135 0,139 0 0,147 0 0,1605 0 0,17 0 0,1875 0
4 0,204 0,215 0 0,2085 0 0,173 15,20 0,153 25,00 0,1755 13,97
5 0,230 0,211 8,26 0,209 9,13 0,2025 11,96  0,1655 28,04 0,1655 28,04
6 0,149  0,1255 15,49 0,168 0 0,1405 5,39 0,122 17,85 0,1075 27,61
7 0,059 0,062 0 0,079 0 0,0815 0 0,079 0 0,0955 0
8 0,202 0,214 0 0,1945 3,71 0,217 0 0,197 2,48 0,189 6,44
9 0,130 0,092 29,23 0,084 3538 0,0775 40,38  0,064* 50,77 0,076 41,54
10 0,220 0,123 43,96 0,1405 35,99 0,2145 2,28 0,2185 0,46 0,2025 7,74

* indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento

O ensaio de inibi¢do de biofilmes foi realizado para avaliar a capacidade da propolis de

inibir a producdo de biomassa e de alterar a atividade metabolica das células em relacdo ao

controle sem tratamento.
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Como demonstrado na Figura 3, foi possivel observar uma reducao significativa (p < 0,05)
tanto da producdo de biomassa quanto da atividade metabdlica das células, nas concentragdes

de 100%CIM a 25%CIM e 100%CIM e 50%CIM, respectivamente.

Figura 3 - Producdo de biomassa e atividade metabolica totais, em relagdo ao controle sem
tratamento, nos ensaios de inibicdo da producao de biofilmes dos 10 isolados de 7. asahii
estudados.
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* indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento

A porcentagem de redu¢do de biomassa, nos ensaios de inibi¢cao da producao de biofilmes,
para cada amostra separadamente estd demonstrada na Tabela 7. A maioria dos isolados
mostrou redu¢do de biomassa em alguma das concentracdes testadas, porém a maioria sem
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). A variacdo de redugdo entre os 10 isolados
foi de 5,3% a 100% em relagdo ao controle sem tratamento com propolis. Em uma amostra, a
inibicdo foi 100% para toda as concentragdes de propolis testadas. Dois isolados, em
concentragdes distintas, mostraram aumento de biomassa.

Em relacdo a porcentagem de atividade metabdlica nos ensaios de inibigdo de formacao de
biofilmes (Tabela 8), foi possivel identificar reducdo da mesma na maioria dos isolados. A
porcentagem de reducdo variou de 11,9% a 81,1%. Em concentragdes distintas da propolis,

duas amostras apresentaram aumento da atividade metabdlica do biofilme.
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Tabela 7 - Efeito da propolis na inibigdo da biomassa de biofilmes dos 10 isolados de 7.
asahii estudados.

Concentracoes Propolis

§ g % g 100% CIM 75% CIM 50% CIM 25% CIM 20% CIM
Z E § < Abs 7 Abs % Abs % 7 Abs %
reducio reducio reducio reducio reducio
1 0,407 0,227 44,3 0,302 25,8 0,310 23,7 0,385 53 0,357 12,2
2 0,360 0,013  96,4* 0,079 78,2 0,047 86,9 0,097 73,1 0,110 69,6
3 0,731 0,386 47,2 0,487 334 0,343 53,1 0,855 0 0,782 0
4 0,563 0,194 65,5 0,529* 6,0 0,298 47,1 0,357 36,6 0,379 32,7
5 0,879 0,290 67,0 0,336 61,8 0,367 58,2 0,560 36,3 0,698 20,6
6 0,187 0,009 95,2 0 100 0 100 0 100 0,099 47,1
7 0,054 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100
8 0,098 0,005 94,9 0 100* 0,001 99,0 0,008 91,8 0,025 74,5
9 0,235 0,089 62,1 0,087 63,0 0,020 91,5* 0,061 74,0 0,037 84,3
10 0,140 0,019 86,4 0,006 95,7 0,013 90,7 0,002 98,6* 0,013 90,7
* indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento. Fonte: elaborado pela autora, 2025.
Tabela 8 - Efeito da prépolis na atividade metabodlica de biofilmes dos 10 isolados de 7.
asahii estudados. Ensaio de inibicao.
" L s Concentracoes Propolis
§ 3; é g 100% CIM 75% CIM 50% CIM 25% CIM 20% CIM
< i) o, o, 0 o, [}
= 3 = Abs redlﬁ:ﬁo redlﬁ:ﬁo Abs redlﬁ:ﬁo redlﬁ:ﬁo Abs redl/log:ﬁo
1 0,269 0,130 51,8 0,137 49,0 0,129 52,0 0,156 42,1 0,217 19,2
2 0,080 0,041 49,4 0,098 0 0,047 41,2 0,062 22,5 0,051 36,9
3 0,107 0,177 0 0,146 0 0,167 0 0,177 0 0,191 0
4 0,185 0,091 50,7* 0,157 14,9 0,128 30,9 0,163 11,9 0,135 27,1
5 0,220 0,166 24,6 0,163 25,7 0,143 34,8 0,112 49,0 0,128 41,7
6 0,263 0,173 34,2 0,192 27,0 0,161 39,0 0,145 44,9 0,106 59,7*
7 0,053 0,040 23,8 0,044 17,1 0,040 24,8 0,045 15,2 0,046 13,3
8 0,302 0,120 60,3 0,070 77,0%* 0,132 56,5 0,196 35,3 0,230 24,0
9 0,227 0,061 73,0 0,069 69,5 0,056 75,5% 0,068 70,0 0,084 63,1
10 0,297 0,074 75,2 0,072 75,9 0,081 72,9 0,056 81,1% 0,080 73,2

* indica diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle sem tratamento. Fonte: elaborado pela autora, 2025.

A ultraestrutura dos biofilmes nao tratados e tratados com diferentes concentracoes do

extrato de propolis pode ser observadas nas Figuras 3, 4, 5 e 6. A estrutura dos biofilmes

formados pelos isolados sem tratamento mostra camadas densas e complexas de células

intricadas (principalmente hifas e artroconidios), com presenga de material extracelular. Em

ambos os isolados testados o extrato de propolis foi capaz de produzir uma redugdo nessa rede

intricada de células, que passam a exibir aglomerados mais simples e isolados a medida que a

concentragdo do extrato aumenta.
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Figura 4 - Fotomicrografias do isolado 3, biofilmes sem tratamento (A e B), biofilmes tratados
com CIM-2 (C e D) e com CIM-1 (E e F). Aumento de 372x a 8000x.

Isolado 3

50%CIM

A e B, sem tratamento, hifas e pseudohifas numerosas e intimamente entrelacadas. C e D: hifas e pseudohifas
menos numerosas, menos entrelacadas. E e F: hfas e pseudohifas formando colonias isoladas.
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Figura 5 - Fotomicrografias do isolado 3, biofilmes tratados com CIM (A e B), CIM+1 (C e
D) e CIM+2 (E e F). Aumento de 400x a 12000x.

Isolado 3

CIM

200%CIM

A e B: tratados com CIM, hifas e pseudohifas isoladas ou pouco entrelagadas, presenca de matriz extracelular
(seta). C e D: hifas e pseudohifas menos numerosas e menos entrelagadas, aumento da quantidade de matriz
extracelular (seta). E e F: hifas, pseudohifas e artroconidios isolados.



Figura 6 - Fotomicrografias do isolado 5, biofilmes sem tratamento (A e B), biofilmes tratados
com CIM-2 (C e D) e com CIM-1 (E e F). Aumento de 300 a 7004x.

Isolado 5

-
|

25%CIM

50%CIM

A e B, sem tratamento, hifas ¢ pseudohifas numerosas e entrelagadas. C e D: hifas e pseudohifas
formando colonias entrelagadas, E e F: células isoladas, com presenca de matriz extracelular.
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Figura 6 — Fotomicrografias do isolado 5, biofilmes tratados com CIM (A e B), CIM+1 (C e
D) e CIM+2 (E e F). Aumento de 400x a 8000x.

Isolado 5

CIM

200%CIM

400%CIM

A e B: tratados com CIM, hifas e pseudohifas isoladas ou pouco entrelagadas, presenca de matriz extracelular
(seta). C e D: hifas e pseudohifas menos numerosas e menos entrelagadas, aumento da quantidade de matriz
extracelular (seta). E e F: células isoladas, presenga de matriz extracelular.
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Em relagdo ao ensaio de citotoxicidade da prépolis em células animais, obteve-se a relacao
expressa na Figura 7. Foi possivel observar que o tratamento celular com o extrato de prépolis
nas concentragdes 69,06 mg/L, 138,125 mg/L e 276,25 mg/L apresentam viabilidade celular
abaixo de 70% e sdo, portanto, toxicas para os fibroblastos da linhagem 3T3. Porém, a medida
que a concentracao dos extratos aumenta, a viabilidade celular aumenta significativamente, em
até 402%.

Figura 7 - Viabilidade celular (%) de diferentes concentracdes do extrato de propolis sobre
fibroblastos 3T3.
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5 DISCUSSAO
O aumento de infecgdes invasivas por leveduras do género Trichosporon tem sido

descrito por muitos autores (Guo et al., 2019; Kourti; Roilides, 2022; Rodrigues; Nosanchuk,
2020; Singh et al., 2019). Neste contexto, 7. asahii se destacam pela alta viruléncia e tolerancia
a antifungicos (Basu; Tilak; Kumar, 2015; Padovan et al., 2019). Este cenario tem estimulado
estudos voltados a busca de alternativas terapéuticas para esses patogenos e ao melhor
entendimento de seus mecanismos de viruléncia.

Desta forma, a avaliacdo da suscetibilidade de 7. asahii a antiflingicos € essencial,
especialmente considerando sua relevancia clinica em infec¢des disseminadas. Nos resultados
obtidos neste estudo, a anfotericina B apresentou um intervalo de CIM variando de 0,5 a 4,0
mg/L, com apenas trés entre 10 isolados apresentando CIMs menores que 2,0 mg/L. Esses
dados indicam uma suscetibilidade variavel a anfotericina B, refletindo a preocupagdo com a
resisténcia ao tratamento. Esses achados sdo semelhantes aos encontrados em estudos como o
de Chagas-Neto et al. (2009), que relataram CIMs entre 0,25 e 4,0 pg/mL, sendo que a maioria
dos isolados apresentou CIMs acima de 2,0 mg/L. De Almeida et al. (2016) descreveram que a
maioria dos isolados também mostrou resisténcia significativa a anfotericina B. Valores de
CIMs para anfotericina B frente a isolados de Trichosporon spp., geralmente sdo incompativeis
com os niveis séricos normalmente alcangaveis em pacientes que recebem uma formulagao

Para a caspofungina, as leveduras demonstraram resisténcia, com CIMs de 16 mg/L ou
mais e CFM superiores a 16 mg/L, refletindo a tendéncia observada em diversos estudos, como
de antifingicos. A resisténcia a caspofungina é preocupante, pois sdo consideradas farmacos de
escolha em muitas situagdes clinicas de alto risco para infecgdes flingicas invasivas, € como
visto, seu uso pode ser menos eficiente em caso de infecgdes por 7. asahii.

Os azodis tem apresentado melhor atividade antiflingica in vivo e in vitro sobre
Trichosporon spp. quando comparado aos demais antifingicos (Dabas; Xess; Kale, 2017;
Francisco et al., 2023; Suzuki et al., 2010) , sendo que estudos descreveram o voriconazol como
uma opgao terapé€utica para infec¢des por Trichosporon spp. (Asada et al., 2006; Colombo;
Padovan; Chaves, 2011; Ding et al., 2020; Lee; Koh, 2020; Paphitou et al., 2002; Serena et al.,
2005). Neste estudo, o voriconazol demonstrou ser o antifingico mais eficaz entre os testados,
com CIMs de 0,06 a 0,25 mg/LL e CFMs de 0,5 a 2 mg/L. Esses resultados corroboram os
achados de Liao ef al. (2015) e de outros estudos, que também identificaram o voriconazol

como o agente mais potente contra 7. asahii (Chagas-Neto et al., 2009; Singh et al., 2019;
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Taverna et al., 2014; Tsai et al., 2012). Em relacdo ao fluconazol, os valores de CIM variaram
entre 1 e 4 mg/L, com CFMs de 4 a 8 mg/L. Esses dados sdo consistentes com os de Kog et al.
(2011), que relataram CIMs que variavam de 0,125 a 8 pg/mL.

Porém, recentemente, varios autores tém documentado isolados clinicos exibindo altos
valores de CIMs in vitro para os triazois, especialmente fluconazol e voriconazol, que como ja
relatado sdo considerados as melhores opgdes para o tratamento da tricosporonose (Arabatzis
et al.,2014; Arendrup et al., 2020; Francisco et al., 2019; Guo et al., 2019; Oliveira dos Santos
etal.,2016). Estes dados, além de ressaltarem a necessidade de monitoramento continuo e testes
de suscetibilidade para guiar decisdes terap€uticas eficazes, também enfatizam a complexidade
do tratamento de infec¢des por 7. asahii.

Considerando a baixa disponibilidade de antifingicos disponiveis e a crescente
resisténcia dos organismos patogénicos, a busca por moléculas com ac¢do antiflingica nos
produtos naturais se mostra uma importante alternativa para superar essa barreira (Fuentefria et
al., 2018; Silva et al., 2022). A propolis € um produto natural apicola, com uso tradicional
conhecido pela humanidade por séculos. Dentre as propriedades bioldgicas conhecidas estdo a
atividade antineoplasica, antioxidante, anti-inflamatoria e antibiotica, incluindo atividade
antifungica (Bhargava et al., 2021; Bobis et al., 2023; Bouchelaghem, 2022).

No Brasil, a primeira publicacdo sobre a préopolis, em 1981, apresentou estudo
comparativo do efeito da mesma e antibidticos na inibicao de Staphylococcus aureus (Shub et
al., 1981). Mundialmente, varios estudos vém relatando o efeito antimicrobiano conhecido com
acdo contra fungos (Ghaly; Ezzat; Sarhan, 1998; Ozarowski et al., 2022; Siqueira et al., 2015;
Sokolonski et al., 2021).

A propolis tem se mostrado um agente antimicrobiano promissor que apresenta
diversos tipos de acdo, incluindo a¢do antifiingica em diferentes concentracdes e tipos de
extratos e com efeito que varia de acordo com o organismo e a composi¢ao quimica da propolis.
Diversos estudos exploram a acdo sobre fungos filamentosos como Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp. € Trycophyton spp (Hassanien et al., 2021; Mahmoodzadeh
Hosseini et al., 2020; Vica et al, 2022), fitopatdgemos como Biscogniauxia spp. €
Colletotrichum spp (Passdo; Almeida-Aguiar; Cunha, 2023) e leveduras como Candida spp.,
Rhodotorula spp. e Saccharomyces spp. (Barros et al., 2022; Gniewosz et al., 2022; Oliveira et
al., 2006; Petruzzi et al., 2020; Silici et al., 2005)

Alguns autores descrevem que a propolis possui uma forte a¢do antifingica contra
fungos filamentosos, com valores de CIM mais baixos do que para leveduras, demonstrando

maior sensibilidade a esse produto (Barros ef al., 2022; Vica et al., 2022). Os autores revelaram
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também que a eficicia variou entre diferentes tipos de propolis, com os extratos aquosos
mostrando maior efeito antifungico. A composi¢do quimica da prépolis, que varia de acordo
com a origem geografica, influenciou diretamente a sua poténcia antimicrobiana.

A acdo da propolis sobre leveduras tem sido amplamente estudada, com resultados de
atividade antifiingica variados dependendo da espécie e do extrato testado. O trabalho de
Oliveira et al. (2006) demonstrou a eficicia da prépolis contra leveduras isoladas de
onicomicoses, como C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. lusitaniae. Os valores de
CIM variaram entre 1,25 x 102 ¢ 5,00 x 10 mg/mL para C. albicans e entre 0,63 x 102 e 50 x
102 mg/mL para C. parapsilosis, confirmando a atividade antifiingica da propolis contra as
diferentes espécies da levedura. Silici et al. (2005) verificaram que a propolis obtida de
diferentes espécies de abelhas apresentou CIMs baixos para C. glabrata (0,03-7,5 pg/mL) e C.
albicans (0,05-7,50 pg/mL). Sokolonski et al. (2021) observaram variagdes significativas nos
valores de CIM (0,015 a >9 mg/mL) ao testar diferentes extragdes de propolis verde e vermelha
contra isolados orais de Candida spp., e Capoci et al. (2015) relataram que a propolis foi eficaz
contra isolados de C. albicans de candidiase vulvovaginal, com valores de CIM variando de
68,35 a 546 pg/mL de fendis totais, sendo que a concentracdo de 546,87 pg/mL resultou na
morte de 75,8% dos isolados.

A analise da suscetibilidade de Trichosporon asahii a produtos naturais com
propriedades antifingicas ¢ fundamental para compreender a efetividade das opgdes
terapéuticas disponiveis, e neste contexto a propolis foi avaliada neste estudo.

Poucos estudos relatam a atividade da propolis em leveduras do género Trichosporon
spp. Alguns estudos mostram que a propolis também apresenta potencial como agente
antifiingico sobre esta levedura. Oliveira et al. (2006) e Silici ef al. (2005) demonstraram uma
acdo inibitoria significativa sobre Trichosporon spp., frequentemente associadas a infecgdes em
pacientes imunocomprometidos. Kog et al. (2011) inclusive ao comparar o efeito da propolis
com diferentes leveduras como C. albicans, C. glabrata e C. krusei, encontraram valores de
CIM baixos para Trichosporon spp., destacando a sensibilidade dessas espécies a propolis,
sugerindo seu uso potencial no tratamento de infecgdes por esses patdgenos.

No presente estudo, foi observado que, o extrato de propolis apresentou um intervalo de
CIM e CFM de 276,25 a 1105 mg/L entre os 10 isolados testados. Na literatura, observa-se que
os valores de CFM para propolis tendem a ser consideravelmente maiores do que os valores de
CIM, o que indica que as doses necessarias para matar as células fungicas sdo mais elevadas do
que as requeridas para inibir seu crescimento. Waller et al. (2017) demonstraram essa diferenca

ao testar propolis marrom contra cepas de Sporothrix brasiliensis, onde, apesar das CIMs
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variarem entre 0,19 e 1,56 mg/mL, as CFMs apresentaram um intervalo muito mais amplo, de
0,78 a >3125 mg/mL. De forma semelhante, Barros et al. (2022) reportaram que as CFMs
podem ser até trés vezes superiores as CIMs.

Sokolonski et al. (2021) também destacaram essa discrepancia ao testar propolis verde
e vermelha frente a isolados de Candida spp., com CFMs variando de 0,125 a >8 mg/mL. Os
resultados obtidos no presente estudo, reforcam a mesma tendéncia para as cepas de
Trichosporon spp., onde as CFMs variaram entre 276 a > 1.105 mg/L. Esses achados sugerem
que, para alcangar um efeito fungicida completo, a concentracdo de propolis precisa ser
consideravelmente maior, mostrando que a mesma tem pouco potencial fungicida contra T.
asahii o que pode ter implicagdes na formulagdo e administragdo terapéutica da propolis como
agente antifingico para esse grupo.

Os resultados de Barros et al.(2022) indicaram que o extrato de propolis possui um
efeito tanto fungistatico quanto fungicida, dependendo da cepa e da dose aplicada. Essa
variabilidade na eficacia pode ser explorada para direcionar tratamentos mais personalizados,
considerando a suscetibilidade de cada isolado de T. asahii.

No presente estudo, os valores de CIMs do extrato de propolis verde obtidos foram
maiores em comparagao aos relatados por Kog et al. (2011), Silici et al. (2005) e Oliveira et al.
(2006). Kog et al. (2011) observaram CIMs entre 0,0125 e 0,2 pg/mL para Trichosporon spp.,
enquanto Silici et al. (2005) relataram valores variando de 0,2 a 0,4 pg/mL. Ambos os estudos
utilizaram o mesmo método de obtencao e extragcdo da propolis, com coleta manual de colmeias
em um periodo especifico do ano, dissolu¢do do propolis bruta em etanol 80% com agitagdo a
50°C por trés dias, seguida de filtragem e concentracdao. No entanto, uma diferenca fundamental
entre os dois trabalhos foi a concentracdo do extrato: Ko¢ et al. (2011) usaram uma
concentragdo final de extrato de 3 mg/mL, e Silici et al. (2005) utilizaram 100 mg/mL, o que
pode ter influenciado os diferentes resultados de CIM.

Por outro lado, Oliveira ef al. (2006) relataram CIMs entre 0,32 e 1,25 pg/mL para
extratos de propolis coletados manualmente em apidrios localizados em reservas de eucalipto,
com o material sendo armazenado a -20°C. O extrato foi preparado em uma concentracao de
30% utilizando alcool 96°GL como solvente, e o controle de qualidade incluiu andlises de
flavonas, pH e densidade. A maior rigidez no controle de qualidade e a especificidade do
ambiente de coleta podem ter influenciado positivamente os resultados observados nesse
estudo.

No presente estudo, a propolis verde utilizada foi diluida em solucao hidroalcoodlica de

70-80%, seguido de percolacdo, centrifugacao e filtragem, e passou por uma analise minuciosa
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dos parametros fisico-quimicos. Este método de extragao se distingue dos utilizados nos estudos
anteriores, o que pode ter contribuido para as diferencas observadas nos valores de CIM. Esses
valores podem refletir variagdes na composi¢ao quimica do propolis verde utilizado (Anexo 1).

Importante destacar que tanto Kog et al. (2011) quanto Silici et al. (2005) e Oliveira et
al. (2006) conduziram testes de suscetibilidade utilizando apenas o género Trichosporon, sem
especificar as espécies testadas. Isso limita a comparagdo direta com estudos que levam em
consideragdo diferencas intra-género, uma vez que diferentes espécies de Trichosporon podem
apresentar variagoes significativas em sua suscetibilidade a compostos antifingicos.

Os dados sobre a agdo da propolis contra espécies fungicas reforgam seu potencial como
tratamento complementar no controle de infec¢des. Contudo, hé diferencas nos valores de CIMs
para estudos e microrganismos distintos.

Diante da variacdo dos resultados apresentados pela literatura, ¢ fundamental a
padronizagdo dos processos de produgdo dos extratos de propolis para uso medicinal. Fatores
como a origem botanica, método de extracdo e composi¢cdo quimica precisam ser controlados
para garantir a reprodutibilidade dos efeitos terapéuticos. A auséncia dessa padronizacido pode
comprometer tanto a eficacia quanto a seguranca dos produtos, limitando seu uso clinico.

Uma alternativa promissora para tratar as infec¢des causadas por fungos ¢ a terapia
combinada, possibilitando a redu¢do da dose e citotoxicidade de ambos os compostos (Pippi et
al., 2015). O presente trabalho identificou acdo antagonista ao combinar o extrato de propolis
verde com os antifingicos anfotericina B e fluconazol, o que significa que a combinacdo entre
os dois produtos nao produz efeitos melhores do que a ag@o dos efeitos de ambos isolados para
células planctonicas nas concentragdes testadas para 7. asahii. Nao foram encontrados outros
trabalhos que analisaram o efeito da combinagdo da propolis com antifungicos clinicos para
Trichosporon spp. e o efeito antagonista ndo foi encontrado na literatura para combinacdo da
propolis com outros produtos ou antifingicos contra 7. asahii.

Ao analisar a espécie T. asahii, Suteng Yang et al. (2016), encontraram efeito sinérgico
ao combinar farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais com antifiingicos, em especial para
combinagdes entre ibuprofeno e caspofungina ou anfotericina B. Os efeitos encontrados
incluem tanto a inibi¢cdo do crescimento planctonico como o efeito antibiofilme. Cong et al.,
(2016) testaram a combinagdo do farmaco sertralina com diferentes antifingicos clinicos,
obtendo sinergismo para anfotericina B, caspofungina e fluconazol. J4 ao combinar o farmaco
sinergismo para ambos antifingicos, com reducgdo significativa das CIMs para ambos

compostos.
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Diferentes tipos de propolis ja foram testados em combinacdo com antifungicos para
leveduras, especialmente do género Candida spp. Um dos primeiros trabalhos encontrou
aumento de atividade de nistatina quando combinado com extrato de propolis da Sérvia contra
propolis com fluconazol e voriconazol, encontrando sinergismo para ambos antifungicos contra
C. albicans. Contra C. parapsilosis e C. glabrata a propolis combinada apresentou interagao
sinérgica para fluconazol, efeito indiferente para anidulafungina (Pippi et al., 2015) e efeito
sinérgico com reduc¢ao de citotoxicidade causada por anfotericina B (Argiielles et al., 2023).

Além das leveduras de importancia médica, também foram testadas combinagdes contra
leveduras relacionadas a podriddo de alimentos como Torulasoira delyrueckii, Millerrozyma
farinose e Brettanomyces bruxellensis, encontrando sinergismo entre extrato de propolis e
sorbato de potéssio, sugerindo o possivel uso como conservante natural de alimentos (Stagkos-
Georgiadis et al., 2021). Além do efeito sinérgico para células planctonicas, muitas
combinagdes apresentam efeito antibiofilme (Argiielles et al., 2021; Cong et al., 2016; Suteng
Yang et al., 2016).

A capacidade de T. asahii em produzir biofilmes ¢ um aspecto critico que deve ser
considerado no contexto do tratamento de infecgdes flngicas. No presente trabalho, todos os
1solados de T. asahii foram capazes de formar biofilmes antes do tratamento com a propolis,
variando de fracos a fortemente produtores. Esse achado ¢ corroborado pelos dados de Lara et
al. (2023), que mostraram que todos os isolados, sejam eles de origem clinica, animal ou
ambiental, sdo capazes de produzir biofilmes, com uma significativa maioria (54,3%)
classificada como fortemente produtora. Importante ressaltar que 7. asahii se destacou como a
espécie com o maior nimero de isolados classificados como fortemente produtores. Por outro
lado, os resultados de Almeida ef al. (2016) e de Espirito Santo et al. (2020) revelaram que,
embora a maioria dos isolados também haviam formado biofilmes, os niveis de formag¢ao foram
considerados baixos. Corroborando com o presente estudo, onde a maior parte dos isolados se
mostraram fracos produtores de biofilmes.

A formacdo de biofilmes por 7. asahii é preocupante, pois esses agregados celulares
conferem resisténcia a antifungicos e dificultam a erradicacdo do patégeno durante o
tratamento. O estudo de Espirito Santo et al. (2020), destaca que nao foram encontradas
diferencas significativas na formagdo de biofilmes entre as diferentes espécies do género
Trichosporon ou entre os gendtipos de 7. asahii. Os biofilmes formados por 7. asahii podem
compartilhar caracteristicas com os biofilmes de outros fungos patogénicos, como Candida

albicans, que também exibem um aumento nas CIMs em comparagao as células planctonicas.
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Nao foram encontrados trabalhos analisando a agdo da prépolis sobre biofilmes
produzidos por 7. asahii, porém alguns autores mostraram que o extrato de propolis ¢ eficaz na
inibicao da fase inicial de biofilmes, especialmente em C. albicans (Barros et al., 2022). Capoci
et al., 2015 demonstraram o potencial do extrato de propolis ao testa-lo em biofilmes formados
por C. albicans isoladas de infecgdes vulvovaginais. No estudo conduzido por eles, o extrato
de propolis reduziu a formagao de biomassa em 93,34% dos isolados testados, com inibigao
variando entre 26,44% ¢ 95,35%, evidenciando uma ag¢do significativa contra biofilmes. O
efeito do extrato de propolis ou seus componentes sobre biofilmes formados por outras
leveduras do género Candida também foi avaliado por outros autores (de Barros et al., 2021;
Fernandez-Calder6n et al., 2021).

Neste estudo, também foi observada reducdo de biomassa nos ensaios de inibicdo e
erradicagdo de biofilmes formados de 7. asahii quando tratados com diferentes concentragdes
de propolis. A variagdo de redugdo de biomassa foi de 5,3% a 100% e 4,4% a 97,7%,
respectivamente. A capacidade da propolis de inibir a formagao inicial de biofilmes sugere seu
potencial como uma ferramenta complementar no controle de infec¢des causadas por este
patdgeno, especialmente em situagdes em que o biofilme desempenha um papel fundamental
na resisténcia ao tratamento como no caso de infecgdes relacionadas a cateteres, onde a
tricosporonose invasiva ¢ comum.

Nos ensaios de erradicacao de biofilme, na presente pesquisa, foi possivel observar
reducdo de biomassa sem reducdo significativa de atividade metabolica. Um resultado
nanoparticulas de prata, onde a reducdo de atividade metabdlica foi menor que a reducao de
biomassa. Os autores justificaram esta diferenca pela associacdo das cé€lulas em uma
comunidade neutralizando os efeitos produzidos pelo composto antiflingico, que passa a agir
de forma compartilhada entre as células, reduzindo seu efeito toxico, mantendo estavel a
atividade metabodlica.
inkin sdo formados de 2 a 5% de células persistentes, justificando diferencas entre produgdo de
biomassa reduzida sem alteracdo da atividade metabolica. Os autores mostraram que essas
células sdo capazes de sobreviver em status de dorméncia em resposta ao estresse oxidativo
induzido por altas concentra¢des de farmacos. Os biofilmes formados por essas células sdo
menos densos e mais tolerantes a anfotericina B, em relacdo as células planctonicas. Essas

células podem estar associadas a infecc¢des recalcitrantes.



53

Fernandez-Calderon et al., (2021), avaliaram o efeito de propolis espanhol contra
biofilmes de C. glabrata concluindo que ha redugdo significativa na formagao de biofilmes e
redu¢do na atividade metabolica das células. Galinari et al. (2022) investigaram o uso de um
sistema bioadesivo contendo propolis contra dermatofitos, observando que o prolongamento da
acdo do composto sobre os sitios de infec¢do tem acdo positiva tanto em células planctonicas
como em biofilmes em diferentes estagios de desenvolvimento, sugerindo o uso como
alternativa para tratamento dessas infecgdes.

Semelhante a alguns isolados observados no presente estudo, Capoci et al, 2015
também relataram um aumento na producdo de biomassa para alguns isolados (6,66%) apos
tratamento com a propolis, mostrando variagdo na resposta. As diferentes dinamicas entre a
inibi¢do e erradicagcdo de biofilmes por 7. asahii foram analisadas por Yang et al., (2023)
utilizando alicina, um composto natural presente no alho. Os autores observaram inibi¢dao
significativa do crescimento de células planctonicas e sésseis causada pela alicina nos estagios
de adesdo e desenvolvimento, mas, assim como o observado para propolis, em alguns isolados
no presente estudo, até em altas concentragdes a alicina exibiu atividade limitada (18,9%)
contra biofilmes maduros.

Os mecanismos especificos da interagdo entre a propolis e os biofilmes de 7. asahii
precisam ser investigados a nivel molecular de forma a compreender melhor as vias de ag¢do
dessa interagdo. Considerando a robustez e complexidade de biofilmes formados por 7. asahii
e a eficdcia demonstrada da propolis contra outras espécies fungicas, como C. albicans e C.
glabrata, sdao necessarios futuros estudos que explorem o potencial da propolis, ou de seus
componentes, no combate a biofilmes de 7. asahii

Com base nos dados que indicam a resisténcia dos biofilmes a antifingicos tradicionais,
o uso de propolis poderia, apds maiores estudos, ser integrado a esquemas terapéuticos
combinados, oferecendo uma abordagem multifacetada que considera tanto a suscetibilidade
quanto a formag¢do de biofilmes. Essa estratégia pode ser crucial para o desenvolvimento de
abordagens eficazes no tratamento de infec¢des fungicas, especialmente em casos de infeccdes
disseminadas associadas a cateteres, onde a resisténcia ¢ frequentemente um desafio
significativo.

A ultraestrutura morfoldgica dos biofilmes maduros formados pelas cepas clinicas de 7.
observar a estrutura compacta multicamada altamente organizada, com hifas e artroconidios.
Neste estudo, apos o tratamento com diferentes concentragdes do extrato de propolis foi

possivel observar uma desorganizacao na estrutura, diminui¢do tanto da quantidade, quanto da
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aglomeragdo das microcoldonias formadas por pseusohifas e artroconidios, além de filamentos
fragmentados.

Nao foram encontrados trabalhos analisando a influéncia de extrato de propolis sobre a
os biofilmes maduros de 7. asahii com butirato de so6dio e prometazina com a CIM e 10xCIM
mostram que o tratamento é capaz de dissociar as estruturas densas, resultando em filamentos
mais finos, fragmentados e hifas colapsadas. Resultado semelhante pode ser obtido ao tratar os
biofilmes com alicina (Yang et al., 2023) onde observa-se também alteracao na superficie das
células que se tornam asperas, com carogos € severamente enrugadas. No presente trabalho nao
se observou expressiva alteragdo no aspecto da superficie das células tratadas, com aumento
sutil de enrugamento e poucas hifas colapsadas observadas. Observou-se, porém, aumento de
artroconidios isolados e matriz extracelular.

O extrato de propolis ou seus componentes derivados parecem ter efeito semelhante em

ultraestrutura de C. albicans originadas de candidiase vaginal demonstraram uma diferenga
entre as cepas de acordo com o tipo celular presente nos biofilmes. Nas cepas onde os biofilmes
eram compostos por leveduras e pseudohifas, houve reducao desses biofilmes apos exposicao
aos extratos. J4 nas cepas que produziram biofilmes compostos apenas de pseudohifas
formando agregados ndo-continuos, apds o tratamento com o extrato de propolis, houve
interrupcao no crescimento dessas células. Um dos principais compostos da propolis, o acido
cafeico fenetil éster (CAPE) foi testado contra biofilmes formados por Candida de candidiase
oral. Apos o tratamento, os biofilmes maduros antes densos e formados por multicamadas de
hifas e leveduras entrelagados, passou a mostrar camada Unica e dispersa, com redugdo do
numero de hifas e leveduras (de Barros et al., 2021).

O presente estudo apresentou a primeira analise dos efeitos do extrato de propolis sobre
os biofilmes de 7. asahii. Embora os mecanismos especificos de interagdo entre o extrato de
propolis e 7. asahii ainda precisem ser mais profundamente investigados, os resultados
apresentados fornecem uma base importante para futuras investigagdes.

Em relagao a citotoxicidade da propolis em células 3T3, foi observado que as
concentragdes mais baixas testadas (69.06, 138,125 e 276.25 mg/L) apresentaram baixa
viabilidade celular e foram, portanto, toxicas. As concentracdes de 552.5, 1105 e 2210 mg/L

apresentaram viabilidade celular acima de 70%, consideradas assim, ndo toxicas. Esses
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fibroblastos 3T3 ATCC CL 173, no qual foi utilizado um extrato alcoolico de propolis a 15%.
Apesar dos autores relatarem valores de viabilidade celular ficarem acima dos 75%, deve-se
considerar que o extrato testado no presente estudo estd a 11,05%, o que corresponde a
concentragdo de 1.105 mg/L, que também possui alta viabilidade celular. Por outro lado, ao
alta viabilidade celular em concentragdes até 1 mg/mL de extrato alcodlico de prépolis marrom
portugués. Acima de 1 mg/ml a viabilidade celular cai para 40% e ¢ totalmente perdida em 2,5
mg/mL

Diversos trabalhos indicam que a toxicidade de diferentes tipos de propolis em
diferentes linhagens celulares ¢ dose-dependente (Aljohani et al., 2022; Barros et al., 2022;
Veiga et al., 2018). No presente trabalho, a viabilidade celular aumenta proporcionalmente ao
aumento da concentracdo do extrato de propolis. Resultado semelhante foi encontrado por
propolis vermelha encontrou efeito estimulatorio em esplendcitos. Os autores concluiram que
a propolis vermelha possui mecanismos de protecao celular que envolvem ativacdo de
neutrofilos e controle de processo inflamatério, o que pode explicar o aumento da viabilidade
celular em maiores concentracdes do produto.

Apesar de o presente trabalho ter mostrado citotoxicidade quando testado na
concentragdo inibitoria planctonica (276,25mg/L), ¢ importante considerar o papel da propolis
como inibidora da formacdo de biofilmes, uma vez que biofilmes necessitam de maiores
concentragdes para efeito inibitdrio, € maiores concentragdes sao menos toxicas para células
animais. Considerando a producao de biofilmes um dos principais fatores de viruléncias das
infecgdes causados por 7. asahii, o efeito antibiofilme ¢ o de maior potencial ao se considerar
o extrato de propolis verde. Alguns trabalhos estdo sendo realizados com biomateriais
associados a dispositivos médicos como ponta de cateter e até nanoestruturas de prata ou ouro
estabilizadas ou encapsuladas com a presen¢a de extrato de propolis (Aljohani et al., 2022;
Kischkel et al., 2020).

Em sintese, os resultados deste estudo demonstram que o extrato de propolis apresenta
um promissor efeito antifingico contra cepas clinicas de leveduras da espécie T. asahii,
especialmente como potencial antibiofilme, mas também contra o crescimento planctonico. A
baixa toxicidade em altas concentragdes torna a propolis uma alternativa interessante,
especialmente quando associado ao seu baixo custo, alta aceitagdo popular e amplo acesso.

Embora a padronizacao do extrato seja um desafio devido a diversidade na sua composigao,
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dado o seu potencial terapéutico, o uso da propolis em modelos in vivo e ensaios clinicos pode
representar uma importante estratégia na reducao da carga de infecgdes fingicas invasivas,

especialmente em um contexto em que alternativas terapéuticas eficazes sao limitadas.
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6 CONCLUSOES

*
L X4

Voriconazol foi o antifingico que apresentou os menores valores de CIMs frente aos
isolados de 7. asahii estudados. A anfotericina B apresentou uma suscetibilidade vari-
avel, com CIMs elevadas em muitos isolados. A caspofungina e o fluconazol foram os
antifingicos com os maiores valores de CIMs.

O extrato de propolis, testado como uma alternativa natural, mostrou-se promissor en-
quanto antifungico para isolados de 7. asahii, embora os valores de CIM e CFM encon-
trados tenham sido relativamente elevados em comparacao com a literatura.

O extrato de propolis apresentou efeito antagonista quando combinado com os antifin-
gicos anfotericina B e fluconazol.

Todos os isolados de 7. asahii estudados foram capazes de formar biofilmes.

Em relagdo a inibigdo de biofilmes, o extrato de propolis mostrou ser capaz de reduzir
tanto a producdo de biomassa quanto a atividade metabdlica na maioria dos isolados
testados em concentragdes inibitorias e subinibitorias.

Os ensaios de erradicagdo de biofilmes formados, mostraram uma reducdo da biomassa
e pouca alteracdo na atividade metabdlica.

O extrato de propolis foi capaz de promover desorganizagdo na estrutura de biofilmes,
diminui¢ao das microcoldnias formadas por pseusohifas e artroconidios, e fragmentagao
dos filamentos.

A partir desses resultados, ¢ possivel considerar a propolis como um potencial antifun-
gico no manejo de infecgdes fungicas complexas, embasando decisdes futuras para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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ANEXO 1

Ribeirdo Preto, 26 de julho de 2023
Certificado de Analise

Produto: Extrato Alcodlico de Propolis BS (utilizado no preparo do Propodry I-Caps e Propodry Plus);
Lote: 200300223 :

Tabela 1 — Resultados Fisico-quimicos.

Pairéméi@é L o Resultados Sue ~:3_,Espe(:if'icégéo-,-' 2
Densidade Relativa 0,903 0,880 - 0,910 g/mL
Flavonoides totais (expressos em quercetina) 8,65 Min. 4,50 mg/mL
Fendis totais (expressos em acido galico) 17,74 Min. 4,48 mg/mL
Acido cafeico 0,13 Informativo (mg/mL)
Acido p-cumarico 2,00 Informativo (mg/mL)
. Acido 3,5-dicafeoilquinico 2,73 Informativo (mg/mL)
Acido 4,5-dicafeoilquinico 3,96 Informativo (mg/mL) )
Aromadendrina . 1,37 Informativo (mg/mL)
s Drupanina .. . - - 2,42 =, “Informativo (mg/mL) "
Artepelin C 14,90 Informativo (mg/mL)
Bacharina K 3,82 Informativo (mg/mL)

AU

1 - &cido cafeico
2 - cido p-cumaérico
2004 3 - 3,5-dicafeoilquinico
4 - 4,5-dicafeoilquinico
5 - aromadendrina
6 - drupanina
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Figura 1. Perfil cromatogréfico obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/DAD) de acordo com
metodologia descrita em Berretta et al., 2023.
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