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Perfil de susceptibilidade de Malassezia pachydermatis frente a antifungicos
alopéticos e extratos de prdpolis vermelha, verde e marrom

RESUMO

A propolis € um produto apicola produzido a partir da coleta de resinas de brotos,
exsudatos e outros tecidos de plantas, com adigéo de secregdes salivares das abelhas e
cera, apresentando diversificada composicdo quimica e reconhecidas fungdes
terapéuticas e profilaticas. A propolis brasileira € atualmente classificada em 13 tipos de
acordo com suas propriedades fisico-quimicas, origem geografica e origem boténica, a
ultima determinando as coloracdes verde, vermelha, marrom ou amarela. A técnica mais
popular para a producdo de extratos de propolis € a extracdo etandlica por maceracéo,
mas apesar de ser um método simples e eficaz, tem desvantagens, tais como forte sabor
residual e limitacdes de aplicacdo terapéutica. A extracdo com fluido supercritico é um
método alternativo com alto poder de seletividade, além resultar em menos residuos
poluentes. O tratamento das micoses apresenta diversos problemas, principalmente em
casos cronicos, tais como efeitos colaterais, alto custo, tempo prolongado de tratamento
e selecdo de cepas resistentes. Malassezia pachydermatis € a levedura mais isolada em
casos de otite e dermatite caninas, e o0 numero de relatos de isolados do fungo exibindo
resisténcia primaria in vitro a drogas de uso clinico é cada vez maior. Dentro desse
contexto, o presente trabalho visa avaliar o perfil de susceptibilidade in vitro de isolados
clinicos de M. pachydermatis frente a extratos supercriticos e etanélicos de trés tipos de
propolis brasileiras (verde, vermelha e marrom) e frente a antifungicos alopaticos
comerciais. Para avaliar o perfil de susceptibilidade das leveduras utilizou-se as
metodologias de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo. Os valores de concentracdo
inibitéria minima (CIM) variaram entre 8 e > 64 pug/mL para o fluconazol, entre 0,032 e
4 pug/mL para o cetoconazol, entre 0,125 e >16 ug/mL para o itraconazol, e entre 1 e 2
pg/mL para a anfotericina B. Todos os extratos de propolis apresentaram atividade
antifangica frente a todos os isolados de M. pachydermatis testados. O extrato etandlico
de propolis marrom apresentou CIM >16 pg/mL, o etandlico verde e o etandlico
vermelho e o supercritico vermelho mostraram valores de CIM que variaram entre 4 e 8
pug/mL. Os extratos de prépolis testados apresentam atividade antifingica contra
isolados de M. pachydermatis sensiveis e resistentes a antifungicos alopaticos
comerciais, e 0 presente estudo abre caminho para pesquisas que elucidem os principais
compostos presentes nas propolis com atividade antifingica e seus mecanismos de acao.

Palavras-chave: apicultura, compostos bioativos, extragdo supercritica, micoses
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Malassezia pachydermatis susceptibility profile against allopathic antifungals and
extracts of red, green and brown propolis

ABSTRACT

Propolis is an apicultural product produced from the collection of resins of shoots,
exudates and other plant tissues, with the addition of bees salivary secretions and wax,
presenting diverse chemical composition and recognized therapeutic and prophylactic
properties. Brazilian propolis is currently classified into 13 types according to its
physicochemical properties, geographical origin and botanical origin, which determines
the green, red, brown or yellow stainings. The most popular technique for the
production of propolis extracts is the ethanolic extraction by maceration, but although it
is a simple and effective method, it has some disadvantages such as a strong residual
taste and limitation on its clinical use. The extraction with supercritical fluid is an
alternative method with high selectivity and presents less pollutant residues. The
clinical treatment of mycoses presents several problems, especially in chronic cases,
such as side effects, high cost, prolonged treatment time and selection of resistant
strains. Malassezia pachydermatis is the most frequently isolated yeast in canine otitis
and dermatitis cases, and the number of scientifical reports of fungal strains exhibiting
primary in vitro resistance to drugs of clinical use is increasing. In this context, the
present work aimed to evaluate the in vitro susceptibility profile of clinical isolates of
M. pachydermatis yeast against supercritical and ethanolic extracts of three types of
Brazilian propolis (green, red and brown) and commercial allopathic antifungals. To
evaluate the susceptibility profile of the yeasts, the agar diffusion and the microdilution
in broth methodologies were used. The minimum inhibitory concentration (MIC) values
ranged from 8 to >64 ug/mL for fluconazole, between 0.032 and 4 pg/mL for
ketoconazole, between 0.125 and >16 pg/mL for itraconazole, and between 1 and 2
pg/mL for amphotericin B. All propolis extracts showed antifungal activity against all
M. pachydermatis isolates herein tested. Ethanolic extract of brown propolis presented
MIC >16 pg/mL, and green ethanolic and red ethanolic and supercritical red showed
MIC values that ranged between 4 and 8 pg/mL. Propolis extracts present antifungal
activity against M. pachydermatis isolates that were resistant to commercial antifungal
drugs, and further studies may focus the isolation of active compounds from the extracts
and their mechanisms of action.

Keywords: apiculture, bioactive compounds, supercritical extraction, mycosis
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INTRODUCAO

A propolis, produto apicola balsdmico e resinoso e de composicdo quimica
complexa e variavel, tem-se mostrado um importante aliado de humanos, plantas e
animais no controle de microrganismos indesejaveis. Com reconhecidas fungoes
terapéuticas e profilaticas, o uso de extratos de propolis também tem alto potencial de
aplicacdo na medicina para o tratamento de inimeras condicées, incluindo inflamacdes,
controle da dor, infec¢des e neoplasias (PEREIRA et al, 2015; LUSTOSA et al, 2008).

A propolis brasileira é bastante diversificada na composicdo quimica devido a
biodiversidade do pais. Atualmente sdo classificadas em 13 tipos baseados em suas
propriedades fisico-quimicas, como cor, textura e perfil quimico, bem como em sua
origem geografica (ANDRADE et al, 2017; DAS NEVES et al, 2015; PARK et al,
2002; FREIRES et al, 2016). Podem ter coloracgdo verde, vermelha, marrom ou amarela
e sua composi¢do quimica varia significativamente com o clima, a flora coletada, a
espécie de abelha, condi¢bes ambientais e o periodo de coleta do produto. Essas
diferencas podem influenciar na atividade biologica dos seus extratos (ANDRADE et
al, 2017; MACHADO et al, 2016-a; PARK et al, 2002).

A técnica mais popular para a producdo de extratos de prdpolis é a extracdo
etanolica por maceracdo, que resulta em produto com baixo teor de cera e de compostos
biologicamente ativos, devido a afinidade quimica do solvente com a matriz (RAMOS
& MIRANDA, 2007; MACHADO et al, 2015). Os extratos etanolicos normalmente séo
obtidos por técnicas convencionais (extracdo em Soxhlet e solvente maceragdo). Apesar
de ser um método simples e eficaz, a extracdo com etanol tem desvantagens, tais como
forte sabor residual, e limitacGes de aplicacdo em cosméticos e industria farmacéutica
(RAMOS & MIRANDA, 2007; MACHADO et al, 2015). Extratos alcoolicos também
sdo inadequados para o tratamento de algumas doencas em oftalmologia,
otorrinolaringologia, pediatria, ou em pacientes com intolerancia ao alcool
(KUBILIENE et al, 2015).

A extracdo com fluido supercritico (EFS) pode ser um metodo alternativo aos
problemas apresentados pela extracdo etandlica. A utilizacdo de fluidos supercriticos na

extracdo de produtos naturais, tais como o COz, tem um potencial consideravel para
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diferentes processos tecnoldgicos. Os fluidos supercriticos apresentam uma serie de
vantagens sobre o0s solventes liquidos comuns, pois possui propriedades fisico-quimicas
unicas, tais como uma alta difusividade, baixa viscosidade e baixa tensdo superficial. A
combinacdo de tais caracteristicas torna a metodologia adequada para a extracdo de
componentes em matriz solida. Além disso, como na maioria dos casos ndo utiliza
solventes organicos poluentes, qualifica-se como um processo limpo, ou seja, uma
tecnologia verde (BISCAIA, 2007).

As mudancas nos padrdes de doencas infecciosas, com aumento de incidéncia de
infecgBes fungicas e crescentes relatos de leveduras resistentes aos antiflngicos, levou a
procura por novos agentes antifungicos, fato esse evidenciado pelo aumento do nimero
de publicacdes nesta area a partir da década de 1960 (SCORZONI et al, 2017). Embora
esse tema ainda seja incipiente em Medicina Veterinaria, o aumento dos relatos de cepas
fangicas oriundas de cdes exibindo resisténcia primaria in vitro a drogas de uso clinico
desperta atengéo para o assunto (BRITO et al, 2007).

Nos ultimos 15 anos, o estudo de fungos do género Malassezia tem ganhado
destaque dentro da micologia médica, tanto humana quanto veterinaria. Durante este
periodo, oito novas espécies foram isoladas, novos métodos de identificacdo foram
apresentados e esta se buscando a padronizacdo dos testes de sensibilidade antifingica
(PRADO et al, 2007; CAFARCHIA et al, 2015; MARIN, 2014). A malasseziose e a
dermatofitose sdo as micoses superficiais mais importantes na salde dos animais de
companhia e de producdo (BOND, 2010). O tratamento das micoses apresenta uma
problematica relacionada ao tratamento principalmente em casos cronicos, que pode ser
explicada devido ao baixo nimero de substancias dentro do arsenal terapéutico quando
comparado com drogas antibacterianas, bem como efeitos colaterais, alto custo, tempo
prolongado de tratamento e selecdo de cepas resistentes (SIDRIM & ROCHA, 2010;
FIANCO, 2014).

Uma série de autores vem relatando cepas resistentes de Malassezia
pachydermatis a antifungicos comumente adotados na clinica veterinaria. A resisténcia
ao fluconazol é mais reportada, contudo ja foram isoladas cepas resistentes a
anfotericina B, a nistatina e ao miconazol. Considerando este cenario, reduzir a
toxicidade e interagbes medicamentosas, melhorar a biodisponibilidade, melhorar o

espectro antifungico e combater a resisténcia sdo esforcos necessarios para que se
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aumente a eficcia da terapéutica antifingica (WIEDERHOLD, 2017; SCORZONI et
al, 2017). H& uma grande necessidade de encontrar novas abordagens para o tratamento
das micoses, principalmente no campo da Medicina Veterinaria. Neste cenério, a
prépolis vem ganhando enfoque na area cientifica. Devido ao amplo espectro de acdo
biologica da prdpolis, como cicatrizante, antibiotico, antifingico, antinflamatoério e
imunomodulador, o seu uso terapéutico no combate de infeccOes de pele e de conduto
auditivo tendem a obter maior sucesso, visto que em tais condi¢cbes normalmente
ocorrem infeccbes mistas e de carater inflamatério (BANKOVA et al, 2014;
KUBILIENE et al, 2015; CARDOSO et al, 2009).

A extragdo otimizada de produtos bioativos de interesse e o uso de solventes
inertes que possibilitem o uso ampliado da prépolis na medicina e na industria pode
promover o desenvolvimento de bioprodutos a base dessa matriz com alto valor
agregado e eficécia terapéutica comprovada, com a consequente ampliacdo do mercado
consumidor da propolis brasileira. Apesar de ser um produto valorizado no mercado, o
custo do extrato de propolis para o consumidor final ainda é menor que o valor de
antifangicos comerciais. Desta maneira, o presente trabalho visa verificar a acdo de
antifungicos alopaticos comerciais e de diferentes tipos de extratos de prépolis, obtidos
através de extracdo alcoolica ou supercritica, sobre o fungo Malassezia pachydermatis,
a espécie de levedura mais isolada na Medicina Veterinaria.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o perfil de susceptibilidade in vitro de isolados da levedura Malassezia
pachydermatis provenientes de casos de dermatite e otite animais frente a extratos
supercriticos e etanolicos de trés tipos de propolis brasileiras (verde, vermelha e

marrom) e frente a antifungicos alopaticos comerciais.

Obijetivos especificos

1. Caracterizar fenotipicamente as cepas de M. pachydermatis;

2. Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracdo fungicida minima de
isolados de M. pachydermatis frente a antifingicos alopaticos comerciais e a
extratos alcodlico e supercritico das propolis vermelha, verde e marrom;

3. Comparar os resultados entre os diferentes tratamentos nos ensaios de
susceptibilidade;

4. Comparar os resultados das técnicas de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo na

determinacéo da susceptibilidade aos antifingicos;
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REVISAO DE LITERATURA

1.0.  Propolis

A propolis € um produto apicola extremamente versatil utilizado pelas abelhas
como material de construcdo e adaptacdo da colmeia devido as propriedades mecanicas
desta substancia resinosa, e como substancia defensiva para embalsamar intrusos e
animais mortos, garantindo menor incidéncia de microrganismos dentro da colmeia em
relacdo ao meio externo (BANKOVA et al, 2014; SILVA-CARVALHO et al, 2015;
FUNARI & FERRO, 2006). Trata-se de um composto complexo, resinoso, gomoso e
balsdmico, produzido pelas abelhas a partir da coleta de resinas de brotos, exsudatos e
outros tecidos de plantas com adicdo, na colmeia, de secrecOes salivares, cera e pélen
(CORNARA et al, 2017; PEREIRA et al, 2015; LUSTOSA et al, 2008; CARDOSO et
al, 2009; BANKOVA et al, 2014; MACHADO et al, 2012). A coloracdo da propolis
varia desde o amarelado, verde pardo, castanho, marrom claro ou escuro (dependendo
de origem botanica) com sabor adstringente, acre, por vezes levemente amargo, e com
cheiro adocicado (MACHADO et al, 2016-a; PARK et al, 2002; BISCAIA, 2007).

Este composto natural vem sendo utilizado durante séculos pela humanidade no
desenvolvimento de terapias alternativas para o tratamento de muitas doencas. Os
primeiros registros da utilizacdo da propolis pelo homem remontam ao Egito antigo e a
Mesopotamia. Os persas, gregos, romanos e incas também utilizavam prépolis com fins
terapéuticos. Os egipcios conheciam as propriedades antiputrefativas da propolis e a
empregavam para embalsamar cadaveres. O uso de extratos de prépolis na medicina
popular data de 300 A.C. e ha registros do seu uso por médicos gregos e romanos
(PASUPULETI et al, 2017; SILVA-CARVALHO et al, 2015; PEREIRA et al, 2015;
LUSTOSA et al, 2008; CARDOSO et al, 2009; BANKOVA et al, 2014; MACHADO
et al, 2012; FUNARI & FERRO, 2006; LACERDA et al, 2011; RAMOS &
MIRANDA, 2007). Atualmente tém sido reportados estudos da sua aplicabilidade em
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afeccOes relacionadas a salde bucal, ginecoldgica, e de pele (PASUPULETI et al,
2017).

A propolis é considerada uma das misturas naturais mais heterogéneas, com
mais de 300 constituintes ja identificados e/ou caracterizados (ANDRADE et al, 2017;
COSTA et al, 2013). A analise quimica da propolis é muito dificultada devido ao fato
de se tratar de uma mistura de produtos que varia de acordo com a flora de cada regiéo,
0 periodo do ano e a variabilidade genética das abelhas. Ultimamente, esta analise tem
se concentrado nos extratos aquosos e etanolicos pois sdo 0s mais usados nos diversos
tipos de aplicagdes terapéuticas (MACHADO et al, 2012). A origem vegetal da prépolis
¢ a explicagdo da diversidade de perfis quimicos que podem ser encontrados
(CORNARA et al, 2017; COSTA et al, 2013).

De forma geral, a composicdo da propolis consiste de 50 a 60% de resinas e
balsamos, 30 a 40% de ceras, 5 a 10% de dleos essenciais e 5% de grdos de pdlen. Os
principais compostos quimicos isolados sdo acidos e esteres alifaticos, aldeidos e ésteres
aromaticos, acucares, alcoois, &cidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas,
charconas e di-hidrocharconas, flavonoides (flavonas, flavondis e flavononas),
terpenoides, lignanas, proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, pro-vitamina A, além de
diversos minerais, tais como aluminio, célcio, estroncio, ferro, cobre, manganés, zinco
(ANDRADE et al, 2017; WALLER et al, 2017; CORNARA et al, 2017; PASUPULETI
et al, 2017; MACHADO et al, 2016-a; Silva-Carvalho et al, 2015; MACHADO et al,
2012; BANKOVA et al, 2014; CARDOSO et al, 2009; BISCAIA, 2007; LACERDA et
al, 2011; MENEZES, 2005; RAMOS & MIRANDA, 2007). Doze flavonoides
diferentes, como pinocembrina, acacetina, crisina, rutina, luteolina, kaempferol,
apigenina, miricetina, catequina, naringenina, galangina e quercetina; dois acidos
fendlicos, acido cafeico e acido cindmico; e um resveratrol tém sido relatados como
compostos de interesse (PASUPULETI et al, 2017). Algumas enzimas oriundas das
secrecBes glandulares de abelhas ou possivelmente do polen, como succinil
desidrogenase, adenosina trifosfatase, glicose-6- fosfatase, fosfatase acida, a-amilase,
B-amilase, a-lactamase, B-lactamase, maltase, esterase, e trans-hidrogenase também séo
relatadas como compostos achados nas propolis (SILVA-CARVALHO et al, 2015). As
prépolis europeias e asiaticas contém acidos fendlicos simples, enquanto as lignanas sdo

0s compostos principais das prépolis tropicais. Os compostos volateis da propolis séo
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responsaveis pelo seu aroma especifico e por sua atividade bioldgica (CORNARA et al,
2017).

As atividades biologicas e farmacologicas da propolis como agente
antimicrobiano, cicatrizante, analgésico, imunomodulador, antiviral, anti-inflamatorio,
anestésico, hepatoprotetor, antiulcerogénico, antiparasitario, antitripanossomal,
anticariogénico, antiviral, anticarcinogénico, fitotoxico e antioxidante irdo depender da
combinacdo desta composicao quimica peculiar (ANDRADE et al, 2017; CORNARA
etal, 2017; PASUPULETI et al, 2017; SILVA-CARVALHO et al, 2015; CARDOSO et
al, 2009; BANKOVA et al, 2014; KUBILIENE et al, 2015; COSTA et al, 2013;
FUNARI & FERRO, 2006; ITO et al, 2001; LACERDA et al, 2011; MENEZES, 2005;
BATISTA et al, 2012; POSSAMAI et al, 2012). Em estudo realizado em ratos Wistar
por Batista et al (2012), foi observado que a propolis também influenciou na reducédo de
colesterol total, triglicerideos e glicemia.

Vaérios autores confirmaram a atividade antimicrobiana da propolis em bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
glutamicus, Micrococcus luteus Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Sarcina lutea,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis, Streptococcus
oralis, Streptococcus sobrinus, Clostridium difficile, Clostridium paraputiricum.
Enterococcus faecalis), e bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Salmonella enteritide, Helicobacter pylori, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomita, Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides fragilis, Proteus spp. e Shigella spp.). Extratos alcodlicos de prépolis sdo
de relativamente baixa atividade contra bactérias Gram negativas, enquanto os 0leos
essenciais demonstram uma atividade consideravel contra ambos os grupos bacterianos
(CORNARA et al, 2017; NETO et al, 2017; TIVERON et al, 2016; CARDOSO et al,
2016; WANG et al, 2016; DAS NEVES et al, 2015; MACHADO et al, 2016-g;
MACHADO et al, 2016-b; SILVA-CARVALHO et al, 2015; BANKOVA et al, 2014;
JUNIOR et al, 2012; FARNESI et al, 2009; KUBILIENE et al, 2015, COELHO et al,
2007; COSTA et al, 2013; MOURA, 2000; CABRAL et al, 2012; CASTRO et al, 2009;
BANKOVA et al, 1999; MENEZES, 2005; BOYANOVA et al, 2005;
VASCONCELOS et al, 2014).



23

Propriedades antifungicas sdo relatadas contra as espécies Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida kefyr, Candida krusei, Candida guillliermondii,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans Cladosporium
cladosporioides, Cladosporium sphaerospermum, Malassezia globosa, Malassezia
slooffiae, Malassezia pachydermatis, Sporothrix schenckii, Trichophyton rubrum,
Trichophyton menthagrophytes, Trichophyton verrucosum, Microsporum canis,
Microsporum gypseum e Penicillium italicum (WALLER et al, 2017; CORNARA et al,
2017; AMINIMOGHADAMFAROUJ & NEMATOLLAHI, 2017; FREIRES et al,
2016; HAGHDOOST et al, 2016; SILVA-CARVALHO et al, 2015; BANKOVA et al,
2014; KUBILIENE et al, 2015; CARDOSO et al, 2010; DOTA et al, 2010;
CAPISTRANO et al, 2013; KHOSRAVI et al, 2013; LOTTI et al, 2011; SIQUEIRA et
al, 2009; JUNIOR et al, 2012).

A propolis tropical mais estudada é a brasileira. A propolis brasileira foi
previamente classificada por Park et al (2000), que descreveram doze grupos distintos
de propolis. Mais tarde foi identificada a propolis vermelha do Nordeste. Atualmente,
existem, portanto, 13 tipos catalogados e descritos de propolis brasileiras na literatura
(PARK et al, 2002; SILVA et al, 2017). Um trabalho recente publicado por Ferreira et
al (2017) descreve um novo tipo de propolis verde do Nordeste, estado do Rio Grande
do Norte, regido de caatinga, cujas analises fitoquimicas indicam a Jurema-preta
(Mimosa tenuiflora) como principal fonte boténica. A prépolis recém-descrita
apresentou baixo teor de ceras (25% dos solutos) e alto teor de compostos fendlicos e
flavonoides (aproximadamente 70% do total de compostos fendlicos), o que pode
explicar a alta atividade antioxidante verificada nas amostras.

Um dos mais populares e estudados tipo de propolis é a verde, produzida
principalmente nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, provenientes de um arbusto
da familia Asteracea, Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo). A prépolis verde
brasileira contém sesquiterpenos como componentes predominantes e benzofurano
como composto de grande interesse devido as propriedades citotoxicas (CORNARA et
al, 2017; PASUPULETI et al, 2017; COSTA et al, 2013). Destaca-se também a
presenca de compostos como os derivados prenilados e derivados do &cido cinamico

(artepelina C, &cido p-cumarico e drupanina), flavonoides, acido benzoico, acidos
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alifaticos e ésteres, além de possuir alcanos e terpenoides (ANDRADE et al, 2017;
Silva et al, 2017; BANKOVA et al, 2014; SEBRAE, 2014; PARK et al, 2004;
BOGDANOV, 2012).

A artepelina C ou DHCA (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) é o principal
componente de interesse na prépolis verde brasileira, caracterizando-a como produto
unico e justificando sua grande procura e valorizacdo pelo mercado japonés
(CORNARA et al, 2017). A substancia foi primeiramente isolada por Aga et al (1994)
e apresenta destacado potencial antimicrobiano, atividade antitumoral e antioxidante
(GUZMAN, 2005). Apesar de ja ter sido encontrada em amostras de propolis verde,
vermelha e marrom brasileiras, a propolis verde apresentou uma maior concentracao do
composto (ANDRADE et al, 2017). Outros componentes de interesse ja foram
relatados, tais como o acido caféico, o acido ferulico, o acido clorogénico, a
naringenina, o kaempferol, a sakurametina, a pinocembrina, a quercitina e a
kaempferida (ANDRADE et al, 2017; MACHADO et al, 2016-a; MACHADO et al,
2016-b).

A prépolis vermelha é encontrada em quase todo litoral (regides de manguezal)
e encostas de rios do Nordeste brasileiro. Possui esta denominacdo pois a seiva da
planta “rabo de bugio” (Dalbergia ecastophylum), onde a prépolis tem sua origem, é
vermelha. Sua composi¢do quimica € rica em isoflavonoides com alta atividade
antimicrobiana relatada. As benzofenonas estdo entre os compostos mais importantes
presentes na propolis vermelha (COSTA et al 2013).

Oldoni (2007) concluiu que a prépolis vermelha apresenta maior atividade
antioxidante quando comparada a produtos sintéticos comercialmente usados como
antioxidantes. Trusheva et al (2006) identificaram 14 compostos presentes neste tipo de
prépolis, seis destes nunca antes mencionados como componentes da propolis, entre
eles fendis, triterpenoides, isoflavonas e benzofenonas preniladas. Fasolo et al (2013)
isolaram benzofenonas presentes em extratos da prépolis vermelha e a fracdo isolada
apresentou atividade antifangica frente a espécies do género Candida.

Os compostos daidzeina, biochanina A, pinocembrina e quercetina sdo
biomarcadores da prépolis vermelha brasileira. Aléem desses compostos, sabe-se que a
propolis vermelha de Alagoas possui substancias quimicas que ndo foram encontradas

em outras variedades de propolis, tais como vestitol e neovestitol, C-glicosideo,
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liquiritigenina, isoliquiritigenina, luteolina, formononetina e medicarpina (ANDRADE
et al, 2017). Entre os isoflavonoides identificados, o neovestitol mostrou atividade
antimicrobiana, anticarcinogénica e antioxidante. O potencial antinflamatorio do
neovestitol foi relatado por Franchin et al (2016), em um modelo de artrite, com
reducdo do escore clinico, do dano articular e dos niveis de IL-6. O aumento do
interesse pelo extrato desta prépolis brasileira, inserido no contexto do comércio
internacional de alimentos, tem gerado como consequéncia o0 aumento do valor
agregado do produto, que pode valer cinco vezes mais que o tipo verde. A atual
producédo dessa propolis ainda é considerada pequena, apenas 200 kg por ano. Possui 0
maior valor comercial bruto, podendo ser vendida por até R$ 600,00/kg (SECOM 2011,
apud COSTA et al, 2013).

As propolis marrons mais estudadas sdo frequentemente coletadas nas regides
Sul e Sudeste do pais (MACHADO et al, 2016-b; TAZAWA et al, 2016). A presenga
de compostos fenodlicos como a nemerosona, lignanas especificas encontradas nas
resinas das flores da espécie Clusia rosea, elenca o género Clusia como principal
origem floral da prépolis marrom brasileira. O acido clorogénico encontrado em
prépolis brasileira marrom indica também a presenca de género Citrus como fonte de
recursos florais para sua biossintese (HUANG et al, 2014). Também ja foram
identificados acetofenonas e diterpenos, tipicos do género Araucaria (BANKOVA et al,
2000).

Foi encontrada atividade antibacteriana do extrato etanélico de prépolis marrom
coletada no cerrado do Mato Grosso contra cepas de Enterococcus faecalis (PIMENTA
et al, 2014). Um novo diterpeno foi isolado da propolis marrom brasileira do estado do
Parana, e sua atividade antitumoral foi avaliada in vitro, ocorrendo inibicdo do
crescimento de varias linhas celulares de cancro humano (LNCaP, MCF-7, DLD-1 e
A549) com poténcia de aproximadamente 15 vezes maior do que a dos outros
diterpenos testados (TAZAWA et al, 2016).

A prépolis marrom do Parana teve alto potencial citotoxico comprovado, com
percentual de inibicdo superior a 75%, em duas linhagens de células tumorais
(MACHADO et al, 2016-b). Estudo de Weller et al (2017) relatou um alto valor de
compostos fenolicos na propolis marrom do Rio Grande do Sul, com o acido p-

cumarico, o acido clorogénico, o acido felurico e o acido cafeico como os principais
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componentes isolados. Além destes compostos, Andrade et al (2017) ao avaliarem a
propolis marrom de Alagoas, relataram a pinocembrina, a kaempferida e o kaempferol
como compostos mais abundantes.

Poucos estudos descrevem a composicdo quimica da propolis amarela, porém,
Hernandez et al (2010) relataram um estudo qualitativo e quantitativo por GC-MS de 19
amostras de propolis amarela cubana, ricas em alcoois triterpénicos, flavonoides
polmetoxilados, lanosterol, B-amyrone, f-amirina, germanicol, lupeol, cicloartenol, B-
mirina de etilo, 24-metileno-9,19-ciclolanostan-3 B -ol, a-acetato de amirina e acetato
de lupeol. A composicdo quimica da propolis amarela brasileira demonstrou perfil
quimico similar a prépolis cubana. A auséncia de compostos fenolicos e a presenca de
misturas de compostos alifaticos em prépolis amarelo do Mato Grosso do Sul foram
determinadas por Machado et al (2016-b) utilizando anélise de espectros de H-RMN.
Além disso, quinze terpenos foram identificados por GC-MS. O extrato etandlico
apresentou atividade citotoxica contra a estirpe de tumor humano OVCAR-8, mas ndo
foi ativo contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas.

Desde a década de 1980, a propolis vem sendo largamente utilizada em
suplementos alimentares e beberagens, como preventivo de enfermidades e em
aplicacdes topicas (FUNARI & FERRO, 2006). A prépolis tem aplicagcbes em produtos
farmacéuticos, nutracéuticos e cosméticos, e o interesse global na sua pesquisa justifica-
se por suas caracteristicas de panaceia e por seu alto valor agregado. Atualmente existe
um grande interesse em compostos naturais com atividades biologicas que possam
substituir substancias sintéticas utilizadas na inddstria de alimentos e farmacéutica, ideia
sustentada por consumidores preocupados com os efeitos negativos a saude dos
compostos sintéticos (BISCAIA, 2007; MACHADO et al, 2012).

O mercado mundial de prépolis é muito atraente do ponto de vista financeiro,
sendo o Brasil um importante fornecedor deste produto. O Brasil é atualmente o terceiro
maior produtor de prépolis do mundo, responsavel pela producédo de cerca de 10 a 15%
do bioproduto, com estimativa de 50 a 150 toneladas anuais, perdendo apenas para a
Russia e a China. A producéo brasileira € em grande parte destinada a exportagdo (cerca
de 75%), tanto na forma bruta como em produtos manufaturados, e deste total 97%
atende a demanda japonesa (MACHADO et al, 2012; COSTA et al, 2013). A Alemanha
e a China também sdo importadores do bioproduto brasileiro (FERREIRA et al, 2017).
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A propolis verde (tipo 12) do sudeste do Brasil é a mais exportada (MACHADO et al,
2016-b).

A producéo de propolis no estado de Minas Gerais é de 29 toneladas anuais, das
quais 20 toneladas séo de propolis verde. A prépolis produzida no Estado € considerada
como a melhor do mundo no mercado japonés (MACHADO et al, 2012; COSTA et al,
2013). Segundo dados do SEBRAE (2014), 92% de toda a propolis in natura consumida
no Japdo é de origem brasileira, onde o extrato alcodlico da substancia é vendido a US$
110,00 o frasco. Além das propriedades farmacoldgicas, dois pontos se destacam na
preferéncia japonesa pela propolis brasileira: suas caracteristicas organolépticas e o
menor teor de metais pesados e demais poluentes ambientais, quando comparada com as
de outras origens (PEREIRA et al, 2002).

2.0. Tecnologia de extragdo com CO2como fluido supercritico

A extracdo com fluido supercritico pode ser considerada um dos métodos novos
de extracdo mais potencialmente Util no isolamento e obtencdo de compostos a partir de
matrizes naturais. Teve seu inicio no final dos anos 70, na Alemanha, com 0 processo
de remocdo da cafeina no café. A utilizacdo de uma tecnologia limpa, que ndo deixa
residuos, o trabalho com solventes ndo tdxicos, a nao alteracdo das propriedades das
matérias-primas e a extracdo de produtos de alta qualidade tornam esta tecnologia
extremamente atrativa (BISCAIA, 2007).

Quando uma substancia é elevada acima de seus pontos criticos de temperatura e
pressdo, ela passa para uma condicdo chamada de supercritica. A temperatura critica de
um gas é aquela temperatura acima da qual ele ndo pode mais ser liquefeito, ndo
importando a quanto se eleve a pressao. A pressao critica € definida como a pressao
acima da qual o gas ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando a quanto se diminua a
temperatura. E um estado intermediario em que o fluido se encontra, isto é, entre o
liquido e 0 gasoso (HEDRICK et al, 1992; BISCAIA, 2007; FIANCO, 2014).

No estado supercritico, a distingdo entre as fases liquida e gasosa desaparece.
Nesta condicdo, o fluido possui propriedades intermediérias entre um gés e um liquido e

as forcas de solubilizacdo sdo mais intensas. A densidade de um fluido supercritico
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pode ser mudada pela variacdo da pressdo aplicada sobre o fluido. Assim, um fluido
supercritico pode ter a densidade que oscila entre aquelas exibidas pelos gases até
valores tipicos dos liquidos. Como a densidade é semelhante a de um liquido, mas com
0 poder de difusdo e penetracdo dos gases, a extracdo supercritica oferece maior
capacidade de dissolucdo para véarias substancias quimicas. Por conta da semelhanca
entre a sua viscosidade e a dos gases e o fato do coeficiente de difusdo ser maior que o
dos liquidos, a extracdo das substancias é muito facilitada (BISCAIA, 2007; FIANCO,
2014; MACHADO et al, 2015).

Uma das aplicagdes mais difundidas dos fluidos supercriticos é a extragdo de
uma ou mais familias de compostos a partir de uma matriz natural sélida. A
seletividade do processo pode ser manipulada pela escolha do fluido extrator ou pelo
controle de parametros de processo. A seletividade da extracdo também pode ser
facilmente modificada pela adi¢do de co-solventes, polares ou apolares, para melhor
rendimento na extragdo e compostos de interesse. Um extrato obtido com tratamento
supercritico de CO2 pode ser considerado como totalmente natural e os produtos
permitidos para aplicacdo alimenticia possuem status GRAS (Generally Recognized As
Safe) (BISCAIA, 2007; FIANCO, 2014).

You et al (2002) estudaram os efeitos da utilizacdo de etanol e agua como co-
solventes e concluiram que a extragdo com CO; supercritico utilizando o etanol como
co-solvente aumentou a eficiéncia da extracdo, e o pré-tratamento com o CO:
supercritico sem etanol melhorou a extracdo dos flavonoides presentes na propolis
brasileira. Machado et al (2015) detectaram maiores concentragdes de artepelin C e
acido p-cumarico em metodologia de extracdo supercritica com COz de propolis,
utilizando etanol a 1% como co-solvente.

O dioxido de carbono é o solvente mais usado no processo de extracdo por
fluido supercritico, pois possui baixo custo, ndo é tdxico, ndo é explosivo e esta
facilmente disponivel com alto grau de pureza. A extracdo de matérias-primas naturais
com diéxido de carbono supercritico resolve questdes associadas com as altas
temperaturas (ndo ha danos aos componentes labeis, nem perda dos componentes
volateis) e com o uso de solventes organicos, dois dos grandes problemas encontrados
nas extragdes com solventes liquidos. As temperaturas empregadas sdo bastante baixas

nesse processo e o0 Unico solvente usado, o didxido de carbono, dissipa-se totalmente
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apos a descompressao ou pode ser reaproveitado no sistema, e sua remocao ao final da
extracdo ocorre naturalmente. (MACHADO et al, 2015).

3.0. Antifangicos

A busca por farmacos mais efetivos e menos toxicos para o hospedeiro tem sido
um dos grandes desafios para o desenvolvimento dos farmacos antifingicos, devido a
similaridade evolutiva dos alvos celulares entre as células eucarioticas dos fungos e dos
animais (PARENTE-ROCHA et al, 2017; SCORZONI et al, 2017; TAVARES, 2014,
FOY & TREPANIER, 2010; SIDRIM & ROCHA, 2010). A terapéutica fingica até a
década de 30 era pouco efetiva e inespecifica, tendo o iodeto de potassio como primeiro
composto utilizado em 1903. Em 1939 surgiu a griseofulvina, seguida dos derivados
poliénicos, no inicio da década de 50 com a nistatina, e mais tarde, em 1956, com a
anfotericina B. Logo em seguida, em 1964, foi descoberta a atividade antimicdética da
flucitosina (TAVARES, 2014; SIDRIM & ROCHA, 2010).

Um grande impulso ocorreu com a descoberta das propriedades antifungicas do
benzimidazol, em 1944 (TAVARES, 2014). Nas décadas de 60 e 70 os derivados
azolicos, como o0 miconazol, clotrimazol, cetoconazol, tioconazol, dentre outros, foram
disponibilizados no mercado. A partir da década de 90 os triazolicos, como fluconazol,
itraconazol, voriconazol e ravuconazol foram desenvolvidos, apresentando propriedades
farmacocinéticas mais favoraveis, o que tem proporcionado uma terapia antifungica
mais segura e eficaz (SIDRIM & ROCHA, 2010; TAVARES 2014). As amorolfinas e
alilaminas surgiram também na década de 90, ampliando o arsenal terapéutico, em
especial das micoses superficiais. Por Gltimo, ja em 2001, foi aprovada a caspofungina,
da classe das equinocandinas, apresentando mecanismo de acdo inovador, que inibe a
sintese de um polissacarideo essencial da parede celular (SIDRIM & ROCHA, 2010).
Nas ultimas duas décadas, foram feitos progressos significativos no desenvolvimento de
triazois de primeira geracdo, de segunda geracdo, e das equinocandinas. O numero de
agentes antifungicos disponiveis aumentou 30% desde 2000 (FOY & TREPANIER,
2010). As drogas antifungicas comerciais ttm como alvo a parede celular ou o
ergosterol, icluindo os azois, os polienos e as equinocandinas (PARENTE-ROCHA et

al, 2017). Nesta revisdo serdo abordadas as drogas antifungicas utilizadas no presente
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trabalho: a anfotericina B, do grupo dos polienos e o itraconazol, o fluconazol e o
cetoconazol, do grupo dos derivados azélicos.

3.1.  Derivados poliénicos

Os derivados poliénicos consistem em substancias formadas por &tomos de
carbono com dupla ligacdo, representados pela nistatina e pela anfotericina B
(TAVARES, 2014). Sdo exemplos de antibidticos com atividade antifungica, cuja acdo
primaria consiste na alteragdo da permeabilidade celular da membrana plasmatica da
célula fungica (SIDRIM & ROCHA, 2010, CATALAN & MONTEJO, 2006).

3.1.1. Anfotericina B

A anfotericina B, o primeiro antifngico a ser aprovado pela USA Food and
Drug Administration, foi isolada em 1955 de um actinomiceto da espécie Streptomyces
nodosus (TAVARES, 2014; CATALAN & MONTEJO, 2006; LUMBRERAS et al,
2003; SIDRIM & ROCHA, 2010). O farmaco ¢ um macrolideo heptaeno pertencente a
classe dos polienos. Contém na extremidade hidr6foba da molécula uma cadeia lateral
de micosamina, e na porcdo hidréfila sete grupos hidroxila, o que lhe confere
caracteristica anfipatica (CATALAN & MONTEJO, 2006; LUMBRERAS et al, 2003;
FILIPPIN & SOUZA, 2006, NOBRE et al, 2002).

Desde sua descoberta, mesmo com a sua elevada toxicidade e a introdugéo de
antifingicos azolicos sistémicos na década de 1980, o farmaco tem sido considerado
referéncia no tratamento de micoses invasivas, devido ao seu espectro de acdo e aos
anos da experiéncia clinica (FOY & TREPANIER, 2010). Pode ter efeito fungicida ou
fungistatico, a depender da sensibilidade do fungo e da concentracdo alcangada no sitio
da infeccdo (CATALAN & MONTEJO, 2006).

Por muitos anos acreditou-se que a anfotericina B exercia sua atividade
antimicética ao formar estrutura micelial com o ergosterol presente na membrana
plasmatica; o centro hidrofobico da molécula formaria um conduto transmembrana,
criando poros que interfeririam na permeabilidade e funcdo de barreira osmotica,

permitindo a passagem de protons e cations monovalentes (BELLMANN &
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SMUSZKIEWICZ, 2017; NETT & ANDES, 2015; FOY & TREPANIER, 2010;
CATALAN & MONTEJO, 2006; SIDRIM & ROCHA, 2010; LUMBRERAS et al,
2003, NOBRE et al, 2002). Hoje, sabe-se que os complexos de drogas e lipideos
extraem ergosterol da membrana, esgotando-o na célula (PARENTE-ROCHA et al,
2017). Peroxidacgdo lipidica e inibicdo da ATPase fangica sdo também mecanismos
citotoxicos da anfotericina B (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017). Sua eficacia é
devido a maior afinidade pelo ergosterol, o principal esterol de membranas celulares
fangicas, em comparacdo com o colesterol, o principal esterol de membranas celulares
de mamiferos (FOY & TREPANIER, 2010, CATALAN & MONTEJO, 2006).

A molécula da anfotericina B € minimamente absorvida no trato gastrointestinal,
sendo necessaria administracdo intravenosa para um tratamento efetivo (FOY &
TREPANIER, 2010; CATALAN & MONTEJO, 2006). A limitacdo no seu uso s&o
principalmente a irritagdo do endotélio vascular e a nefrotoxicidade cumulativa. A causa
da nefrotoxicidade ainda ndo é compreendida, mas pode estar relacionada a toxicidade
direta as membranas das células epiteliais e a vasoconstriccdo renal, que leva a reducéo
do fluxo sanguineo renal e consequentemente da taxa de filtracdo glomerular. Estudos
em ratos e cdes sugerem que a deplecdo de soédio aumenta a nefrotoxicidade associada a
anfotericina B (FOY & TREPANIER, 2010).

A toxicidade inerente a formulacdo original da anfotericina B (uma dispersao
com deoxiclato de so6dio - ABD) impulsionou o desenvolvimento de 3 novas
formulacGes: a preparacdo lipossomal (ABL), complexo lipidico (ABCL), e dispersédo
coloidal com sulfato de colesterol (NETT & ANDES, 2015; TAVARES, 2014; FOY &
TREPANIER, 2010; CATALAN & MONTEJO, 2006, MARTINEZ, 2006, SIDRIM &
ROCHA, 2010). As trés preparacdes modificadas tém uma maior hidrofobicidade, o que
provavelmente resulta em maior disponibilidade do farmaco no local da infeccdo e
diminuigéo da disponibilidade para os rins (FOY & TREPANIER, 2010). O principal
beneficio destas preparacdes € a maior seguranca quanto a toxicidade celular
(MARTINEZ, 2006).

A anfotericina B tem sido utilizada de forma eficaz em seres humanos para o
tratamento de muitas infec¢bes fungicas sistémicas, incluindo histoplasmose,
blastomicose, criptococose, coccidioidomicose, paracoccidioidomicose, aspergilose e
candidose (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; NETT & ANDES, 2015; FOY &
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TREPANIER, 2010; CATALAN & MONTEJO, 2006; MARTINEZ, 2006; SIDRIM &
ROCHA, 2010). Seu uso foi recomendado para infeccGes flngicas sistémicas
semelhantes em cdes e gatos (FOY & TREPANIER, 2010). Também se mostrou eficaz
frente aos g@éneros Absidia, Mucor, Rhizopus, Conidiobolus, Basiodiobolus,
Microsporum, Trichophyton e Sporothrix (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017,
TAVARES, 2014; CATALAN & MONTEJO, 2006; MARTINEZ, 2006).

Algumas espécies de Candida, como C. lusitaniae, C. guilliermondii, C.
lipolytica e C. tropicalis, Pseudalescheria boydii e algumas cepas de Aspergillus,
Fusarium, Trichosporon, Cladosporium, Scedosporium e Phialophora apresentam
resisténcia clinica ou valores elevados de concentracao inibitéria minima (CIM) frente a
este farmaco (NETT & ANDES, 2015; TAVARES, 2014; MARTINEZ, 2006;
CATALAN & MONTEJO, 2006). Em geral, a aquisicdo de resisténcia a anfotericina B
é incomum, apesar das décadas de uso clinico (NETT & ANDES, 2015; TAVARES,
2014).

A anfotericina B continua a ser uma op¢do de tratamento importante na
medicina veterinaria, porque muitos dos medicamentos mais recentes disponiveis para
0s humanos séo proibitivos para uso na veterinaria, devido ao seu alto custo. A maioria
dos relatdrios veterinarios descrevem o uso de anfotericina B para micoses sistémicas,
com o uso mais relatado da formulagédo ABLC (FOY & TREPANIER, 2010).

3.2. Derivados Azélicos

Os derivados azélicos sdo a classe de antifingicos mais amplamente utilizada
(ROEMER & KRYSAN, 2014). Sdo quimioterapicos fungistaticos sintéticos que
possuem um anel pentagonal imidazolico livre unido a outros anéis aromaticos, que
contém dois ou trés atomos de nitrogénio, dividindo os az6is em imidazéis e triazois,
respectivamente (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; FOY & TREPANIER,
2010; MARTINEZ, 2006; CATALAN & MONTEJO, 2006; LUMBRERAS et al,
2003). A natureza dos anéis modifica as propriedades fisico-quimicas, o efeito
terapéutico e a toxicidade deste grupo de antifingico (CATALAN & MONTEJO,
2006).
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Descoberto em 1949, os imidazois foram utilizados experimentalmente em 1967
pela primeira vez e atualmente se dispde em uso sistémico ou topico para o tratamento
de micoses. Sdo componentes desse grupo: miconazol, clotrimazol, cetoconazol,
econazol, bifonazol, oxiconazol, sertaconazol, tioconazol e terconazol (MARTINEZ,
2006; SIDRIM & ROCHA, 2010; NOBRE et al, 2002). Os imidazois significaram uma
melhora consideravel no tratamento das infec¢des fungicas; entretanto, a existéncia de
limitacGes relacionadas com seu limitado espectro de atividade, sua escassa
biodisponibilidade e a possibilidade de aparecimento de efeitos colaterais graves,
restringiram seu emprego (LUMBRERAS et al, 2003). Desde que o cetoconazol foi
disponibilizado para uso oral no inicio dos anos 1980, o tratamento de muitos pacientes
com micoses sistémicas foi possibilitado (FOY & TREPANIER, 2010). Na medicina
humana, os imidazois tém ficado restritos ao uso tépico, enquanto que os triazois tém
sido recomendados para tratamento sisttmico. (FOY & TREPANIER, 2010, SIDRIM &
ROCHA, 2010). Destacam-se no grupo dos triazélicos o fluconazol, o itraconazol, o
voriconazol, o posaconazol e o isavuconazole pelo largo espectro de acdo e toxicidade
reduzida (NETT & ANDES, 2015; MARTINEZ, 2006; NOBRE et al, 2002).

Os azolicos se ligam a uma parte do citocromo P-450 do fungo, formando um
complexo que inibe a enzima 14-a-desmetilase. O bloqueio desta enzima impede a
conversdo do lanosterol em ergosterol, que é um componente fundamental da membrana
citoplasmatica do fungo, o que produz uma alteracdo da permeabilidade e acumulacéo
de esterdis aberrantes e potencialmente toxicos na membrana. Também agem inativando
enzimas do processo oxidativo dos fungos, levando a acumulacdo de perdxido de
hidrogénio, com consequente dano celular. Muitos derivados azélicos inibem enzimas
do citocromo P450 de mamiferos, que também convertem lanosterol como precursor do
colesterol, aumentando a possibilidade de ocorrerem efeitos adversos e potenciais
interagcfes medicamentosas (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; SCORZONI et
al, 2017; TAVARES, 2014; FOY & TREPANIER, 2010; MARTINEZ, 2006;
CARRILLO-MUNOZ et al, 2013; CATALAN & MONTEJO, 2006; SIDRIM &
ROCHA, 2010; LUMBRERAS et al, 2003; NOBRE et al, 2002). Além disso, essa
classe de farmaco é capaz de alterar a sintese de triglicerideos e fosfolipidios. Em alta
concentracdo, blogueiam enzimas peroxidativas podendo levar a morte celular
(TAVARES, 2014).
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Os triazbis possuem 0 mesmo mecanismo de acdo que os imidazois, mas com
maior espectro de acdo e menos efeitos colaterais (LUMBRERAS et al, 2003). A
metabolizacdo dos azois é principalmente por via hepética, sendo os efeitos colaterais
mais comuns nauseas e vomitos quando utilizado por via sistémica, além de eritema,
ardéncia, descamacdo, edema, prurido, urticaria e formacéo de vesiculas no uso tépico
(SIDRIM & ROCHA, 2010; NOBRE et al, 2002). O espectro de a¢do dos imidazdlicos
e triazdlicos abrange o0s agentes de paracoccidioidomicose, histoplasmose,
coccidioidomicose, criptococose, blastomicose e dermatomicoses. A maioria das
espécies de Candida mostra susceptibilidade aos azélicos, notando-se que C. krusei e C.
glabrata s&0 menos susceptiveis (MARTINEZ, 2006, SIDRIM & ROCHA, 2010).

3.2.1. Fluconazol

O fluconazol é um farmaco da primeira geracdo de triazdis aprovado para uso
clinico em 1982 e disponivel para administracdo oral e intravenosa (BELLMANN &
SMUSZKIEWICZ, 2017, TAVARES, 2014; SIDRIM & ROCHA, 2010). O fluconazol
penetra efetivamente nas barreiras hematoencefélica e ocular tanto em humanos quanto
em pacientes veterinarios, portanto é recomendado no tratamento de micoses sistémicas
que afetam o sistema nervoso central (SNC) ou os olhos (BELLMANN &
SMUSZKIEWICZ, 2017).

Suas excelentes propriedades farmacocinéticas e sua escassa toxicidade o tornam
ideal para a prevencdo e o tratamento de infeccbes por Candida (C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis) e Criptococcus. (MARTINEZ,
2006; FOY & TREPANIER, 2010; TAVARES, 2014; LUMBRERAS et al, 2003).
Também ja foi relatada acdo do fluconazol contra fungos dimdrficos, incluindo
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e
Paracoccidioides brasiliensis. A terapéutica em cées e gatos com criptococose e
blastomicose tem sido bem-sucedida. Malassezia furfur, Microsporum e Trichophyton,
envolvidos em micoses superficiais, também sdo relatados no espectro de acdo. As
concentragdes inibitdrias minimas séo significativamente maiores no fluconazol quando
comparado com outros azois (NETT & ANDES, 2015; MARTINEZ, 2006;
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BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; TAVARES, 2014; LUMBRERAS et al,
2003).

As limitacGes do uso deste triazolico sdo referentes a sua falta de atividade
contra fungos filamentosos (Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, Mucorales e
Penicillium), a resisténcia natural de algumas leveduras, como a C. krusei, a resisténcia
adquirida em outras espécies de Candida (C. glabrata, C. guilliermondii e C. rugosa)
ou Cryptococcus. neoformans, aos ajustes de doses necessarias em pacientes com
deficiéncia renal e as interacdes com outros medicamentos (NETT & ANDES, 2015;
SANTOS JR. et al, 2005; MARTINEZ, 2006; LUMBRERAS et al, 2003).

O fluconazol praticamente ndo altera a biossintese de ergosterol dos mamiferos,
sendo menos toxico e melhor absorvido que os outros azois e é geralmente bem tolerado
(NOBRE et al, 2002). Cées tem apresentado boa tolerancia, sem aumento dos niveis de
enzimas hepaticas. Contudo, o farmaco é teratogénico em animais e deve ser evitado
durante a gestacdo (FOY & TREPANIER, 2010).

3.2.2. lItraconazol

O itraconazol é um derivado triazélico de primeira geragdo, disponibilizado logo
apos o fluconazol, e introduzido para o tratamento das micoses sistémicas em 1992
(LUMBRERAS et al, 2003 SIDRIM & ROCHA, 2010, FOY & TREPANIER, 2010). O
farmaco rapidamente tornou-se o tratamento oral de primeira escolha para a
histoplasmose e a blastomicose (FOY & TREPANIER, 2010). Sua atividade antifingica
¢ mais ampla que a do fluconazol, contudo suas propriedades farmacocinéticas sdo
menos favoraveis, sofrendo intensa biotransformacdo hepatica (LUMBRERAS et al,
2003 SIDRIM & ROCHA, 2010). Os efeitos adversos relatados compreendem sintomas
gastro-intestinais, efeitos hepatotoxicos e insuficiéncia cardiaca congestiva
(BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; SIDRIM & ROCHA, 2010).

Embora o itraconazol ndo penetre efetivamente nas barreiras hematoencefalica e

ocular, pode atingir niveis adequados para tratar o SNC ou infec¢do ocular quando ha
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inflamacéo associada e comprometimento das barreiras (FOY & TREPANIER, 2010).
O itraconazol apresenta boa distribuicdo e altas concentragdes em tecidos
queratinizados, como a pele, persistindo por até 4 semanas apés interrup¢do do uso,
sendo efetivo para o tratamento de micoses superficiais causadas por fungos
dermatofiticos e leveduras do género Malassezia. Atualmente, o itraconazol é
largamente usado na terapéutica de infecges fungicas locais (FOY & TREPANIER,
2010; SIDRIM & ROCHA, 2010). O itraconazol atua adicionalmente contra muitas
espécies do género Aspergillus, incluindo A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A.
terreus e A. niger, sendo uma alternativa & anfotericina no tratamento de pacientes com
aspergilose sistémica (MARTINEZ, 2006; NETT & ANDES, 2015; TAVARES, 2014;
FOY & TREPANIER, 2010).

Assim como o fluconazol, o itraconazol tem uma excelente atividade in vitro
frente a leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus, inclusive algumas espécies de
Candida resistentes ao fluconazol, ainda que os valores de concentragdo inibitoria
minima frente a C. krusei e C. glabrata relatados sejam mais altos (NETT & ANDES,
2015; MARTINEZ, 2006; TAVARES, 2014; FOY & TREPANIER, 2010; SIDRIM &
ROCHA, 2010; LUMBRERAS et al, 2003). O espectro de atividade também inclui
fungos dimorficos, tais como B. dermatitidis, H. capsulatum, Coccidioides spp,
Paracoccidioides spp, e Sporothrix schenckii (NETT & ANDES, 2015; MARTINEZ,
2006; TAVARES, 2014; FOY & TREPANIER, 2010). O itraconazol é droga de escolha
no tratamento de micoses sistémicas de caes e gatos (FOY & TREPANIER, 2010).

O triazdlico ndo possui atividade inibitéria frente ao grupo dos zigomicetos,
principalmente da ordem Mucorales. As espécies do género Fusarium apresentaram
pouca ou nenhuma inibicdo (MARTINEZ, 2006; NETT & ANDES, 2015;
LUMBRERAS et al, 2003).

3.2.3. Cetoconazol

O cetoconazol é um imidazol que passou a ser comercializado nos anos 80.
Atualmente encontra-se disponivel para administracdo oral e topica, incluindo cremes,
pomadas e xampus (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; FOY & TREPANIER,
2010). Foi o primeiro azol liberado para uso em cédes (FOY & TREPANIER, 2010).
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O espectro de atividade antifingica compreende espécies dos géneros Candida,
Malassezia, e Aspergillus, além de Cryptococcus immitis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioidis immitis, Paracoccidioides brasiliensis e fungos dermatofiticos
(BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; MARTINEZ, 2006; TAVARES, 2014;
SIDRIM & ROCHA, 2010; FOY & TREPANIER, 2010; NOBRE et al, 2002). Embora
0 cetoconazol tem sido usado historicamente para tratar varias micoses sistémicas,
incluindo blastomicose e histoplasmose, atualmente ele perdeu seu papel na terapia
antifangica sisttmica (BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; FOY &
TREPANIER, 2010). Quando usado, deve ser combinado com anfotericina B para
produzir taxas de resposta que sdao comparaveis ao itraconazol. Tanto em humano
quanto em cdes, os triazoles, como o fluconazol e o itraconazol, tém melhor eficacia do
que o cetoconazol e sdo o tratamento recomendado tanto na blastomicose quanto na
histoplasmose (FOY & TREPANIER, 2010).

Disturbios gastrointestinais, com sintomas como vomito, diarreia, nduseas e falta
de apetite tém sido relatados em cdes e humanos tratados com cetoconazol (FOY &
TREPANIER, 2010; SIDRIM & ROCHA, 2010). A hepatotoxicidade e as reacoes
cuténeas, incluindo eritema e prurido, sdéo menos frequentemente observadas e s&o
reversiveis com a interrupcdo do uso do farmaco (TAVARES, 2014; FOY &
TREPANIER, 2010; SIDRIM & ROCHA, 2010). A hepatotoxicidade com cetoconazol
foi reproduzida em roedores e apresentou-se dose-dependente (FOY & TREPANIER,
2010).

O cetoconazol tem acdo inibitoria sobre a enzima citocromo P450, podendo
inibir a sintese de esteroides em gdnadas e adrenais (TAVARES, 2014). Em animais,
inibe a producdo adrenal de testosterona e deve ser evitado em individuos reprodutores
(FOY & TREPANIER, 2010; SIDRIM & ROCHA, 2010). O risco de supressao adrenal
deve ser considerado em cdes tratados que estdo passando por procedimentos
estressantes, pois a sintese de cortisol também é inibida (FOY & TREPANIER, 2010).

3.3. Resisténcia aos antifungicos: mecanismos envolvidos

Do ponto de vista clinico, a resisténcia a medicamentos ocorre quando o

tratamento farmacoldgico adequado ndo é eficaz, causando persisténcia ou progresséo
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de uma infeccdo (PARENTE-ROCHA et al, 2017). No entanto, 0S mecanismos
moleculares que levam a resisténcia antifingica sdo complexos. As estratégias de
sobrevivéncia molecular primaria incluem: mutacdo dos alvos dos farmacos, o que
reduz sua afinidade; superexpressdo da proteina alvo por modificacdo da regido
promotora do gene; expressdo de um sistema de efluxo; e degradacdo das drogas
(PARENTE-ROCHA et al, 2017; SCORZONI et al, 2017; NETT & ANDES, 2015).

Nos altimos dez anos, a resisténcia aos azois tem sido estudada extensivamente.
Quatro mecanismos principais sdo descritos: efluxo, mediado por bombas de efluxo
que, em geral, causam resisténcia cruzada entre os varios azdis; mutacdo do gene
ERG11, causando a produgdo da enzima lanosterol demetilase modificada com
diminuicdo da afinidade pelos azois e consequente menor captura da droga pelo fungo;
superexpressdo do gene ERG11, resultando em aumento da concentracdo da enzima
lanosterol 14a-demethylase; e alteragbes na composicdo da parede celular
(BELLMANN & SMUSZKIEWICZ, 2017; PARENTE-ROCHA et al, 2017,
SCORZONI et al, 2017; WIEDERHOLD, 2017; NETT & ANDES, 2015; TAVARES,
2014; SANTOS JR et al, 2005; MARTINEZ, 2006).

A resisténcia ao fluconazol é mais comum em espécies de Candida nao-albicans
(WIEDERHOLD, 2017). A resisténcia primaria ao fluconazol é bem conhecido nas
espécies Candida krusei e C. glabrata (SANTOS JR et al, 2005). A taxa de resisténcia
extrinseca aos triazolicos vem aumentando, particularmente para C. glabrata. Durante a
ultima década, a frequéncia de resisténcia ao fluconazol para esta espécie aumentou de
9% para 14% (NETT & ANDES, 2015). A exposicdo prolongada dos pacientes ao
fluconazol aumenta os casos de resisténcia clinica em espécies de Candida
(SCORZONI et al, 2017). A resisténcia cruzada ao voriconazol é frequente (NETT &
ANDES, 2015).

A reducdo do acimulo intracelular dos azo6is em Candida spp é consequéncia da
superexpressdo de transportadores de membrana que agem como bombas de efluxo
multidrogas. Duas principais classes de transportadores estdo envolvidos: os que
hidrolisam ATP e as que utilizam energia do gradiente eletroquimico de prétons para
excretar as drogas (SCORZONI et al, 2017).

A resisténcia em Aspergillus fumigatus apds exposicdo a farmacos azois é

provavelmente o resultado de mutacdo, que leva a superexpressao da proteina alvo do
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farmaco (PARENTE-ROCHA et al, 2017). Isso geralmente repercute em resisténcia a
todos os azois (NETT & ANDES, 2015). Em Cryptococcus neoformans, a exposi¢ao de
camundongos infectados a uma baixa dose de fluconazol aumenta o valor da
concentracdo inibitéria minima das colbnias recuperadas de animais. Além disso,
aumenta a melanizagdo e o tamanho da capsula, que sdo fatores de viruléncia classicos
neste fungo. A exposicdo prévia aos antifingicos induzem diferentes mecanismos de
resisténcia, em diferentes espécies de fungos (PARENTE-ROCHA et al, 2017).

A resisténcia adquirida a anfotericina B € um fendmeno raro, mesmo com seus
50 anos de uso na prética clinica (PARENTE-ROCHA et al, 2017). Em isolados de
material clinico, a resisténcia tem sido observada em cepas de Candida krusei, C.
parakrusei, C. albicans, C. tropicalis, C. lusitanae, espécies de Fusarium, e em
Cryptococcus neoformans. Os mutantes resistentes apresentam, em geral, alteragdes na
composicdo dos esterdis das membranas, com diminui¢do ou auséncia do ergosterol, ou
a formagdo de esterdis modificados, com menor afinidade pelos polienos (PARENTE-
ROCHA et al, 2017; WIEDERHOLD, 2017; TAVARES, 2014). Uma nova espécie que
vem emergindo, a C. auris, pode apresentar multipla resisténcia as classes de
antifungicos disponiveis (WIEDERHOLD, 2017).

Em Candida tropicalis e Candida lusitaniae, o baixo teor de ergosterol na
membrana est associado a uma susceptibilidade reduzida a anfotericina B (PARENTE-
ROCHA et al, 2017; FILIPPIN & SOUZA, 2006). A auséncia de ergosterol na
membrana reduz efetivamente a atividade litica do antifungico, evidenciando que a
presenca de ergosterol é essencial na sua atuacdo (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

E também admitido que a resisténcia seja devido a maior producio de catalase
pelo fungo, o que impediria a acdo oxidativa da anfotericina B (TAVARES, 2014).
Como a anfotericina B aumenta o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
células fangicas, o C. tropicalis resistente a anfotericina B produz menos ROS e altera a
atividade mitocondrial (PARENTE-ROCHA et al, 2017).

Cepas de algumas espécies de Aspergillus sdo comumente resistentes, mesmo
sem apresentar alteracdo no teor de ergosterol. Um dos mecanismos propostos para a
resisténcia ao A. terreus ao farmaco ¢ o bloqueio de uma via de sinalizagéo, o que inibe
a formacéo de aquaporinas (SCORZONI et al, 2017).
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Existem evidéncias de que o uso prévio dos antifangicos azolicos pode induzir
resisténcia temporéria em isolados de C. albicans (TAVARES, 2014). Apesar de ser
pouco reportada, a resisténcia cruzada entre azois e polienos pode ocorrer devido a
perda de funcdo do gene ERG3, que resulta em baixos teores de ergosterol, protegendo
leveduras contra os efeitos toxicos da anfotericina B (SCORZONI et al, 2017; SANTOS
JR et al, 2005).

4.0.  Malassezia pachydermatis

O género Malassezia pertence ao reino Eumycota, divisdo Basidiomycota, classe
Malasseziomycetes, e compreende espécies de leveduras lipodependentes e lipofilicas,
atualmente classificadas em 14 espécies (VELEGRAKI et al, 2015; PRADO et al,
2007; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002). O uso da andlise gendmica no inicio da
década de 90 levou a uma classificacdo mais clara das leveduras do género Malassezia,
que até entdo s6 contava com duas espécies descritas, M. furfur e M. pachydermatis.
Inicialmente, com base na diferenga na porcentagem de guanina e citosina no DNA,
mais cinco espécies foram identificadas: M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M.
restricta e M. slooffiae. A partir de estudos moleculares, seis novas espécies foram
incluidas: M. dermatis, M. japonica, M. yamatoensis, M. nana, M. equina e M. caprae.
(VELEGRAKI et al, 2015; PRADO et al, 2007; OUTERBRIDGE, 2006; SIDRIM &
ROCHA, 2010; GUILLOT & BOND, 1999).

Malassezia pachydermatis € um organismo comensal que foi isolado da pele,
canais de ouvido, sacos anais, vagina, anus e superficies mucosas de cdes e gatos
(OUTERBRIDGE, 2006; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002). A levedura foi descrita
pela primeira vez em 1925, parasitando a pele de um rinoceronte indiano (Rhinoceros
unicornis) com dermatite esfoliativa generalizada, e estudos na Suécia na década de
1950 destacaram o papel desta espécie na otite externa canina (BOND, 2010).
Atualmente é associada com quadros de otite externa e diferentes tipos de dermatite em
animais domésticos, sendo mais comum nos cées do que nos gatos (VELEGRAKI et al,
2015; CARBANES, 2014; OUTERBRIDGE, 2006; BOND, 2010; MATOUSEK &
CAMPBELL, 2002; CRESPO et al, 2002). Em cdes e gatos, ja foi descrito na literatura
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o0 isolamento das espécies M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa e
M. nana de diferentes sitios anatdmicos, em animais sadios ou apresentando alguma
patologia (PRADO et al, 2007).

Alteracdes no microclima cutaneo superficial ou defesas do hospedeiro podem
permitir a este microrganismo normalmente comensal tornar-se um pat6geno
significativo (CRESPO et al, 2002). Os fatores envolvidos na transicdo do
comensalismo para o parasitismo em cdes ndo sdo totalmente elucidados. Embora M.
pachydermatis seja um habitante normal da mucosa e pele canina saudavel, cdes com
malasseziose podem ter 100 a 10.000 vezes a densidade populacional de leveduras na
pele em comparagdo com cées saudaveis (BOND, 2010). Os processos envolvidos na
colonizacdo e infeccdo incluem a aderéncia ao estrato cOrneo, a secrecdo de
hidrolisases, incluindo lipases, fosfolipases, aspartil proteases e esfingomielinases
acidas, esterases, bem como respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro
(BOND, 2010; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002). Existe a producdo de enzimas
esterase, lipase, acido fosfatase, lipoxigenase, protease e fosfolipase, as quais séo
reconhecidas como fatores de viruléncia (VELEGRAKI et al, 2015; MATOUSEK &
CAMPBELL, 2002).

A proenzima zimogénica da parede celular de levedura pode ativar o sistema do
complemento, provocando danos a integridade dos queratindcitos, concorrendo em
espongiose epidérmica, inflamacdo e prurido. A expressdo de fosfolipase em M.
pachydermatis é modificada pelo opidide endégeno endodina, que por sua vez é
mediada por receptores de que estdo presentes na parede celular. Esses receptores
parecem afetar o fendtipo (comensal ou patogénico) desta espécie sob a agdo de
agonistas apropriados ou antagonistas (VELEGRAKI et al, 2015).

A infeccdo se desenvolve quando ha reacdo de hipersensibilidade a Malassezia
no hospedeiro ou quando h& um crescimento excessivo sobre a superficie cutanea.
(PRADO et al, 2007; QUINN et al., 2005; OUTERBRIDGE, 2006). Existem fatores
predisponentes que alteram o microambiente da pele ou o sistema imunolégico do
hospedeiro, facilitando a infecgdo. Destacam-se como fatores predisponentes: o
aumento da umidade cuténea, a quantidade ou composicdo dos lipidios superficiais na
pele, mudangas hormonais, doencas metabdlicas, disturbios de cornificagéo, distdrbios

nutricionais, dermatite alérgica e/ou ectoparasitaria, € 0 uso prolongado de antibioticos
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associado ao tratamento com glicocorticoides (VELEGRAKI et al, 2015; CARBANES,
2014; BOND, 2010; OUTERBRIDGE, 2006; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002;
CRESPO et al, 2002).

O fato desta levedura ser lipofilica influencia na sua distribuicdo pelo corpo do
animal, sendo mais abundante em regiGes Umidas e em locais onde a presenca de
glandulas sebaceas representa uma fonte de material lipidico. Algumas racas foram
relatadas com aparentemente mais predispostas a infeccdo, entre elas Chihuahua,
Poodle, Shetland, Sheepdog, Collie, Pastor Alemao, Maltés, Lhasa Apso, Cocker
Spaniel, Basset, West Highland White Terrier, Dachshund, Shih-Tzu, Setter Inglés,
entre outros. Esta predisposicdo racial pode estar relacionada a uma deficiéncia na
resposta de linfécito T ao fungo (GUILLOT & BOND, 1999; SCOTT et al, 1996;
BOND, 2010; OUTERBRIDGE, 2006; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002).

A dermatite canina por Malassezia é caracterizada clinicamente por lesdes
eritematosas, alopécicas, muitas vezes associadas a exsudacao gordurosa, especialmente
em dobras de pele e areas interdigitais (Bond, 2010; OUTERBRIDGE, 2006). Embora
as lesbes cutaneas possam ser localizadas, regides maultiplas sdo geralmente afetadas,
especialmente os membros, ventre, orelhas, face, pescoco ventral, axila e regido
inguinal (OUTERBRIDGE, 2006; MEDLEAU & HNILICA, 2003; QUINN et al,
2005). As lesbes tendem a ocorrer mais frequentemente e com maior gravidade nas
pregas de pele. Geralmente o animal apresenta-se com odor corporal desagradavel,
rangoso e seborreico, pele espessada e aspera com aglutinacdo de pelos. (MEDLEAU &
HNILICA, 2003; QUINN et al, 2005).

Em casos cronicos, a alopecia traumatica é acompanhada de hiperpigmentacéo,
liqguenizacdo e halo eritematoso (BOND, 2010; OUTERBRIDGE, 2006). As lesbes
podem ser pruriginosas, como resultado da reacdo de hipersensibilidade a produtos
excretados pela levedura (OUTERBRIDGE, 2006). Outro achado comum nos casos de
dermatite por Malassezia é a ocorréncia simultanea de otite externa em caes (SCOTT et
al, 2001). Em gatos, a dermatite por M. pachydermatis ocorre com menor frequéncia
gue em cées, porém as lesdes sdo semelhantes. Nos casos ocasionais de dermatite
localizada ou generalizada descritos em gatos, as lesdes encontradas foram dermatite
esfoliativa, eritema exsudado gorduroso e graus variados de prurido (PRADO et al,
2007).
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Aizawa et al (2001) estudaram as caracteristicas moleculares de 110 amostras de
M. pachydermatis isoladas de casos clinicos de cées e gatos. Esta investigacéo revelou a
existéncia de quatro tipos geneticamente distintos: A (84,6%), B (11,8%), C (0,9%) e D
(2,7%). A M. pachydermatis tipo A (predominante) foi isolada de lesdes de varias
doencas (otite externa, pioderma, dermatite atdpica, alergia a picada de pulgas e
seborréia), enquanto aquelas do tipo B, C e D foram isoladas majoritariamente de otites
externas.

A otite externa é uma afeccdo do epitélio do conduto auditivo multifatorial mais
comum em cdes, acometendo entre 21,7 a 42% da populacdo. A producdo excessiva e a
retencdo de cera, consequéncias da hipersecrecdo de glandulas ceruminosas,
combinadas com atividade de enzimas proteoliticas de M. pachydermatis, contribuem
para alteracdes inflamatdrias (QUINN et al, 2005). As otites associadas a Malassezia
spp. geralmente séo pruriginosas, determinando eritema do conduto auditivo externo,
otalgia e acumulo de secrecdo ceruminosa castanha a marrom, com odor acético
caracteristico e graus variados de prurido (LEITE et al, 2003; BOND, 2010). A estenose
é comum em casos crénicos e pode haver infec¢do bacteriana simultanea ou progressao
para otite média (BOND, 2010).

Os fatores envolvidos no desenvolvimento da otite externa podem ser
classificados como primarios, predisponentes e perpetuantes. Os fatores primarios sdo
0s que sdo capazes de iniciar a inflamacdo, dentre eles atopia, corpos estranhos, e
infestacdes pelo acaro das orelhas. Fatores predisponentes sdo 0s que tornam o ouvido
mais suscetivel a inflamacdo, mas que, por si s6, ndo causam otite. Destacam-se
predisposi¢es anatdmicas, maceracao e umidade excessiva. Fatores perpetuantes sdo 0s
responsaveis pela continuacdo da resposta inflamatoria, tais como infec¢bes bacterianas
e com outros fungos (NASCENTE et al, 2010; QUINN et al, 2005).

A presenca de M. pachydermatis em ouvidos de cdes saudaveis tem sido relatada
numa proporcao que varia de 45 a 50% dos animais (KUMAR et al, 2002; CRESPO et
al, 2002). Girdo et al (2006) descrevem o isolamento desta levedura em um ndmero
significativamente maior de ouvidos de cées acometidos por otite externa, quando
comparado com ouvidos sadios, o que pode implicar 0 seu papel patogénico nesta
enfermidade. Em gatos acometidos por otite externa ja foram isoladas as espécies M.

pachydermatis, M. furfur, M. globosa, M. sympodialis e M. nana. Apesar da M.
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pachydermatis poder estar envolvida em casos de otite externa em gatos, ela ndo ocorre
com a mesma frequéncia que em caes (PRADO et al, 2007).

Os microrganismos mais frequentemente isolados de cdes com otite externa sdo
Staphylococcus intermedius e Malassezia pachydermatis. Em estudo realizado por
Oliveira et al (2008) com 50 cdes com otite externa bilateral na cidade de Fortaleza
(CE), foram isolados em 54,8% das amostras a associacdo entre S. intermedius e M.
pachydermatis. Ambos 0s microrganismos pertencem a flora microbiana normal da
area auricular. Contudo, quando ocorre explosdo populacional, eles se tornam
patogénicos (CARDOSO et al, 2009). Apesar do desconhecimento do verdadeiro papel
de levedura Malassezia em ambientes 6tico e epitelial de cdes sadios e doentes, sabe-se
que a sua superpopulacdo impede a resolucdo de um quadro ja instalado de inflamacéo,
independentemente da causa (SIDRIM & ROCHA, 2010; FIANCO, 2014).

Prevaléncia inferior foi relatada em estudo realizado no periodo de um ano por
Kamaljyoti et al (2017) ao avaliarem 115 cées com otite, dos quais 19,1% apresentaram
positividade para Malassezia. Adultos entre 1 e 3 anos foram a faixa etaria mais
acometida. Na estacdo chuvosa, a prevaléncia foi significativamente maior que nos
outros periodos do ano (63%). A ocorréncia da otite foi maior na raca Labrador
(45,5%), seguido da raca Beagle (18,1%). Dos animais acometidos, 77,3% possuiam
orelhas pendulares.

Cafarchia et al (2005) também avaliaram a ocorréncia, os fatores de risco e as
espéecies de Malassezia em condutos auditivos de cdes e gatos sadios ou com otite
externa, e do total de isolamentos obtidos, 97,6% foram identificados como M.
pachydermatis e 2,4% como M. globosa. O isolamento foi mais frequente nos animais
com até 5 anos de idade, acometendo 72,9% e 40% dos cées e gatos com otite, e 57,3%
e 28% dos cdes e gatos sadios, respectivamente. Verificou-se também que a incidéncia
de otite em cées foi maior naqueles com orelhas pendulares, quando comparados aos
que tinham orelhas eretas, o que sugere um fator predisponente (CAFARCHIA et al,
2005).

Em estudo realizado por Nascente et al (2010), com 168 cées com otite externa
encaminhados aos Hospitais Veterinarios das Universidades Federais do Rio Grande do
Sul e de Pelotas, a M. pachydermatis foi isolada em 82,7% dos casos, a maior

prevaléncia encontrada nos estudos consultados. Neste estudo, verificou-se também que
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ndo houve diferenga em relagdo ao sexo e idade dos animais. Houve um total de 139
(82,7%) animais com orelha pendular e 29 (17,3%) com orelha ereta, reforcando o0s
achados de Kamaljyoti et al (2017) e Cafarchia et al (2005).

Em investigacdo realizada em Fortaleza, estado do Ceard, buscou-se o
iIsolamento da M. pachydermatis a partir de amostras colhidas de condutos auditivos
sadios ou enfermos de cdes. Nos exames citoldgicos, a presenca de Malassezia foi
observada em 63,7% das amostras de otite, e em 21,43% dos condutos auditivos sadios
de cdes com otite unilateral. Quanto as racas caninas mais acometidas, observou-se que
a raca Poodle foi a de maior ocorréncia, seguida de cdes sem raca definida e os das ragas
Cocker spaniel, Pastor alemdo, Yorkshire terrier e Rottweiler. A maioria dos cées
portadores de Malassezia tinham entre um a trés anos de idade (GIRAO et al, 2006).

Baptista et al (2010) estudaram amostras de ouvido externo de 30 cées atendidos
na rotina de uma clinica na Zona Oeste do Rio de Janeiro, no periodo de agosto a
setembro de 2008. Como resultado, observaram que 49 (81,67%) amostras
apresentavam pelo menos um sinal clinico de otite e, do grupo doente, 16 (26,67%)
eram positivas para Malassezia sp.

O diagnéstico de malasseziose é baseado em sinais clinicos, presenca de
nameros elevados de leveduras no exame direto e resposta clinica a terapia antifungica
(BOND, 2010). Como nos seres humanos, as técnicas de microscopia direta incluem a
impressdo de amostras em laminas de vidro e/ou fitas adesivas. As culturas sao
realizadas inoculando espécimes coletados por swab diretamente em placas de Petri
contendo meio de cultura suplementado com lipidios. A presenca de dez ou mais células
de levedura em cinco campos com uma ampliacdo de 400x de amostras de orelha de
cdes indica otite, enquanto a presenca de cinco células ou mais de amostras de pele
sugere dermatite. No caso da cultura fangica, mais de 70 unidades formadoras de
colonias por amostra podem ser indicativas de infecgdo (VELEGRAKI et al, 2015)

As espécies de Malassezia podem ser identificadas fenotipicamente pelas suas
caracteristicas morfologicas e bioquimicas. Em relagdo as caracteristicas morfoldgicas,
consideram-se aspectos macroscopicos da coldnia e microscopicos da levedura.
Geralmente, as coldnias aparecem entre o segundo e o quarto dia de incubacédo, a uma
temperatura entre 35 e 37 °C. Dentre os diversos meios de cultura descritos para o

isolamento das espécies lipodependentes, o &gar Sabouraud dextrose, com
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cicloheximida e 6leo de oliva, e 0 meio &gar Dixon sdo os mais utilizados (PRADO et
al, 2007; SIDRIM & ROCHA, 2010).

As colbnias de Malassezia spp. sdo de textura cremosa, de cor creme a marrom-
clara, topografia convexa, superficie lisa ou levemente rugosa, de diametro variavel de
acordo com o tempo de incubagdo. Malassezia pachydermatis € a Unica espécie do
género a crescer em meio 4gar Sabouraud dextrose sem suplementacdo lipidica.
Apresenta assimilacdo positiva aos Tween 40 e 60, fraca ou positiva ao Tween 80 e
pode ou ndo assimilar o Tween 20. As reacOes de esculina e catalase podem ser
positivas ou negativas e cresce em 37 e 40 °C. A reagdo de urease € positiva, porém
algumas cepas apresentam reacdo negativa (SIDIM & ROCHA, 2004; GUILLOT &
BOND, 1999; CARBANES, 2014).

As malassezioses em animais sdo frequentemente tratadas com derivados
azolicos topicos e/ou sistémicos geralmente combinados com antibidticos e
glicocorticoides, em casos de otite externa com presenca de bactérias (Velegraki et al,
2015). Os azois sistémicos mais usados sdo o cetoconazol, o itraconazol e o fluconazol.
Esses medicamentos podem ser administrados oralmente, junto a refeicdo
(KAMALJYOTI et al, 2017; MATOUSEK & CAMPBELL, 2002). Apesar do avango
das abordagens terapéuticas, a otite externa canina, na maioria dos casos, é reincidente
por conta da complexidade do comportamento dos agentes etiolégicos (OLIVEIRA et
al, 2008). O surgimento de M. pachydermatis resistentes aos az6is, bem como o nimero
crescente de infecgbes em animais, enfatiza a importancia dos testes de susceptibilidade
como guia para o tratamento antifingico adequado (VELEGRAKI et al, 2015; SIDRIM
& ROCHA, 2010; FIANCO, 2014; PRADO et al, 2007).

Apesar da importancia da M. pachydermatis como agente etioldgico de
dermatomicoses na clinica veterinaria, dos inconvenientes da terapéutica com o0s
antifungicos alopaticos e da emergéncia do fendbmeno de resisténcia aos azdis, ainda sao
escassos os trabalhos que explorem o potencial terapéutico de extratos das propolis
tipificadas brasileiras contra a levedura lipofilica (CARDOSO et al, 2010;
LILLENBAUM & BARBOSA, 1994).



47



48

MATERIAIS E METODOS

1. Obtencdo, processamento e caracterizacdo das amostras de propolis

A obtencdo, processamento e caracterizacdo das amostras de propolis brasileira do
presente estudo foram descritas por Machado et al (2016-a). As amostras de propolis
vermelha (RAL) foram originadas do estado de Alagoas, enquanto que as amostras de
propolis marrom (BSC) e verde (GPR) originarias dos estados de Santa Catarina e
Parana, respectivamente. Aproximadamente 700-1000g de amostras de propolis foram
doadas pela empresa Apis Nativa Produtos Naturais (Prodapys-Santa Catarina-Brasil),
no periodo de julho a setembro de 2013.

As amostras de propolis foram trituradas em um moedor (Cadence-Brasil) e
posteriormente peneiradas (malha 60) para obter uma granulometria adequada
(aproximadamente 0,250 mm), aumentando assim a area superficial, e homogeneizada
para iniciar os processos de extracdo. Os teores de umidade, proteina, contetdo de
cinzas, lipidios totais, conteudo mineral e a quantificacdo da atividade da &gua das

amostras utilizadas sdo descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Determinacgdo do teor de umidade, sélidos totais e cinzas totais de amostras
de prépolis vermelha, verde e marrom coletadas em diferentes regides do Brasil.

Amostras  Umidade (%)  Solidos Totais (%) =~ 22 Totais

(%)
RAL 7.03+0.42 92.97+0.42 0.96+0.03
GPR 7.13+0.12 92.87+0.12 3.15+0.03
BSC 7.07+0.10 92.93+0.10 1.73+0.19

Fonte: Adaptado de MACHADO et al (2016-a)
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Tabela 2 - Determinacdo do teor de proteina bruta, lipidios totais, fibras brutas e
atividade da &gua (aw) de amostras de propolis vermelha, verde e marrom coletadas em
diferentes regides do Brasil.

Amostras  Proteina (%) Lipidios (%) Aw (%) Fibra (%)

RAL 2.30+0.05 66.33+0.01 0.689+0.01 7.66+0.90

GPR 9.98+0.83 48.72+1.29 0.688+0.02 20.89+1.39

BSC 3.90+0.49 74.31+5.69 0.657+0.02 7.29+0.30

Fonte: Adaptado de MACHADO et al (2016-a)

2. Obtencao dos extratos de propolis

As condicdes de extracdo e identificacdo dos extratos estdo descritas na Tabela
3. Na Tabela 4 séo apresentados os resultados da composi¢do quimica dos extratos de

prépolis vermelha, verde e marrom utilizados neste estudo.
2.1. Extracdo etandlica convencional

Foram adicionados 15 mL de etanol (80%) em 2 g de propolis. A extracao
ocorreu em uma temperatura de 70 °C durante 30 minutos sob agitacdo constante em
uma incubadora Shaker (MA 420 / MARCONI-Brasil), com rotagdo de 710 rpm. Em
seguida, centrifugou-se o extrato (Centrifuga SIGMA 2-16 KL) a 8800 rpm durante 11
min a 5 °C. No final da centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para um recipiente
de 50 mL e foram adicionados 10 mL de etanol (80%) ao residuo do tubo, onde a
centrifugacgéo foi repetida. Os sobrenadantes foram homogeneizados e mantidos a 50 °
C até estarem completamente secos. Em seguida, os extratos foram armazenados em
tubos cobertos com folha de aluminio em condi¢Ges atmosféricas inertes (N2), a fim de

evitar a degradacdo do material.
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Tabela 3. Condicdes e identificagdo dos extratos etandlicos e supercriticos de propolis

brasileira.
Método de . Origem _
Amostra N Condicoes o Tipo
extracao geografica

RAL - SC Supercritica 40°C, 300 bar Alagoas Vermelha
RAL-ET Convencional  70°C, Pressao ambiente Alagoas Vermelha
GPR-ET Convencional  70°C, Pressao ambiente Parana Verde
BSC-ET Convencional  70°C, Pressdao ambiente  Santa Catarina  Marrom

Fonte: Adaptado de MACHADO et al, (2016-a)

Tabela 4 - Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (mg EAG/g), flavonoides
(mg EQ / g), atividade antioxidante por DPPH (IC50) e ABTS (%) dos extratos de diferentes
amostras de propolis brasileiras obtidas por extracdo etandlica (EtOH) e por SFE (SCO>).

Amostras Compostos fendlicos  Flavonoides DPPH ABTS (%)
totais (mg EAG / g) (mg EQ/Q) (1C50) (Trolox 1 mg.ml?)

157.16+0.01 40.65+0.01 183.11+0.31 82.80+3.50
RAL -SC

198.77+0.01 58.19+0.01 44.29+0.29 98.20+1.30
RAL -ET

179.52+0.01 39.9040.01 157.39+0.26 89.90+1.80
GPR-ET

117.03+0.01 27.9740.01  163.00+0.31l 89.80+1.20
BSC-ET

Fonte: Adaptado de MACHADO et al, (2016-a)
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2.2 Extracdo com fluido supercritico (CO2) utilizando etanol como co-

solvente

As extracOes foram realizadas na unidade de Extracdo Supercritica (equipamento
Supercritical Fluids SFT-110) do SENAI CIMATEC, equipada com bomba para
dioxido de carbono liquido, rotametro, cilindro de CO2 (99% de pureza), totalimetro e
uma célula de extragdo de 100 mL. O processo tem inicio quando o CO> sai do cilindro
em direcdo a bomba, onde o solvente liquido é comprimido para dentro da célula de
extracdo até a pressdo programada no experimento. A célula de extracdo estd acoplada
dentro do forno, onde se controla a temperatura de operagdo. O solvente fluido ao
percolar a matéria-prima da prépolis extrai 0s compostos sollveis e, quando atinge a
valvula de expansdo (micromeétrica), tem sua pressdo reduzida até pressdo ambiente,
voltando a fase gasosa. Os compostos soltveis no solvente fluido precipitam no frasco
coletor e o solvente na fase gasosa passa por um rotdmetro e depois por um totalimetro,
onde tem sua vazdo quantificada. As condi¢fes basicas para 0 processo de extragao
supercritica foram: 40°C, 300 bar, S/F de 110 (massa de CO 2 [solventey/massa de
propolis [soluta)), 1% de co-solvente (etanol m/m), fluxo de CO > de 6 g/min e tempo total
de extragdo de aproximadamente 2 h 30 min (MACHADO et al, 2015).

O preparo do leito de extracdo seguiu a seguinte metodologia: em uma das
extremidades da célula de extracdo fechada, deposita-se uma camada de 14 de vidro em
sua base, acrescentando-se aos poucos a matéria-prima moida, empacotando-a com o
auxilio de um bastdo cilindrico, para evitar a formacdo de caminhos preferenciais e,
posteriormente, deposita-se outra camada de 18 de vidro por cima da matéria-prima e
fecha-se a célula. Caso a matéria-prima nado seja suficiente para ocupar todo o volume
da célula, essa é preenchida com pérolas de vidro de 2 mm de diametro (MACHADO et
al, 2015).

3.0.  Microrganismos testados

Fizeram parte deste estudo 12 isolados de Malassezia pachydermatis

provenientes de cdes com otite (03), cdes com dermatite fingica (06), e de Didelphis
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silvestres (03) da colegdo fungica do Laboratério de Micoses (HOSPMEV-UFBA). A
condigdo clinica de otite e dermatite caninas foram determinadas por médicos
veterinarios do HOSPMEV devidamente registrados no CRMV-BA. As cepas oriundas
de sarigués fizeram parte de um estudo de fungos isolados de animais silvestres no
estado da Bahia, e os animais estudados ndo apresentavam patologia aparente, como
atestado por medicos veterindrios com experiéncia em medicina veterinaria de animais
silvestres. Como referéncia, foi utilizada uma cepa da espécie com seu genoma
sequenciado (BH3), gentilmente cedida pela Profa. Patricia Cisalpino, do Laboratério
de Micologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.

3.1. Cultivo

Os isolados de M. pachydermatis foram cultivados em meio liquido e/ou meio
solido, como descrito a seguir:

. Meio liquido: tubos de ensaio com caldo Sabouraud dextrose acrescidos

de 0,5% de azeite de oliva extra virgem e 0,5% de Tween 80.

. Meio solido: tubos de ensaio e placas de Petri contendo Agar Sabouraud

dextrose com cicloheximida suplementados com 0,5% de azeite de oliva extra

virgem e 0,5% de Tween 80.

Apesar de ndo serem caracteristicamente lipodependentes, ja foi relatada a
lipodependéncia na espécie (MACHADO, 2010, SIDRIM & ROCHA, 2010). As placas
e tubos foram incubados em estufa bacterioldgica entre 34-37 °C, por no minimo, 72 h.

3.2. Caracterizacao fenotipica dos isolados
O teste da urease detecta a presenca ou auséncia da enzima urease produzida

pelo fungo. O meio uréia de Christensen, quando em contato com a enzima urease,

produzida por algumas espécies de fungos, € hidrolisado com liberacdo de amonia,
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acarretando mudangas de pH, e mudanca de coloracéo do indicador para roseo intenso.
Neste teste, fragmentos da colénia foram semeados no meio solido e liquido, em tubo
de ensaio incubado em estufa, (37 °C) durante 72 h e 24 h, respectivamente. O resultado
foi considerado positivo quando houve mudanca do meio de amarelo para roseo, e
considerado negativo quando o meio se manteve amarelo (SIDRIM & ROCHA, 2010).

Na hidrdlise da esculina, a atividade B-glicosidase foi verificada utilizando-se
tubos contendo agar esculina. As leveduras foram semeadas, com auxilio de swab
estéril, em tubos de ensaio contendo agar esculina inclinado. O material foi incubado
por 05 dias a 32°C em estufa bacteriolégica. O desdobramento de esculina em
esculetina e glicose, pela agdo da enzima B-glicosidase, é verificado pelo escurecimento
do meio (SIDRIM & ROCHA, 2010).

Para a prova da catalase, adicionou-se perdxido de hidrogénio 10 vol. sobre a
cultura em lamina. A reacdo positiva consiste na formagéo de bolhas de ar (SIDRIM &
ROCHA, 2010).

Com relacgdo a prova da lipodependéncia, as leveduras foram semeadas em tubos
contendo agar Sabouraud dextrose inclinado, com auxilio de swab estéril. Se nédo
houver crescimento das leveduras, é comprovada a lipodependéncia (SIDRIM &
ROCHA, 2010).

A atividade fosfolipésica foi detectada segundo a metodologia descrita por Price
et al (1982). As suspens@es de M. pachydermatis, foram inoculadas (5 uL) em 3 pontos
equidistantes, em uma placa de 150 mm contendo agar gema de ovo (peptona - 1%;
dextrose - 2%; NaCl - 5,73%; CaClz - 0,05%; agar bacterioldgico - 2% e gema de ovo -
4%). Ajustou-se o pH para 6,3. Os resultados foram lidos ap6s 10 dias de incubacéo,
medindo o halo formado em torno da col6nia que foi considerado como indicativo da
producdo da enzima fosfolipase. Os resultados da atividade enzimatica foram expressos
como razdo (Pz) do didmetro da coldnia e o somatério do didmetro da zona de atividade
enziméatica com o diametro da coldnia. Os resultados negativos foram considerados
aqueles em que o valor de Pz foi igual a 1; resultados positivos com atividade fraca
aqueles em que Pz < 1 e > 0,64, e resultados positivos com atividade muito elevada
aqueles em que Pz < 0,64.

Para constatar a presenca da enzima colagenase, as suspensoes de leveduras (5

uL) foram inoculadas em 3 pontos equidistantes, em uma placa de 150 mm contendo
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agar (2%) e gelatina (1%). O resultado foi considerado positivo quando houve
crescimento do isolado testado, e negativo quando ndo houve crescimento (SIQUEIRA,
2008).

Para verificar a presenca da enzima lipase, as suspensdes de leveduras (5 uL)
foram inoculadas em 3 pontos equidistantes, em uma placa de 150 mm contendo &gar
bacterioldgico (2%), peptona (1%), NaCl (0,5%), CaCl. (0,01%) e Tween 20 (1%). O
pH foi ajustado para 5,5. O teste foi interpretado como positivo, quando houve
formacdo da zona de precipitacdo ao redor da colbnia. Os resultados da atividade
enzimética foram expressos como razdo (Pz) do didmetro da coldnia e o somatorio do
didmetro da zona de atividade enziméatica com o didmetro da coldnia. Os resultados
negativos foram considerados aqueles em que o valor de Pz foi igual a 1; resultados
positivos aqueles em que Pz < 1 (MUHSIN et al, 1997).

A atividade proteédsica foi verificada semeando as suspensdes de leveduras (5
uL) em 3 pontos equidistantes, em uma placa de 150 mm contendo &gar bacteriologico
(2%) e leite desnatado (10%). Os resultados da atividade enzimatica foram expressos
como razao (Pz) do diametro da colbnia e o somatdrio do diametro da zona de atividade
enziméatica com o diametro da coldnia. Os resultados negativos foram considerados
quando Pz foi igual a 1; resultados positivos com atividade muito baixa quando Pz < 1e
> 0,9 com atividade baixa quando Pz < 0,8 e > 0,89, com atividade elevada aqueles em
que Pz <0,79 e > 0,7, e atividade muito elevada aqueles em que Pz < 0,69 (SIQUEIRA,
2008). Todos os testes foram incubados durante 10 dias, a 32 °C e realizados em

triplicata. Os resultados foram expressos pela média dos valores obtidos nos testes.

4.0. Ensaios de determinacdo da sensibilidade de isolados de Malassezia
pachydermatis

4.1. Metodologia adaptada da difusdo em agar

O método de difusdo em agar € um método qualitativo, amplamente utilizado na
triagem dos extratos dos quais se deseja determinar a atividade antimicrobiana. Atraves
deste método pode-se verificar se o extrato testado é capaz de inibir ou ndo o

crescimento do microrganismo de interesse. As vantagens deste método sdo a pequena
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quantidade das amostras usadas e a economia na utilizacdo de apenas uma placa de Petri
para testar diversas concentragcdes (BISCAIA, 2007).

As culturas fangicas das cepas isoladas de casos clinicos e a cepa referéncia
foram inicialmente incubadas a 34 °C por 18 horas e entdo diluidas em caldo de cultivo
na concentracdo final de 1 da escala McFarland (3 x 108 UFC/mL). A pureza das cepas
foi comprovada em 4&gar Sabouraud. As placas contendo &agar Muller Hinton
suplementado com 2% de dextrose foram previamente perfuradas assepticamente com
perfurador de seis orificios de 6mm de diametro cada. A suspensdo foi semeada com
auxilio de swab estéril em trés direcbes diferentes, cobrindo toda extensdo da placa.
Aguardou-se 05 minutos para que o inoculo fosse completamente absorvido pelo agar.
Os furos foram preenchidos com 20 pL de cada diluicdo das drogas. As placas foram
incubadas a 36 °C por 72 h e entdo medidos os diametros de halo de inibi¢do para cada
concentracgéo testada.

As concentracBes utilizadas para os antifungicos seguem as concentracdes
recomendadas comercialmente e o descrito pelo CLSI M27-A2 (2002), e foram as
seguintes: cetoconazol (1,0 a 16,0 pg/mL); itraconazol e anfotericina B (0,5 a 8,0
pg/mL); fluconazol (4,0 a 64,0 pg/mL). As drogas foram diluidas de acordo com a
metodologia descrita no protocolo do CLSI M27-A2 (2002). O sexto orificio foi
preenchido com o controle do diluente. Os testes foram executados em duplicata.

Os extratos de prépolis foram diluidos em Tween 80 a 1%. O Tween 80 foi
escolhido como solvente devido ao seu alto poder de solubilizacdo dos extratos
supercriticos, seu carater biologico inerte e atdxico, seu amplo uso em produtos
cosméticos e alimenticios, além de ser um produto lipidico que pode utilizado pela
Malassezia pachydermatis como suplemento nutricional, ndo interferindo na sua
inibicdo (FISPQ-EMBRAPA N°: 209; SIDIM & ROCHA, 2010). Foram testadas as
concentracdes no intervalo de 1,0 a 16,0 mg/mL. O diluente foi também testado, como

controle negativo.

4.2. Metodologia da microdilui¢cdo em caldo

A concentracdo minima inibitéria (CMI) consiste na concentracdo minima da

substancia testada capaz de inibir o microrganismo de interesse e pode ser determinada
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através de trés técnicas: diluicdo em caldo, diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo
de cultivo. A técnica de microdiluicdo em caldo de cultivo utiliza diferentes
concentracdes do extrato em uma série de orificios em placas de microdilui¢do contendo
uma suspensdo padronizada do microrganismo a ser testado. A partir das diluicdes do
extrato que ndo apresentam crescimento, pode-se repicar para placa de agar e verificar a
concentracdo fungicida minima, que é a concentracdo de extrato que ndo soO inibe o
crescimento, mas também inativa o microrganismo (BISCAIA, 2007). O caldo
Sabouraud dextrose acrescido com 1% de Tween 80 foi eleito como melhor meio para
realizacdo do teste, de acordo com trabalhos mais recentes de padronizacdo da técnica
para o género Malassezia (CAFARCHIA et al, 2015).

Para avaliar a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida
minima (CFM), as seguintes concentracdes dos antifungicos foram testadas: fluconazol
- 0,125 a 64 pg/mL; cetoconazol, itraconazol e anfotericina B - 0,0313 a 16 pg/mL. Os
indculos foram preparados em solucdo salina com uma concentracdo de células entre
0,180 e 0,220 nm de absorbancia mensurados por espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 530 nm. Este procedimento cria suspensdes com concentracdo de
aproximadamente 3,0 x 102 UFC / mL. O in6culo foi entdo diluido 1:20 em meio de
cultivo. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis para a realiza¢do do teste. O
meio de cultivo utilizado para foi o caldo Sabouraud dextrose acrescido de 1% de
Tween 80. Em cada poco foi inoculado 100 pL do antifingico na concentracao 2X de
teste, diluido em meio de cultivo, e 100 pL do in6culo, cuja concentracdo final foi de
7,5 x 10°. Os calculos propostos pelo CLSI M27-A2 (2002) foram utilizados para se
obter a CIM e a CFM. O tempo entre em contato entre 0s microrganismos e extrato de
prépolis foi de 72 h. A inocuidade do extrato foi avaliada diluindo-a em caldo de
Muiller-Hinton. Os controles de esterilidade e viabilidade do in6culo foram realizados de
acordo com o protocolo citado.

Para comprovar os resultados da leitura realizada pelo espectrofotémetro, uma
aliquota de 10% do volume total dos pogos (20 pL) correspondentes & concentracao
fungicida minima e seu sucessor foram semeadas em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose. Ap6s 72 h de incubacdo em estufa bacterioldgica a 35°C, foi
observado o crescimento ou ndo de colbnias de M. pachydermatis, determinando entéo a

concentracdo que inviabiliza completamente o indculo exposto ao teste.
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Em todos os momentos foram testados controles negativos sem adicdo de
indculo e com adigdo do diluente, e controle negativo do meio adicionado da respectiva
concentracdo de propolis. A leitura dos testes foi feita em espectrofotdmetro adaptado
para leitura de placa de 96 pocos placas (Thermo Scientific), no comprimento de onda
de 625 nm. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Os extratos de préopolis foram diluidos em Tween 80 a 1%. Os testes foram
realizados com as concentragdes no intervalo de 0,313 a 16,0 mg/mL. Foram incluidos

no teste o controle do meio de cultivo e das dilui¢Bes das propolis.

6.0. Analises dos dados

Os diametros de inibicdo de crescimento fangico nos testes de difusdo em agar
foram expressos como o valor médio da duplicata.

Nos testes de microdiluigdo em caldo, o percentual de crescimento foi calculado
como a média do aumento relativo da densidade Optica/turbidez, com relacdo ao
controle negativo de cada concentracdo testada. O controle positivo de cada isolado,
contendo apenas meio de cultivo e indculo, foi considerado como parametro de turbidez
maxima, para calcular o crescimento de cada isolado nos pocos-teste. Em suma, 0

percentual de inibicdo foi calculado pela seguinte férmula geral:

( _PTx- PCTx )
PCTX
1- = % de inibicdo

CPx - Cn
Cn

Onde:

PTx= Densidade 6ptica do poco teste para cada concentracdo dos tratamentos
em determinado isolado X.

PCTx= Densidade Optica do poco controle negativo para cada concentracdo dos
tratamentos (meio de cultura + concentragdo do tratamento em teste) em determinado
isolado X.
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CPx= Densidade Optica do poco controle positivo (meio de cultura + inoculo)
em determinado isolado X. Representa o parametro de 100 de crescimento para cada
isolado.

Cn= Densidade 6ptica do poco controle negativo (meio de cultura).

A Concentracdo Inibitéria Minima foi considerada como concentracdo do
farmaco capaz de inibir em 90% o crescimento da levedura. A Concentracdo Fungicida
Minima foi determinada como concentracdo do farmaco que eliminou completamente as
leveduras inoculadas no teste.

O pacote “drc”, intitulado “Analysis of Dose-Response Curves” programado
para a Plataforma R foi utilizado para estimar a curva de inibicdo representativa para
cada tratamento testado, pois este modelo estatistico de regressao descreve uma funcéao
paramétrica que representa a média das respostas observadas. O drc é considerado um
pacote flexivel e versatil para analises ndo lineares de dose-resposta em geral (RITZ et
al, 2015). O modelo de regressdo log-logistico de 4 parametros foi escolhido por se
tratar de um conjunto de dados com n < 20. Foi estimada a concentragédo de cada
tratamento que inibe 50% do crescimento dos isolados para os conjuntos de dados que

se encaixaram neste modelo de regressao.
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RESULTADOS

Foram caracterizados os perfis bioquimicos de todas as cepas de Malassezia
pachydermatis eleitas para o presente estudo, por meio das provas da lipodependéncia,
urease, hidrolise da esculina e catalase (Tabela 5). Todos os isolados foram positivos a
prova da urease e apenas um dos isolados apresentou resultado negativo na prova da
catalase e outro na prova da beta-glicosidase. Apenas o0 isolado de referéncia
apresentou-se lipodependentes.

Todos os isolados foram capazes de expressar a enzima colagenase e
apresentaram atividade extracelular muito elevada da enzima protease, expressa em
valores muitos baixos de zona de precipitagdo, sempre menores ou iguais a 0,44
(Tabela 5). A maioria dos isolados (12/13) apresentaram alta taxa de atividade lipasica
e fosfolipasica, com formacdo de intenso halo de precipitado. Mesmo os isolados
provenientes de Didelphis de vida livre, sem sintomatologia, apresentaram alta atividade
extracelular dessas enzimas.

Os valores dos didametros (em centimetros) para as cinco concentracdes seriadas
testadas de cada antifngico utilizando a técnica da difusdo em agar estdo representadas
nos gréaficos ilustrados nas Figuras 1 a 3. Foi considerado sensivel o isolado que
apresentasse halo de inibicdo maior que 1,0 cm, nas concentracfes adotadas como ponto
de corte, para cada antifangico. O fluconazol ndo foi capaz de formar halo de inibicao,
frente a todos os isolados. Com relacdo aos diametros de halo formado para cada
concentracdo de farmaco testada, halos maiores foram encontrados para o cetoconazol,
e uma grande variacdo entre as respostas dos isolados foi encontrada para o itraconazol
e cetoconazol. A anfotericina B apresentou atividade uniforme entre os isolados
(principalmente os de pele de cdo com dermatite), com a menor variacdo de tamanho de
halo encontrada, tanto entre os isolados quanto entre as diferentes concentracbes

testadas.



Tabela 5. Caracterizacdo fenotipica dos isolados de M. pachydermatis incluidos neste estudo.

SITIO DE LIPO-

[;_
Isolado ISOLAMENTO DEPENDENCIA UREASE GLICOSIDASE CATALASE COLAGENASE LIPASE PROTEASE FOSFOLIPASE
175 PELE CAO NEG P':O';?tci(\)/'o POS POS POS POS muito elevada muito elevada
302 PELE CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
304 PELE CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
311 PELE CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
336 PELE CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
389 PELE CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
523 OUVIDO CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
476 OUVIDO CAO NEG POS POS POS POS POS muito elevada NEG
487  OUVIDO CAO NEG PI:CJ';?tclc\)/o POS POS POS NEG  muito elevada muito elevada
OUVIDO . .

240 SARIGUE NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada
OUVIDO . .

262 SARIGUE NEG POS POS NEG POS POS muito elevada muito elevada
OUVIDO . .

241 SARIGUE NEG POS POS POS POS POS muito elevada muito elevada

BH3 POS POS NEG POS POS POS muito elevada muito elevada
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Figura 1. Diametros (em centimetros) dos halos de inibicdo de M. pachydermatis
isoladas de (A) pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia e (B) ouvido de cées
com otite e Didelphis assintomaticos, e cepa de referéncia, para cada concentragdo
testada da anfotericina B, pela técnica da difusdo em agar.
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Figura 2. Diametros (em centimetros) dos halos de inibicdo de M. pachydermatis
isoladas de (A) pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia e (B) ouvido de cées
com otite e Didelphis assintomaticos, e cepa de referéncia, para cada concentragdo
testada do cetoconazol, pela técnica da difusdo em agar.
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Figura 3. Diametros (em centimetros) dos halos de inibicdo de M. pachydermatis
isoladas de (A) pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia e (B) ouvido de cdes
com otite e Didelphis assintométicos, e cepa de referéncia, para cada concentracdo
testada do itraconazol, pela técnica da difusdo em &gar.
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Os percentuais de inibicdo encontrados para cada concentracdo seriada dos
quatro antiflngicos testados com a técnica da microdiluicdo em caldo, estdo
representados nos graficos de linhas das Figuras 4 a 7. Os pontos de corte para a
classificacdo dos isolados em sensiveis ou resistentes para cada antifingico foram
fundamentados nos trabalhos de Weiler et al (2013) para o cetoconazol (0,5 pg/mL) e
para o itraconazol (0,25 pg/mL), no trabalho de Alvarez-Pérez et al (2014) para a
anfotericina B (1,0 ng/mL) e no trabalho de Cafarchia e et al (2015) para o fluconazol
(32 pg/mL). Foram escolhidos os maiores pontos de corte relatados na literatura
consultada, devido aos altos valores de concentragdo inibitdria minima encontrados para
os isolados de M. pachydermatis testados no presente trabalho.

Os valores de CIM, CFM, a razdo CFM/CIM e a classificacdo da sensibilidade
de cada isolado para os antifingicos testados pela técnica da microdiluicdo estdo
expressos na Tabela 6. As frequéncias relativas dos valores de CIM e CFM obtidos nos
testes de microdiluicdo em caldo para cada antifungico estdo representados na Figura 8.
Todas as cepas testadas pelo método da difusdo em agar ndo formaram halo de inibicéo
nas concentragdes seriadas do fluconazol testadas (64; 32; 16; 8 e 4 ug/mL). Contudo, a
avaliacdo dos isolados pela técnica da microdiluicio em caldo apresenta resultados
discordantes para 0 mesmo ponto de corte utilizado, com 53,84% (7/13) dos isolados
sensiveis, apresentando CIM < 32 pg/mL (Tabela 6). Os valores de CIM e CFM para o
fluconazol foram respectivamente maiores ou iguais a 8 e maiores ou iguais a 16,
respectivamente (Tabela 6).

A Tabela 7 mostra um alto percentual de discordancia entre as metodologias
testadas para classificacdo de sensibilidade dos isolados de M. pachydermatis frente aos
antifngicos, principalmente para a anfotericina B e fluconazol, que apresentam 53,85%
dos resultados divergentes, seguido do itraconazol (23,07%) e do cetoconazol (15,39%),
levando a concluir que a técnica da difusdo em agar nao foi eficaz na determinacdo da

sensibilidade dos isolados de Malassezia pachydermatis.
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Figura 4. Percentual de inibi¢do do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomaético, e cepa de referéncia, para cada concentragdo testada (png/mL)
do fluconazol, com a técnica da microdiluicdo em caldo.
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pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomatico, e cepa de referéncia, para cada concentragédo testada (ug/mL)
da anfotericina B, com a técnica da microdiluicdo em caldo.
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Figura 6. Percentual de inibi¢do do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomaético, e cepa de referéncia, para cada concentragdo testada (png/mL)
do cetoconazol, com a técnica da microdilui¢cdo em caldo.
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Figura 7. Percentual de inibi¢do do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomatico, e cepa de referéncia, para cada concentracdo testada (ug/mL)
do itraconazol, com a técnica da microdiluigdo em caldo.
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Figura 8. Frequéncia relativa dos valores de (A) CIM (ug/mL) e (B) de CFM (ug/mL)
encontrados para os isolados de M. pachydermatis, frente aos antifingicos alopaticos

comerciais.
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Tabela 6. Valores de CIM, CFM (ug/mL) e razdo CFM/CIM dos antifangicos comerciais, obtidos pela técnica da microdiluicdo em

caldo. Cada isolado de M. pachydermatis foi classificado como resistente (R) ou sensivel (S), de acordo com os pontos de corte

estabelecidos.

FLUCONAZOL CETOCONAZOL ITRACONAZOL ANFOTERICINA B

ROLARO CIM CFM Cg::\/ln/ Resposta CIM CFM c(;?\ﬂn/ Resposta CiIM CFM CCFI““IIII/ Resposta CIM CFM C:I“NAI/ Resposta
BH3 16 16 1 S 0,125 0,125 1 S 0,5 0,5 1 R 2 4 2 R
302 8 16 2 S 0,0625 0,0625 1 S 0,125 0,125 1 S 2 4 2 R
304 64 >64 - R 0,0625 0,0625 1 S 1 1 1 R 2 4 2 R
336 >64 >64 - R 1 1 1 R 2 2 1 R 1 4 4 S
389 >64 >64 - R 4 4 1 R 16 >16 - R 1 2 2 S
311 64 >64 - R 1 2 2 R 1 4 4 R 2 4 2 R
175 16 64 4 S 0,032 0,0625 2 S 0,125 0,125 1 S 1 4 4 S
487 >64 >64 - R 2 4 2 R >16 >16 - R 2 2 1 R
476 >64 >64 - R 2 2 1 R 4 4 1 R 2 4 2 R
523 32 64 2 S 0,25 0,25 1 S 0,125 0,25 2 S 1 4 4 S
262 32 32 1 S 0,0625 0,125 2 S 0,125 0,125 1 S 2 4 2 R
240 32 >64 - S 0,125 0,125 1 S 0,25 0,25 1 S 1 4 4 S
241 32 64 2 S 0,0625 0,125 2 S 0,25 0,25 1 S 1 4 4 S




71

Tabela 7. Classificagdo dos isolados de M. pachydermatis como resistentes (R) ou
sensiveis (S), de acordo com os pontos de corte estabelecidos, frente aos antifungicos

testados nas metodologias de difusdo em agar e microdiluicdo em caldo.

FLUCONAZOL CETOCONAZOL ITRACONAZOL ANFOTERICINA B
ISOLADO Microdiluigdo Difusdo Microdiluicdo Difusdo Microdiluicdo Difusdo Microdiluigdo Difusdo
BH3 S R S S R R R S
302 S R S S S S R S
304 R R S S R S R S
336 R R R S R R S S
389 R R R R R S S S
311 R R R R R S R S
175 S R S R S S S S
487 R R R R R R R R
476 R R R R R R R R
523 S R S S S S S R
262 S R S S S S R S
240 S R S S S S S R
241 S R S S S S S S

Considerando os pontos de corte adotados, 46,15% dos isolados foram
considerados resistentes ao fluconazol, 38,46% ao cetoconazol, 53,85% ao itraconazol e
a anfotericina B, de acordo com os resultados encontrados para a metodologia da
microdiluicdo em caldo. Resistencia multipla aos azoéis foi observada em quatro dos 13
isolados (30,77%), dois de pele e dois de ouvido de cdes com sintomatologias clinicas,
que apresentaram resisténcia a todos os azois testados (Tabela 6).

A resposta dos isolados ao itraconazol e ao cetoconazol foi a mais variavel entre
os antifungicos testados e respostas mais uniformes foram encontradas para a
anfotericina B (Figuras 4 a 7). A mesma observacdo pode ser feita ao analisar os
resultados da técnica da difusdo em agar. A resposta ao fluconazol também foi bastante
variavel, com os isolados de dermatite canina mostrando uma resposta menos uniforme
ao fluconazol que os isolados de ouvido coletados de Didelphis sem otite (Figura 4).

As concentracdes inibitorias minimas para a anfotericina B variaram entre 1 e 2
png/mL (Tabela 6) com 53,85% dos isolados apresentando CIM igual a 2ug/mL (Figura
8), sendo classificados como resistentes ao farmaco. Os valores de CFM variaram entre

2 e 4 ug/mL (Tabela 6), com 84,62% dos isolados com CFM igual a 4 pg/mL (Figura
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8). Os valores de CIM e CFM para o itraconazol e para o cetoconazol no presente
estudo apresentaram grande variacdo (Figura 8). Para o itraconazol foram determinados
valores maiores ou iguais a 0,125 pg/mL para ambos, CIM e CFM, e percentual alto
(53,85%) de isolados classificados como resistentes (Tabela 6). Para o cetoconazol, os
valores de CIM variaram de 0,032 e 4 pg/mL e de CFM entre 0,0625 e 4 pg/mL, com
percentual menor de resistentes (38,46%) (Tabela 6).

A razdo CFM/CIM pode ser calculada para determinar se um determinado
farmaco ou extrato testado tem acgdo fungicida, quando o valor da razdo for menor do
que 4, ou fungistatica, quando o valor da razdo ¢ maior ou igual a 4 (FREIRES et al,
2016). De acordo com esta classificagdo, o cetoconazol apresentou atividade fungicida
para 100% dos isolados, seguido pelo itraconazol (76,92%), anfotericina B (61,54%) e
fluconazol (38,46%). Nao foi possivel determinar a relacdo entre os parametros em dois
isolados no teste com itraconazol (15,38%) e em sete isolados com o fluconazol
(53,85%), devido a valores de CIM e CFM maiores do que a maior concentracao
recomendadas para o teste de microdiluicdo em caldo com cada farmaco (Tabela 6).

N&o houve formacdo de halo de inibicdo em todos os testes procedidos com o
extrato supercritico de propolis vermelha na metodologia da difusdo em agar nos
diferentes solventes e concentragdes, ao passo que, 0 mesmo extrato mostrou atividade
antifungica contra as cepas de M. pachydermatis, na metodologia da microdiluicdo em
caldo (Figuras 9 a 12). O resultado sugere que a difusdo em agar ndo é uma técnica
eficaz para o teste de susceptibilidade a prépolis, talvez pelo seu carater resinoso
impedir ou dificultar a migracdo dos compostos bioativos da prépolis em meio sélido.

O ensaio de microdiluicdo em caldo demonstrou ser uma metodologia efetiva
para estudos de sensibilidade com diferentes extratos de propolis, o que ndo foi
verificado pela difusdo em &gar. Todos os extratos de prépolis apresentaram atividade
antifungica frente aos isolados testados de M. pachydermatis, inclusive os que
apresentaram resisténcia aos antifungicos testados. A relagdo entre os percentuais de
inibicdo e as concentracdes de cada extrato testado utilizando a metodologia da
microdiluicdo em caldo estdo representadas nos graficos das Figuras 9 a 12. Os valores
de CIM, CFM bem como a relagdo entre eles, para os quatro tipos de extratos de
propolis brasileira testados estdo exibidos na Tabela 8.
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Figura 9. Percentual de inibi¢do do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomatico, e cepa de referéncia, para cada concentracdo testada (mg/mL)
do extrato etandlico de propolis marrom, com a técnica da microdilui¢do em caldo.
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Figura 10. Percentual de inibicdo do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomatico, e cepa de referéncia, para cada concentragdo testada (mg/mL)
do extrato etandlico da propolis verde, com a técnica da microdilui¢cdo em caldo.
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Figura 12. Percentual de inibicdo do crescimento de M. pachydermatis, isoladas de (A)
pele de cdes com dermatite e cepa de referéncia, e (B) ouvido de cdes com otite e
Didelphis assintomatico, e cepa de referéncia, para cada concentracéo testada (mg/mL)
do extrato supercritico da propolis vermelha, com a técnica da microdilui¢cdo em caldo.
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Tabela 8. Valores de CIM, CFM (mg/mL) e razdo CFM/CIM para cada extrato de propolis, obtidos pela técnica da microdiluicdo em

caldo.

ISOLADO

BH3
302
304
336
389
311
175
487
476
523
262
240
241

ET-BR ET-GR ET-RED SC-RED
CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM
>16 >16 - 8 >16 - 8 >16 - 8 >16
>16 >16 - 8 16 2 4 8 2 8 16
16 >16 - 8 16 2 4 8 2 4 16
>16 >16 - 8 8 1 4 8 2 8 16
>16 >16 - 8 >16 - 4 8 2 8 8
>16 >16 - 8 16 2 4 8 2 4 16
>16 >16 - 8 16 2 4 8 2 8 8
>16 >16 - 4 4 1 4 16 4 4 16
>16 >16 - 8 16 2 8 16 2 8 8
16 >16 - 8 16 2 4 8 2 4 8
16 >16 - 4 8 2 4 8 2 4 16
16 >16 - 4 4 1 4 8 2 4 16
16 >16 - 8 16 2 4 8 2 4 16

A A DN PFRP MMNPERP BAERLPNNBDEDN
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Os extratos de propolis etanolicos das prépolis marrom e vermelha e o extrato
supercritico da propolis vermelha ndo apresentaram diferencas significativas de
atividade inibitdria entre os isolados dos grupos de pele e ouvido (Figuras 9, 11 e 12).
Os isolados de ouvido de Didelphis apresentaram maior sensibilidade a propolis verde
etandlica quando comparados com os demais isolados (Figura 11).

O extrato etandlico da prépolis vermelha tem a maior proporcdo de isolados
(84,62%) com o menor valor de CIM verificado para os extratos de propolis (4 mg/mL).
O extrato supercritico da propolis vermelha apresentou o segundo melhor resultado com
relacdo a atividade inibitéria, com 53,85% dos isolados exibindo CIM de valor 4
mg/mL. Com menor proporcdo de isolados sensiveis a esta concentracdo (23,08%), o
extrato etandlico verde apresentou maior proporcéo (76,92%) de leveduras com CIM
iguais a 8 mg/mL. Por ultimo, o extrato etan6lico marrom apresentou os valores mais
altos de concentracdo inibitéria (CIM > 16 mg/mL) para a maioria das leveduras
testadas (61,54%). O grafico de frequéncias das CIMs para cada extrato estd
representado na Figura 13-A.

Com relagdo a concentracdo minima necessaria para eliminar completamente as
leveduras (CFM) ha uma variacdo maior de resultados observados nos extratos
etanolicos das propolis verde e vermelha e supercritico da prépolis vermelha. O extrato
etanolico da prépolis verde foi o Unico com efeito fungicida na concentracdo de 4
mg/mL, sendo efetivo para apenas 15,38% dos isolados testados. A propolis etanolica
vermelha apresentou maior proporcdo (76,92%) de isolados sensiveis a CFM de 8
mg/mL. O extrato supercritico de prépolis vermelha foi capaz de eliminar apenas
30,77% dos isolados na concentracdo de 8 mg/mL e a maior proporcao de isolados
inibidos (61,54%) ocorreu para a concentragao de 16 mg/mL. Com resultados mais altos
de CFM, o extrato etandlico da propolis marrom ndo apresentou letalidade nem na
maior concentracdo testada. O grafico de frequéncias das CIMs para cada extrato esta
representado na Figura 13-B.

A partir das analises das razbes CFM/CIM (Tabela 8) pode-se inferir que o
extrato etandlico da propolis verde possui melhor efeito fungicida, seguido dos extratos

etanolico e supercritico da prépolis vermelha.
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As Figuras 14 e 15 expressam o resultado de modelo de regressdo ndo linear
log-logistica de dose-resposta, utilizado para estimar uma funcdo representativa do
conjuntos de dados, no intuito de encontrar padrdes de correlacdo entre 0s percentuais
de inibicdo e as concentracOes testadas para os isolados em cada ensaio e poder
compara-los. A distribuigdo de dados do tratamento com a anfotericina B foi a unica
dentre os antifingicos que se ajustou ao modelo, com rela¢fes entre as variaveis mais
uniformes, confirmando as observacOes feitas nas andlises de frequéncia de
concentracdo inibitéria minima para os antifungicos (Figura 8). Dentre 0s extratos,
apenas o extrato etandlico de propolis marrom ndo se adequou ao modelo proposto,
apresentando grande variedade de distribuicdo dos dados. O valor de EC50 ndo pode ser
determinado para os tratamentos que apresentaram uma grande dispersdo de dados e ndo
se adequaram ao modelo. Os extratos de propolis verde e vermelha etandlicos
apresentaram curva com padrdo semelhante, o que pode indicar similaridade de
mecanismos de inibigdo relacionados aos compostos de interesse encontrados nas
diferentes propolis. A decaimento da curva de dose-resposta modelada para o extrato
supercritico de propolis vermelha é menor, fato evidenciado pelos menores valores de

EC50 estimados para este tratamento.
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Figura 14. Curva de dose-resposta estimada para os isolados de M. pachydermatis para

cada antifingico testado pela técnica de microdiluicdo em caldo.




Inibicao (%)

Inibicao(%)

0.05 0.1

Concentragao (ET-GR)

Concentragao (SC-RED)

Inibicao(%)

Inibicao(%)

82

80

D
o
1

S
o
1

20

Concentragao (ET-RED)

80

3
1

B
o
1

20

Concentragao (ET-BR)
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Os valores de concentracdo estimados que inibem 50% do crescimento dos
isolados testados, segundo inferéncia do valor de ECso pelo modelo de dose-resposta
utilizado, séo de 0,58 ug/mL para a anfotericina B, de 1,97 mg/mL para o extrato
etandlico de propolis verde, de 1,76 mg/mL para o extrato etanolico de propolis
vermelha e de 1,60 para o extrato supercritico da propolis vermelha. O extrato
supercritico da propolis vermelha apresentou menor valor de concentracdo capaz de
inibir em 50% o crescimento dos isolados, apesar de ter apresentado maior dispersao
dos dados, quando comparado com o0s extratos etandlicos das propolis vermelha e
verde. O menor decaimento da curva indica uma resposta menos dependente da dose.

Os resultados de inibicdo relatados podem ser correlacionados com o conteido
de compostos fendlicos totais e flavonoides e com a atividade antioxidante
quantificados para cada extrato de propolis utilizado nos testes (Tabela 4). Os
resultados inferiores de inibicdo para o extrato etandlico da propolis marrom podem ser
explicados pela menor quantidade de compostos fendlicos e flavonoides presentes. A
prépolis etandlica vermelha apresentou os valores mais altos de fenois totais e
flavonoides, fato que fundamenta os melhores resultados de inibi¢cdo encontrados, com
maior proporcéo de isolados apresentando valores menores de CIM e CFM. O conteudo
de flavonoides foi similar para os extratos etanolico da prépolis verde e supercritico da
prépolis vermelha. Contudo, o contetdo de compostos fendlicos totais da propolis verde
foi superior, o0 que pode explicar os menores resultados de CIM encontrados e o melhor
efeito fungicida (CFM/CIM). O menor valor de concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento foi encontrado para a propolis vermelha supercritica, 0 que pode indicar
gue os compostos de interesse presentes neste extrato tenham menor relacdo de dose-

dependéncia.
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DISCUSSAO

Os resultados encontrados de caracterizagdo do perfil enziméatico concordam
com a literatura revista, pois, como ja descrito em Sidrim & Rocha (2010), as leveduras
da espécie Malassezia pachydermatis podem apresentar resultados positivos ou
negativos a prova da catalase e a hidrolise da esculina. Resultados similares foram
encontrados por Nascente et al (2010), que relataram atividade positiva para as provas
da catalase e urease em todos os isolados testaram isolados de M. pachydermatis
(N=139). A lipodependéncia da cepa de referéncia pode ser justificada pelo estresse
sofrido ao ser estocada em baixas temperaturas (-80 °C) durante periodo prolongado,
fato também observado por Crespo et al (2000) e Girdo (2004).

Diversos fatores de viruléncia tém sido descritos para a levedura M.
pachydermatis, como a secrecdo de enzimas esterase, lipase, lipoxigenase, protease,
fosfolipase, condroitina-sulfatase e hialuronidase (BUOMINO et al, 2016; ORTIS et al,
2013; PINI & FAGGI, 2011). Trinta cepas de M. pachydermatis isoladas de cdes com
otite externa e assintomaticos foram testadas em estudo conduzido por Coutinho (2005)
e a maioria delas apresentou alta atividade das enzimas condroitina-sulfatase,
hialuronidase, fosfolipase e proteinase, resultados que coincidem com os encontrados
no presente estudo. A analise estatistica realizada por Coutinho (2005) nédo evidenciou
diferencas na atividade enzimatica entre os grupos de isolados patogénicos e comensais,
0 que sugere que a producdo de enzimas ndo deve ser um fator determinante no
processo de infeccdo causado pela levedura. Os achados estdo em concordéancia com o
presente trabalho, visto que ndo houve diferenca entre as atividades fosfolipasicas dos
isolados de otite, dermatite e ouvido saudavel de Didelphis.

No teste de fosfolipase, a zona de precipitacdo que se forma ao redor da colénia
é devido a formacdo de um complexo entre o célcio e os &cidos graxos liberados pela
atividade da enzima sobre os fosfolipidios presentes na gema de ovo (BUOMINO et al,
2016). Juntachai et al (2009) analisaram e compararam as atividades de lipase e
fosfolipase extracelular de varias espécies do género e detectaram que as cepas
lipodependentes apresentam menor atividade fosfolipasica, fato igualmente observado
neste estudo. O isolado de referéncia (BH3) que apresentou lipodependéncia apresentou
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um menor valor de Zona de Precipitacdo (Pz) que os outros isolados, 0 que indica
menor atividade fosfolipasica. Os mesmos autores viram que M. globosa mostrou a
maior atividade da enzima lipase e a M. pachydermatis apresentou alta atividade para
ambas, em concordancia com a atividade descrita para a espécie neste trabalho.

Em contraste, pesquisas recentes sugerem que a atividade fosfolipasica seja um
importante fator para a colonizagéo da levedura em casos cronicos de otite canina, além
de contribuirem para o desenvolvimento de lesdes de pele (BUOMINO et al, 2016;
CAFARCHIA et al, 2008). As fosfolipases sao um grupo heterogéneo de enzimas que
hidrolisam as ligacdes éster nos glicerofosfolipidios (CAFARCHIA et al, 2008). A
atividade fosfolipésica de M. pachydermatis foi mais prevalente em isolados obtidos de
lesbes de pele (93.9%), seguido de isolados obtidos de pele canina saudavel com lesbes
localizadas (41.4%) e com menor frequéncia, de pele de animais saudaveis (10.6%)
(CAFARCHIA & OTRANTO, 2004). Ja foi demonstrado que M. pachydermatis
isoladas de cdes com lesdes de pele secretam alta quantidade de fosfolipase A2
(BUOMINO et al, 2016). Ortis et al (2013) também encontraram atividade fosfolipasica
mais intensa em isolados de cdes com otite. Do total de isolados avaliados (n = 95),
43,2% mostraram atividade enzimética intensa e apenas 24% nao formaram precipitado,
caracterizando auséncia da enzima. A maioria dos isolados também apresentou
atividade proteasica (81%). Supbe-se que a producdo da enzima seja um importante
fator na primeira fase da colonizacdo no hospedeiro, a adesdo (BUOMINO et al, 2016),
visto que a enzima causa a liberacdo de acido araquidénico, envolvido nas lesbes
cutaneas inflamatorias (ORTIS et al, 2013).

Isolados provenientes de cdes com otite externa também exibiram alta atividade
da enzima (Pz = 0.50 £0.09, n = 32) comparados com os isolados de canal auditivo de
animais saudaveis (Pz = 0.75 £0.11, n = 27), segundo estudo realizado por Teramoto et
al (2015). Os autores ndo detectaram diferenca entre as atividades lipasicas entre os dois
grupos estudados, fato observado também nos testes realizados com os isolados do
presente estudo, e ndo houve diferenca de atividade enzimética entre 0s gendtipos
determinados. Os diferentes gendtipos e subgendtipos de M. pachydermatis
determinados por Cafarchia et al (2008) também ndo apresentaram correlacdo com a
atividade fosfolipasica, em estudo que avaliou 185 isolados de diferentes sitios

anatdbmicos em 30 cées.
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Considerando apenas os resultados da metodologia da difusdo em &gar, 0s
isolados seriam classificados como resistentes ao fluconazol, seguindo a referéncia do
valor de ponto de corte da concentracdo inibitoria minima para a espécie de 32 pg/mL,
sugerido por Cafarchia et al (2015) em estudo que utilizou 62 isolados de cdes com
dermatite. Contudo os resultados discordantes encontrados quando analisadas as
respostas dos isolados aos antifungicos no teste de microdiluicdo em caldo, considerado
padrdo-ouro, levam a concluir que ndo ha uma boa correspondéncia entre os testes. A
alta taxa de discordancia apresentada na classificacdo dos isolados como resistentes ou
sensiveis aos farmacos, ao comparar as duas metodologias de teste, também indicam
que a técnica da difusdo em &gar ndo foi eficaz na determinacdo da sensibilidade dos
isolados de Malassezia pachydermatis. Contudo, por ser uma técnica barata, facil e de
rapida execucdo, pode ser Util na rotina do laboratério de micologia para realizacdo de
testes preliminares de rastreamento da sensibilidade a agentes antifangicos.

A resposta aos farmacos foi bastante varavel entre os isolados, exceto a
anfotericina B. Carrillo-Mufioz et al (2013), ao testarem a resposta ao fluconazol em 76
isolados clinicos do género Malassezia, também encontraram uma grande varia¢do na
resposta. Em oposicdo aos achados relatados nesta pesquisa, valores relativamente
baixos de CIM para o fluconazol s&o relatados na literatura. lIsolados de M.
pachydermatis sensiveis ao fluconazol foram reportados em trabalhos como o de
Carrillo-Mufioz et al (2013), com valor de CIM igual a 1,2 ug/mL em seis isolados de
cdes com otite, e os de Brito et al (2009) e Figueredo et al (2013), que encontraram
CIM igual a 8 pg/mL, em isolados de cdes sem e com sintomatologia clinica,
respectivamente. Apenas um dos isolados testados neste trabalho apresentou valor de
CIM igual a 8 ug/mL. E importante citar que esses resultados suscitaram desconfianca
de nosso grupo com relacdo a qualidade do fluconazol utilizado, e por isso foram
realizados testes com C. albicans, nos quais demonstrou-se atividade do fluconazol
sobre esse fungo, atestando a atividade do mesmo.

Az0is tém sido utilizados com frequéncia na clinica médica veterinaria para
tratamento de infecgdes fungicas, sendo um dos antifingicos mais utilizados do
mercado (CARRILLO-MURNOZ et al, 2013). Uma boa resposta clinica ao fluconazol

tem sido observada em pacientes com lesdes extensas; contudo, devido a auséncia de
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efeito fungicida para este triazol, a erradicagéo incompleta da populacdo de fungos pode
causar recorréncia. Além disso, o tratamento prolongado e repetitivo, exigido pelas
recidivas, seleciona os isolados mutantes resistentes, o que repercute na aceleracao do
fendmeno de aquisicdo de resisténcia dos microrganismos ao fluconazol (JESUS et al,
2011; SIDRIM & ROCHA, 2010). A alta taxa de resisténcia dos isolados clinicos aqui
apresentados podem ter sido resultado deste fendmeno de selecéo artificial.

Watanabe et al (2014) discutem que a resisténcia de fungos a azois pode ser
causada por inumeros fatores genéticos: alteracdes na biossintese do ergosterol;
mutagdes na enzima alvo da droga (esterol 14a-demethylase), que reduzem a sua
afinidade para os azéis; aumento da expressao do gene que codifica para a enzima
ERG11; ou superexpressdo de genes que codificam para proteinas transportadoras de
membrana. Investigacdes futuras sobre sequenciamento e expressdo desses genes
tornam-se necessarias para compreender os mecanismos de resisténcia a drogas da
levedura M. pachydermatis.

Alta frequéncia de isolados resistentes aos azois foi encontrada no presente
estudo, quando comparados aos achados de outros estudos com cepas de M.
pachydermatis. Cafarchia et al (2012-a), ao estudarem o perfil de susceptibilidade de 62
isolados de pele de cdes com (n = 32) e sem (n = 30) lesdo clinica frente a alguns
antifungicos azélicos, relataram que 12,5% dos isolados de pele, do grupo com leséo
clinica, mostraram resisténcia ao fluconazol e ao cetoconazol, e 9,4% ao itraconazol.
Ainda Cafarchia et al (2012-b) publicaram outro estudo com cdes que apresentavam
lesdo clinica em pele, onde encontra diferentes quantidades de isolados resistentes aos
az0is, a depender do genotipo de M. pachydermatis. O genotipo B apresentou 16% das
cepas resistentes ao fluconazol; o genotipo C apresentou 14,3% das cepas resistentes ao
fluconazol e ao cetoconazol, e 7,1% resistentes ao itraconazol; e o genotipo A revelou
8,3% das cepas resistentes ao cetoconazol e ao itraconazol, e 2,8% das cepas resistentes
ao fluconazol. Isso pode indicar uma correlacdo entre variagdo genética e o fenbmeno
da resisténcia. Lyskova et al (2007), ao estudarem 30 isolados de cdes com otite média,
encontrou 4,4% isolados resistentes ao fluconazol.

Valores ainda menores de cepas resistentes foram relatados por Eichenberg et al
(2003) em estudo com isolados obtidos de cées e gatos, no qual foi encontrado 2,4% de

cepas resistentes ao fluconazol e 3,7% de cepas resistentes ao cetoconazol. Casos
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extremos de resisténcia também j& foram relatados, por Al-Sweih et al (2014), que
encontraram valores de concentracdo inibitoria minima para o fluconazol maiores que
256 pg/mL em levedura isolada de paciente com fungemia.

Sobre o fenbmeno de aquisicdo de resisténcia da M. pachydermatis ao
fluconazol, in vitro, Cafarchia et al (2012) observaram que 86,6% dos isolados
tornaram-se resistentes durante o experimento, com valores de CIM maiores que 64
png/mL. Os mesmos isolados apresentaram resisténcia ao itraconazol (CIM > 1 pg/mL),
0 que também corrobora a hipdtese da resisténcia cruzada. No presente estudo, a
multirresisténcia aos azois também foi observada, em concordéancia com a referida
hipotese. O estudo de Jesus et al (2011) também demonstraram a capacidade de adquirir
resisténcia ao fluconazol (CIMgo = 128 pg/mL) quando as leveduras sdo submetidas a
uma exposicdo prolongada a droga. Também foi observada a resisténcia cruzada a
outros azdis, com valores altos de CIMgo = 32 pug/mL para o cetoconazol e CIMgy = 64
pg/mL para o itraconazol. A resisténcia multidroga aos azoéis testados apresentada por
30,77% dos isolados testados no estudo aqui descrito pode indicar a ocorréncia de
resisténcia cruzada devido a exposi¢do prolongada do animal a agentes antifungicos.
Estas descobertas podem ter um impacto significativo em medicina e micologia
veterinaria, reforcando a importancia de testes de susceptibilidade de microrganismos
patogénicos para definir as terapias mais eficazes, o que na pratica clinica ainda nao é
rotina.

O valor de CIM e CFM para todos os antifungicos foram superiores aos
relatados até entdo na literatura para a espécie em questdo. Por exemplo, para a
anfotericina B, os valores de CIM encontrados (entre 1 e 2 ug/mL) séo conflitantes com
os encontrados por Weiler et al (2013), que relataram CIMgo = 0,5 pg/mL para a
anfotericina B, em estudo com 40 animais (cdes e gatos) saudaveis e 40 com otite. Na
mesma tendéncia, Alvarez-Pérez (2014) encontrou valores de concentracdo inibitoria
minima menores ou iguais a 0,25 pg/mL para 60 cepas isoladas de ouvido de cdes com
otite. Brito et al (2009) determinaram igual valor de CIM ao testarem 20 isolados de
cdes assintomaticos. Ndo foram encontrados estudos que relatassem a resisténcia de M.
pachydermatis a anfotericina B.

O itraconazol apresentou acdo inibitoria bastante variavel com alta frequéncia de

isolados resistentes (53,85%) para as leveduras testadas neste trabalho. VValores menores
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de CIM foram encontrados por Weiler et al (2013), que variaram entre 0,5 e 0,001
pg/mL, com ClMgo = 0,25 pg/mL. O ponto de corte epidemioldgico sugerido para a M.
pachydermatis em estudo recente (2015) publicado por Cafarchia et al para o
itraconazol é de CIM = 0,032 pg/mL, bastante inferior aos valores encontrados no
presente estudo, fato que pode ser explicado pelo fendmeno da resisténcia cruzada entre
o0s az6is. O mesmo valor de CIM foi encontrado por Nijima et al (2011), ao avaliarem
30 isolados provenientes de cdes e gatos e por Brito et al (2009), em estudo ja citado.
Carrillo-Mufioz (2013) relataram CIM igual a 0,02 pg/mL e Cafarchia et al (2012)
encontraram valores de MICg < 0,008 pg/mL, bem abaixo do ponto de corte
epidemiolégico sugerido. Eichenberg et al (2003) encontraram valores igualmente
baixos de CIM, variando entre 0,007 e 0,125 pg/mL.

Os mesmos trabalhos citados para o itraconazol encontraram 0s seguintes
valores de concentragdo inibitéria minima para o cetoconazol, com bom nivel de
concordéancia entre si: CIMgo < 0,032 pg/mL (CAFARCHIA et al, 2012), CIM variando
entre 0,015 e 0,25 (EICHENBERG et al, 2003), CIM = 0,03 pg/mL (BRITO et al,
2009; NIJIMA et al, 2011) e CIM = 0,02 pg/mL (CARRILLO-MUNOZ et al, 2013). O
estudo de Weiler et al (2013) apresentou valores um pouco mais elevados de
concentragdo inibitdria, com CIMgo = 0,5 pg/mL com variacao entre os isolados de 0,5 a
0,01 pg/mL (WEILER et al, 2013).

Valores mais altos de concentracdo inibitéria minima para isolados de cdes com
dermatite atdpica ja foram relatados por Watanabe et al (2014) ao testar o perfil de
sucebtibilidade de 42 isolados de cdes com dermatite atopica, pela metodologia do
Etest, com valores de CIM para o cetoconazol variando entre 1,6 e 5,2 pug/mL, e para o
itraconazol variando entre 3 e 7,09 pg/mL, Assim como no cetoconazol, os valores de
concentracdo inibitdria para o itraconazol no presente estudo também variaram bastante
entre os isolados (Figura 8), com CIM entre 0,032 e 4 pg/mL e CFM entre 0,0625 e 4
pug/mL (Tabela 6), com valores discordantes em comparagdo com a maioria dos estudos
consultados (CAFARCHIA et al, 2012; EICHENBERG et al, 2003; BRITO et al, 2009;
NIJIMA et al, 2011; CARRILLO-MUNOZ et al, 2013) e mais concordante com o0s
achados de Weiler et al (2013) e de Watanabe et al (2014).

O itraconazol e o cetoconazol tém sido reportados como agentes antifungicos

eficazes para 0 manejo de infeccGes por Malassezia na medicina humana e veterinaria,
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apesar de terem apresentado resultados de inibi¢do inferiores no presente trabalho, com
muitos isolados resistentes a um ou mais antifungicos. Tais achados reforcam a
necessidade de pesquisar o perfil de sensibilidade dos fungos para que o tratamento seja
menos empirico e possua maior efetividade, diminuindo probabilidade de recidivas e
exposicdo prolongada dos pacientes.

Considerando a baixa variedade de agentes antifungicos no mercado, 0s
crescentes relatos de resisténcia e dose-dependéncia dos isolados clinicos aos
antifangicos comerciais (principalmente da classe dos azélicos), o alto-custo, o tempo
prolongado de tratamento e os efeitos adversos das drogas disponiveis, estudar a
eficacia de novas abordagens terapéuticas com produtos naturais e seus derivados torna-
se uma necessidade emergente (DOTA et al, 2010; NETIKOVA et al, 2013). Na
medicina veterinaria, as doencas infecciosas tém exibido um nivel alto de resisténcia
aos antimicrobianos, fato observado neste estudo. Inclui-se nesse grupo de doencas a
otite canina, que é altamente prevalente, reincidente, e, na maioria das vezes, ocorre
devido a infeccdo simultanea da bactéria do género Staphylococcus com a levedura
Malassezia pachydermatis (OLIVEIRA et al, 2006). O S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) é atualmente um dos grandes problemas de salde publica devido ao alto custo
e limitadas opcdes de tratamento disponiveis (VEIGA et al, 2017, COSGROVE et al,
2005).

Assim como no estudo apresentado neste manuscrito, alguns autores tém
demonstrado a atividade antifangica de diferentes extratos de prépolis frente a micro-
organismos frequentemente isolados na clinica médica veterinaria. Apesar da
importancia da Malassezia pachydermatis como agente etiolégico de dermatomicoses,
tanto na clinica humana quanto na veterinaria, ainda sdo escassos o0s trabalhos que
explorem o potencial terapéutico de extratos das propolis tipificadas brasileiras contra a
levedura. Foram encontrados apenas quatro trabalhos publicados que testaram in vitro
extratos de prépolis na levedura Malassezia pachydermatis (KHOSRAVI et al, 2013;
LOZINA et al, 2006). Apenas dois deles testaram a propolis brasileira (CARDOSO et
al, 2010; LILENBAUM & BARBOSA, 1994).

Cardoso et al, (2010) encontraram atividade bactericida e fungicida ao testarem
extrato etandlico de propolis oriundo do Rio Grande do Sul, em isolados clinicos de

cdes com otite. Os autores determinaram que a concentracdo de 2,6 mg/mL foi capaz de
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inibir 50% das estirpes in vitro e a MFCgo (concentragdo fungicida minima para 90%
dos isolados testados) encontrada foi de 5.3 mg/mL, resultados concordantes com o0s
ensaios realizados para o0s extratos etanolico e supercritico da propolis vermelha, pelo
presente estudo. Os autores discutem que os valores altos de Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) encontrados para os 34 isolados de Staphylococcus colagulase-positivo
testados (21 mg/mL) confirmam a enorme variacdo do perfil de sensibilidade da
espécie. Ensaios anteriores relatam valores inibitorios em S. aureus variando entre 117
png/mL e 185 mg/mL, o que revela a grande variedade do composto apicola, a depender
da sua origem boténica, geogréfica, e da metodologia de extracdo (LONGHINI et al,
2007, CARDOSO et al, 2010). A acdo fungistatica e fungicida do extrato alcodlico de
prépolis contra M. pachydermatis foram demonstradas também por Lilenbaum &
Barbosa (1994) usando o método de microdiluicdo em caldo. Os autores encontraram
valores de CIM inferiores quando comparados aos estudos de Cardoso et al (2010) e aos
resultados encontrados nesta pesquisa, com atividade ao longo de um intervalo de 0,8 -
2,4 mg/mL. Ambos os trabalhos ndo citam a cor, nem a composicdo do perfil quimico
das prépolis utilizadas nos testes, o que impede uma melhor analise e correlacdo desses
resultados.

O potencial inibitério de extratos de propolis tem sido mais estudado para as
espécies de Candida, principalmente a C. albicans, com resultados de CIM inferiores
aos encontrados no presente trabalho, provavelmente por ser uma levedura de outra
espécie, e normalmente mais sensivel aos antifingicos. Haghdoost et al, (2016)
avaliaram a atividade antifingica de extrato etandlico de propolis oriundo do Iré frente a
38 isolados clinicos e um ATCC de C. albicans resistentes ao fluconazol e sua
capacidade de inibir a formacdo do tubo germinativo. Os autores encontraram valores
de concentracdo inibitéria minima (CIM) média de 360 pug/mL, variando entre 120,2 e
970,6 pg/mL e de concentracdo fungicida minima (CFM) média de 1250 pg/mL,
variando entre 480,8 e 3900,4 pg/mL. Freires et al, (2016) também avaliaram o perfil de
sensibilidade de espécimes de referéncia do género Candida (C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. krusei, C. Tropicalis e C. parapsilosis), frente aos extratos
etandlicos e suas fragcbes diclorometanas, acetanolicas e hexanicas das propolis
brasileiras tipo 3, do Sudeste, e do tipo 13, de Alagoas e valores igualmente baixos de

CIM foram encontrados, variando entre 1 e 31,25 pg/mL. O extrato etanolico da
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propolis vermelha de Alagoas também foi efetiva contra C. albicans destacando-se a
acdo inibitoria da fracdo acetandlica, com valores de CIM menores ou iguais a 50
png/mL (JUNIOR et al, 2012).

Dota et al (2010) também comprovaram a acdo fungicida do composto apicola
ao investigarem o potencial antifingico de extrato etandlico e de microparticulas de
propolis produzidas pela técnica de spray-dry, originario do estado do Parana, em 89
isolados clinicos de Candida, incluindo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
guilliermondii e C. parapsilosis. Mesmo 0s isolados que apresentaram resisténcia aos
antifungicos itraconazol, cetoconazol, miconazol e anfotericina B, e relacdo de dose-
dependéncia para todos os az6licos, foram inibidos para ambos os testes com a prépolis,
com baixa variacdo de atividade entre os isolados, em concordancia com o presente
estudo, onde todos os extratos dos trés tipos de propolis testados foram capazes de inibir
0 crescimento dos isolados de M. pachydermatis, com padrédo de resposta de dose-
dependéncia e resistentes aos antifingicos.

A atividade fungicida e fungistatica das propolis verde e vermelha brasileiras
também ja foram relatadas, para outras espécies de fungos, com valores menores de
CIM e CFM encontrados, em comparacdo com os resultados determinados para 0s
isolados aqui descritos. O extrato etandlico do tipo 13 mostrou atividade antifungica
contra leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae (LOTTI et al, 2011) e contra
fungos filamentosos do género Trichophyton (SIQUEIRA et al, 2009). O extrato
etanolico da prépolis verde (MG) apresentou atividade fugistatica e fungicida em T.
rubrum, T. tonsurans e T. menthagrophytes (CIM entre 64 e 1024 pg/mL e CFM entre
512 e 1024 pg/mL). Assim como relatado no presente estudo, a sensibilidade ao extrato
alcoodlico da propolis vermelha (PB), também foi superior a verde, em estudo descrito
por Siqueira et al (2009). Estudos anteriores (KOC et al, 2005; SOARES & CURY,
2001) também encontraram atividade inibitéria das prépolis verde (oriundas do Séo
Paulo e Parand) e vermelha (oriunda da Turquia) frente as mesmas espécies de
Trichophyton.

Em contraste com os resultados obtidos pelos testes com os extratos de propolis
procedidos com a técnica de difusdo em agar no presente estudo, Netikova et al (2013),
observou formacdo de halo de inibicdo em teste de disco-difusdo com extratos de

prépolis, oriundas da Republica Tcheca, obtidos com DMSO como solvente extrator,
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frente a fungos filamentosos das espécies Aspergillus fumigatus, Microsporum gypseum
e Microsporum canis, e levedura da espécie C. albicans. Isso pode indicar que o Tween
80, solvente utilizado nesta técnica, impede ou dificulta a difusdo dos compostos de
interesse na malha do agar.

Os compostos fenolicos da prépolis sdo identificados como responsaveis pelas
propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e especialmente pela a¢do antifingica
(DOTA et al, 2010). No estudo aqui relatado, foi também observada correlacéo entre o
conteudo total de compostos fendlicos e a atividade antifungica encontrada para cada
tipo de extrato de prépolis brasileira. O extrato etanolico da prépolis marrom, que
apresentou contetdo total de compostos fendlicos e flavonoides inferior, também
apresentou atividade inibitoria menos pronunciada, quando comparado com o0s extratos
das propolis vermelha e verde.

Freires et al (2016) atribui as propriedades antifungicas das prépolis brasileiras
dos tipos 3 e 13 a presenca majoritaria de flavonoides. As prépolis verde e vermelha
analisadas neste presente estudo também apresentaram presenca importante de
flavonoides, contudo, o conteudo de compostos fenolicos totais da propolis verde foi
superior, 0 que pode explicar os menores resultados de CIM encontrados e o melhor
efeito fungicida (CFM/CIM).

Os flavonoides, principalmente a pinocembrina, tém sido considerados
responsaveis pelas propriedades inibitorias frente ao género Candida (CAPISTRANO et
al, 2013; SAWAYA et al, 2002) e Trichophyton (SIQUEIRA et al, 2009). Das Neves et
al (2015) identificaram a formononetina e a pinocembrina como componentes mais
abundantes da propolis vermelha de Pernambuco e seus resultados sugerem que a
formononetina € pelo menos parcialmente responsavel pela atividade antimicrobiana da
prépolis vermelha brasileira, podendo também ser o composto responsavel pela
atividade antifungica encontrada para o tipo vermelho de prépolis no estudo aqui
descrito. O menor valor de concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento foi
encontrado para a propolis vermelha supercritica, 0 que pode indicar que 0s compostos
de interesse presentes neste extrato tenham menor relacdo de dose-dependéncia.

Foram identificados 11 compostos fenolicos no extrato etanolico e sua fracéo
diclorometana da propolis tipo 3: &cido p-cumarico, acido feldrico, acido caféico, éster

fenetil do acido caféico (CAPE), kaempferol, quercetina e alguns derivados flavonoides
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(FREIRES et al, 2016). A analise do extrato etandlico e sua fracdo hexanica da propolis
do tipo 13 revelou a formononetina e a medicarpina como biomarcadores quimicos
(FREIRES et al, 2016), corroborando com estudos anteriores (BANKOVA 2005;
LOPEZ et al, 2014). A quercetina e a medicarpina sdo os principais compostos eleitos
como responsaveis pela alta atividade antifingica observada das propolis tipo 3 e 13
(FREIRES et al, 2016). E possivel que estes compostos de interesse estejam também
presentes nos extratos de propolis vermelha estudados no trabalho aqui exposto.

Pippi et al (2015) sugere que o mecanismo de acdo da propolis tipo 13 contra
leveduras esta relacionado com a ruptura da parede celular e ndo com a estrutura de
ergosterol e alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica, fato que pode
explicar porque isolados com perfil de resisténcia variavel aos azois e ao derivado

poliénico foram igualmente sensiveis aos extratos de propolis no presente estudo.
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CONCLUSOES

Os isolados de M. pachydermatis apresentaram perfis fenotipicos de atividade
enzimatica similares, com alta atividade enzimatica extracelular observada.

Os valores de concentracdo inibitoria minima e concentracdo fungicida minima
encontrados para os isolados de M. pachydermatis frente aos antifingicos foram altos
com base na literatura consultada, com alta taxa de isolados resistentes a todos os
antifangicos testados, e isolados apresentando resisténcia maltipla.

A técnica adaptada da difusdo em &gar ndo foi eficaz na determinacdo da
sensibilidade aos antifungicos nem aos extratos de prdpolis.

As respostas ao antifungicos, com excecdo a anfotericina B, apresentaram
grande variacdo entre os isolados.

O cetoconazol foi o antifungico que apresentou melhor atividade fungicida.

Todos os extratos de propolis apresentaram atividade antifungica frente aos
isolados testados de M. pachydermatis, inclusive 0s que apresentaram resisténcia aos
antifangicos testados.

O extrato etanodlico da prépolis marrom apresentou os valores mais altos de
concentracdo inibitoria para a maioria das leveduras e ndo apresentou letalidade nas
concentracgdes testadas.

O extrato etandlico da prépolis vermelha tem a maior proporcédo de isolados com
o menor valor de CIM verificado para os extratos, seguido pelo extrato supercritico da
prépolis vermelha e pelo extrato etanélico verde.

O extrato etandlico da propolis vermelha apresentou maior propor¢do de
isolados sensiveis a CFM de 8 mg/mL, seguido do extrato supercritico de propolis
vermelha.

O extrato etandlico da prépolis verde possui melhor efeito fungicida, sendo o
Unico capaz de eliminar completamente a levedura na concentragdo de 4 mg/mL,
seguido dos extratos etandlico e supercritico da prépolis vermelha.

A anfotericina B foi o Unico antifingico que se ajustou ao modelo de regressao
ndo-linaer de dose-resposta.

Apenas 0 extrato etanolico de propolis marrom ndo se adequou ao modelo

proposto, apresentando grande variedade de distribuicdo dos dados.
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O valor de concentragdo estimado que inibe 50% do crescimento dos isolados
testados foi menor para o extrato supercritico da prépolis vermelha, seguido dos

extratos etandlicos da propolis vermelha e verde.
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