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Atividade antimicrobiana de extratos de propolis vermelha, verde e marrom sobre
Corynebacterium pseudotuberculosis

RESUMO
A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca infectocontagiosa debilitante causada

pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis. E  caracterizada pelo
desenvolvimento de granulomas encapsulados em linfonodos e 6rgdos, levando a perdas
econdmicas significativas na caprinovinocultura. O tratamento clinico da LC ¢
geralmente refratario a terapia antibidtica devido ao encapsulamento dos granulomas. A
prépolis tem sido objeto de estudos intensivos devido as suas propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas, tais como antibacterianas a antifungicas. Objetivou-se com o presente
estudo avaliar a susceptibilidade de C. pseudotuberculosis perante extratos de propolis
obtidos pelos métodos de extracdo supercritica e etandlica. Foram utilizadas trés cepas
de C. pseudotuberculosis, a cepa padrdo 1002, a cepa patogénica VD57 e a cepa
viscerotropica N1. Para o teste de susceptibilidade a antimicrobianos comerciais
utilizaram-se as metodologias de disco difusdo e microdiluigdo em caldo. A
metodologia da microdiluigdo em caldo foi utilizada para determinar a Concentragao
Inibitéria Minima (MIC) e a Concentracdo Bactericida Minima (MBC) sobre C.
pseudotuberculosis frente aos extratos supercriticos e etanolicos de prépolis. Os
resultados do teste de sensibilidade utilizando antibidticos comerciais indicaram uma
elevada sensibilidade das cepas de C. pseudotuberculosis aos agentes antimicrobianos.
O extrato etanolico de propolis verde apresentou a melhor atividade antimicrobiana
contra C. pseudotuberculosis, cepa 1002. O extrato supercritico de prépolis vermelha
apresentou a melhor atividade antimicrobiana contra C. pseudotuberculosis, cepa
VD57. Foi identificada uma menor atividade antimicrobiana do extrato etandlico de
prépolis marrom frente as cepas testadas. Conclui-se que o extrato de propolis vermelha
supercritica e verde etandlica apresentaram as melhores atividades antimicrobianas
contra as cepas de C. pseudotuberculosis, e podem ser consideradas como opg¢ao em

futuros estudos sobre o tratamento e prevencdo da LC.

Palavras-chave: extragdo supercritica; produtos naturais; linfadenite caseosa;

antimicrobianos
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ABSTRACT
Antimicrobial activity of red, green and brown extracts on Corynebacterium

pseudotuberculosis

Caseous lymphadenitis (CLA) is an infectious-contagious debilitating disease caused by
the bacterium Corynebacterium pseudotuberculosis. It is characterized by the
development of encapsulated granulomes in lymph nodes and organs, and causes
significant economic losses in goats and sheep breeding. The clinical treatment of CLA
is normally inefficient, since the antibiotics are not able to penetrate the granulome’s
capsules. Propolis have been extensively studied due to its biological and
pharmacological properties, especially the antibiotic potential. The present study had the
objective to evaluate the susceptibility of C. pseudotuberculosis strains to ethanolic and
supercritical extracts of propolis. Three bacterial strains were used, the standard 1002
strain, the viscerothropic N1 strain and the virulent VD57 strain. For the susceptibility
to commercially available antibiotics evaluation, the disc diffusion and the broth
microdilution methodologies were used. The methodology of broth microdilution was
used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Bactericide Concentration (MBC) of the propolis extracts on the C. pseudotuberculosis
strains. The results of the assays using commercial antibiotics showed a high
susceptibility for several compounds. The red propolis supercritical extract presented
the best activity on the VD57 strain, while the green ethanolic extract had the best
action on the 1002 strain. The brow propolis ethanolic extract showed to be the less
effective extract. It can be concluded that the red propolis supercritical extract and the
green propolis ethanolic extract have the best antimicrobial activity on C.
pseudotuberculosis and can be considered as potential compounds in future in vivo

studies on the treatment and prevention of CLA.

Keywords: antimicrobial compounds; caseous lymphadenitis, natural products;

supercritical extraction
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INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho de cerca de 28 milhdes de pequenos ruminantes,
sendo 34,3% de caprinos e 65,7% de ovinos. Dos caprinos, 1,4% encontra-se na Regido
Norte, 93% no Nordeste, 2,4% no Sudeste, 1,9% no Sul e 1% no Centro-Oeste. Com
relagcdo ao rebanho ovino, 3,6% encontra-se na Regido Norte, 60,6% no Nordeste, 3,8%
no Sudeste, 26,5% no Sul e 5,6% no Centro-Oeste (IBGE, 2015). Os pequenos
ruminantes constituem a principal fonte de proteina e de renda para a populacgéo rural da
Bahia, visto a adaptabilidade destas espécies as caracteristicas biogeograficas do estado.
No entanto, muitas enfermidades vém induzindo perdas econOmicas significativas
nestas atividades pecuarias (CAMPOS et al., 2016; HASEGAWA et al., 2017).

Dentre estas enfermidades destaca-se a Linfadenite Caseosa (LC), conhecida
popularmente como “mal do carogo”, “carogo”, ou “falsa tuberculose”, definida como
uma doenca infectocontagiosa, cronica, debilitante (DORELLA et al., 2006; ALVES et
al., 2007). Seu agente etioldgico, Corynebacterium pseudotuberculosis, € uma bactéria
gram-positiva e intracelular facultativa, que exibe formas pleomorficas, que variam
desde cocoides a bastbes filamentosos (DORELLA et al., 2006; TRIPATHI et al.,
2016). Por se tratar de uma doenca debilitante, a LC acarreta perda de peso, reducdo da
lactacdo e perda do valor comercial das peles. Assim, 0s prejuizos gerados por esta
zoonose sdo de consideravel extensdo, afetando uma cultura de subsisténcia e basica

para o pequeno produtor nordestino (DORELLA et al., 2006; O'REILLY et al., 2010).

A antibioticoterapia tem sido uma das estratégias utilizadas para o controle da
LC, entretanto o tratamento é de longa duracdo e com custo elevado. Mesmo sendo uma
bactéria sensivel aos mais variados tipos de antibiéticos, a terapia em questdo se torna
ineficiente em situacOes de infeccdo com formacéo de biofilme (OLSON et al., 2002) e
em abscessos encapsulados (BAIRD e FONTAINEY, 2007). Desta forma, varios
tratamentos alternativos tém sido propostos como alternativas aceitaveis a abertura,

drenagem e limpeza das lesdes, mas sem maiores sucessos (SANTIAGO et al., 2013).

A propolis surge como um tratamento alternativo contra doengas infecciosas

gracas ao seu alto potencial bioldgico. As atividades antimicrobiana, cicatrizante, anti-
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inflamatoria e imunomoduladora sdo atribuidas a uma grande quantidade de compostos,

principalmente os flavondides e &cidos fendlicos e seus ésteres (WAGH et al., 2013).

Devido ao possivel desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos por
bactérias, a prépolis pode ser uma opc¢do viavel de tratamento, uma vez que, esta
atividade bioldgica deve-se ao sinergismo de varios compostos quimicos do extrato e,
uma possivel combina¢do com agentes antimicrobianos, pode permitir doses menores
de antibiotico, potencializando a a¢do da droga (NETO et al., 2017). Por isso, 0 presente
trabalho objetivou avaliar os efeitos antimicrobianos de diferentes tipos de extrato de

prépolis em C. pseudotuberculosis.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a resisténcia/susceptibilidade de Corynebacterium pseudotuberculosis
perante diferentes tipos de extratos de prdpolis obtidos pelos métodos de extracdo
convencional e supercritico.

Objetivos especificos

a) Verificar a susceptibilidade de isolados de C. pseudotuberculosis perante extratos
etanolicos e supercriticos de propolis vermelha;

b) Verificar susceptibilidade de isolados de C. pseudotuberculosis perante extratos
etanolicos de propolis verde e marrom;

c) Verificar a susceptibilidade de C. pseudotuberculosis perante diversos antibidticos
utilizados rotineiramente pelo método de difusdo em disco;

d) Verificar a susceptibilidade de C. pseudotuberculosis perante diversos antibioticos
pelo método de microdiluicdo em caldo;
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REVISAO DE LITERATURA

1. Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis foi descrita pela primeira vez pelo
microbiologista e veterinario francés Edmond Nocard, em 1888, sendo originalmente
denominado bacilo de Preisz-Nocard, e em seguida Corynebacterium ovis. A partir de
1899, o agente foi isolado e examinado com mais frequéncia em ovelhas e cabras e, em
1918, Eberson classificou a bactéria como conhecemos atualmente (LUCAS et. al.,
2009).

C. pseudotuberculosis pertence ao género Corynebacterium, o qual esta incluido
em um grupo supragenérico dos Actinomicetos que também inclui os géneros
Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. Este grupo, chamado CMNR, é bastante
heterogéneo, porém a maioria destas espécies compartilhnam caracteristicas em comum,
tais como a organizacdo da parede celular, compostas principalmente de
peptidoglicanos, arabinogalactanos e acidos micélicos, bem como o elevado teor de
guanina-citosina (G + C) do genoma (47-74%) (DORELLA et. al., 2006).

Dentro deste género, destacam-se C. diphtheriae, C. ulcerans e C.
pseudotuberculosis, que possuem grande importancia em salde humana e veterinaria.
C. diphtheriae é o agente etioldgico da difteria. C. ulcerans é considerado um
importante patdgeno oportunista em infeccGes hospitalares, e também pode causar
difteria. C. pseudotuberculosis tem grande importancia veterinaria por causar a
linfadenite caseosa (LC) em pequenos ruminantes (WINDSOR et al., 2016).

Corynebacterium pseudotuberculosis € um patdgeno Gram-positivo intracelular
facultativo que exibe formas pleomodrficas, que variam desde cocdides a bastdes
filamentosos medindo cerca de 0,5 pm a 0,6 um por 1 um a 3 um em tamanho. Esta

bactéria ndo possui cépsula, ndo esporula e é imével; contudo, possui fimbrias. E
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anaerdbia facultativa e as condicfes 6timas de crescimento sdo a 37°C em pH entre 7.0
e 7.2. Tem um crescimento inicialmente espacado na superficie do agar e, em seguida,
se organiza em colbnias opacas, de crescimento concéntrico e de coloragdo creme
alaranjado (DORELLA et al., 2006; TRIPATHI et al., 2016). O crescimento em meio
liquido desenvolve-se como um biofilme na superficie, sem turvacdo média. Este filme
é desfeito por agitacdo, formando flocos que precipitam. A formagdo da pelicula é
atribuida a lipideos de superficie, e a quantidade destes lipideos na membrana celular
estd diretamente correlacionada com a espessura do biofilme e a viruléncia da cepa
bacteriana (MOURA COSTA, 2002).

Destaca-se ainda que esse microrganismo € exigente do ponto de vista
nutricional, crescendo bem em meios enriquecidos como &gar sangue, agar BHI ou
caldo BHI ou enriquecidos com soro animal. Produz B-hemolise caracteristica em agar
sangue que pode ndo aparecer até 48 a 72h de incubacdo (MOURA COSTA, 2002),
porém largas zonas de hemolise se desenvolvem na presenca do Rhodococcus equi no
teste CAMP (OLIVEIRA et al., 2014a).

Além das caracteristicas morfotintoriais e de crescimento, o C.
pseudotuberculosis é caracterizado por provas bioquimicas, tais como producdo de
catalase, producédo de urease e fermentacdo de carboidratos sem producdo de gas como:
maltose, manose, glicose, galactose (variavel); ndo fermenta lactose; ndo tem atividade
proteolitica, ndo hidrolisando a gelatina ou a caseina, e é oxidase negativa (MOURA.-
COSTA, 2002).

A reducdo de nitrato em nitrito caracteriza cepas que infectam principalmente
equinos (biovar equi), enquanto que as cepas que infectam caprinos e ovinos (biovar
ovis) sdo principalmente nitrato negativo e resistente a estreptomicina. Os bovinos sdo
infectados por ambos biovares nitrato redutoras e ndo redutoras (SONGER et al., 1988;
SUTHERLAND et al., 1996; SOARES et al., 2013a; BARAUNA et al., 2017).
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2. Parede Celular

A maioria das espécies do género Corynebacterium sdo caracterizadas por uma
arquitetura complexa da parede celular: (i) uma membrana plasmatica, composta
principalmente de fosfolipidios, montados em uma bicamada lipidica, que também
contém outros lipidios polares, além de proteinas cruciais para processos de transporte
da célula.; (ii) uma camada de peptidoglicano, que estd ligada covalentemente a
arabinogalactanos e que pode conter outros residuos de aclcar e &cidos corinemicdlicos;
e (iii) uma camada de heteropolissacarideos. A camada externa de acidos micolicos é
funcionalmente equivalente a membrana externa de bactérias Gram-negativas. Na
camada superior é encontrado material de superficie externa composto de
polissacarideos, glicolipideos e proteinas livres, incluindo proteinas da camada S, pili e
outras proteinas de superficie (DAFFE, 2005; BURKOVSKI et al., 2013). Uma

representacdo dessa organizacao € mostrada na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de envelope celular das

corinebactérias.

Top layer

Mycomembrane

Arabinogalactan

} Peptidoglycan

" I .
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Fonte: Adaptado de BURKOVSKI et al., 2013.
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A andlise quimica dos polissacarideos corinebacterianos mostrou que a
composicdo do agucar dos constituintes mais externos da grande maioria das espécies
analisadas é semelhante a das micobactérias. Os polissacarideos sdo compostos de 10-
20% de arabinose, 20-35% de manose e 50-70% de glicose. Analises eletroforéticas,
semelhantes as de amostras auténticas de lipoarabinomanano (LAM) e lipomanano
(LM) micobacterianos sugerem a presenca de substancias semelhantes a LAM e LM em
corinebactérias (PUECH et al., 2001).

A membrana externa bacteriana deve ser seletivamente permeabilizada para
permitir o transporte de moléculas para o crescimento bacteriano; entretanto, a barreira
de permeabilidade da camada de &cidos micoélicos atua impedindo a absorcdo desses
nutrientes por transportadores de membrana plasmatica. Para este fim, as proteinas
porinas sdo inseridas na membrana. Em geral, estas séo funcionalmente equivalentes a

proteinas porinas de bactérias Gram-negativas (BURKOVSKI et al., 2013).

3. Linfadenite Caseosa

2 (13

A LC, conhecida popularmente como “mal do carog¢o”, “carog¢o”, ou ‘“falsa
tuberculose”, ¢ uma doenca infectocontagiosa, cronica, debilitante, causada por C.
pseudotuberculosis. Eventualmente, tem sido encontrada em bovinos e equinos,
causando a acne contagiosa e a linfangite ulcerativa, respectivamente (YERUHAM et al.,
1996; DOHERR et al., 1998; HOMMEZ et al., 1999; SOARES et al., 2013b;
NORMAN et al., 2014; RHODES et al., 2015). Suinos foram descritos recentemente
como hospedeiros da bactéria (OLIVEIRA et al., 2014a), porém € em ovinos e caprinos
que assume importancia econémica e sanitaria (DORELLA et al., 2006; SELLERA et
al., 2016).

A LC é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de granulomas
encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos 0rgaos
(VOIGT et al., 2012; OREIBY et al., 2014) com periodo de incubacéo longo, o qual
pode variar de 2 a 6 semanas, tornando dificil a segregacdo dos animais infectados dos
ndo infectados (CHIRINO-ZARRAGA et al., 2006). Estas duas manifestacdes da
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doenga podem ocorrer concomitantemente, levando a perdas econémicas significativas
relacionadas a reducéo da produtividade e eficiéncia reprodutiva dos animais infectados
(DORELLA et al., 2006a; O'REILLY et al., 2010), quando a bactéria coloniza 6rgaos
reprodutivos e nodulos linfaticos associados, causando infertilidade por um longo
periodo de tempo (LATIF et al., 2015; OTHMAN et al., 2016).

Esses prejuizos econdmicos sdo causados, devido ao carater debilitante da
doenga, pela perda de peso e reducdo da lactagdo. Assim, os danos gerados por esta
zoonose sao de consideravel extensdo, porque afeta uma cultura de subsisténcia, basica
para o pequeno produtor nordestino, por exemplo. A doenca também compromete a pele
dos animais, e 0s prejuizos atingem a industria de peles. Os curtumes regionais
apresentam prejuizo significativo decorrente das lesGes de pele geradas pelos
granulomas em linfonodos superficiais, pois comumente a fragilidade da pele afetada so

é percebida apds o processamento jé estar quase concluido (GUIMARAES et al., 2011).

Sendo uma doenca que acomete principalmente caprinos e ovinos, € importante
considerar a LC como um problema de salde publica. Bastos et al. (2012) revisaram 32
casos relatados na literatura cientifica de infeccdo em humanos em diversos paises, e
recentemente foi descrito um quadro de pneumonia em estudante de medicina
veterinaria com evidéncia molecular de aquisicdo durante o trabalho em laboratorio
(HEGGELUND et al., 2015).

4. Epidemiologia

A incidéncia da LC é relatada em diversos paises, como Australia, Nova
Zelandia, Africa do Sul, Tunisia, India, Estados Unidos, Canada e Brasil (AL-
RAWASHDEH & AL-QUDAH, 2000; CONNOR et al., 2000; BEN SAID et al., 2002;
BINNS et al., 2002; ARSENAULT et al., 2003; SEYFFERT et al., 2010; TRIPATHI et
al., 2016). No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos esteja infectada e que a
prevaléncia clinica possa atingir 30% dos animais. Os estados da regido Nordeste séo 0s
mais afetados, em razdo de possuirem a maior concentragdo de rebanhos caprinos do
pais (IBGE, 2015).
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Andrade et al. (2012), estudando a ocorréncia e os fatores de risco associados a
infecgdo por C. pseudotuberculosis em caprinos e ovinos do semiarido da Paraiba,
identificaram que 7,7% (49/640) dos animais apresentavam evidéncias clinicas de
linfadenite caseosa, e constataram que C. pseudotuberculosis foi o agente mais
frequentemente isolado (68,2%). Em Minas Gerais, um levantamento
soroepidemioldgico realizado por Seyffert et al. (2010) apresentou uma elevada
soroprevaléncia (78,9%) de animais positivos para LC. No Distrito Federal, a
soroprevaléncia da linfadenite caseosa em rebanhos comerciais de ovinos no Distrito
Federal, determinada através de ELISA indireto, foi de 44,0% (CARMO et al., 2012).

A LC é mais prevalente em ovinos se comparada a caprinos; contudo, nas duas
espécies, a patologia € mais observada em animais adultos, o que reflete maior
exposicdo aos fatores de risco. Em ovinos, a raga Merino e seus mestigos sdo as mais
propensas, 0 que pode ser explicado pela presenca de uma pele mais fina e apresentando
dobras. Estas caracteristicas propiciam maiores lesdes por ocasido da tosquia (AL-
GAABARY et al., 2002).

A transmissdo ocorre por contato direto com secreces ou por materiais
contaminados. A entrada da bactéria no organismo é facilitada por feridas na pele;
contudo, pode penetrar até mesmo pela pele intacta (WILLIAMSON, 2001;
ANDRADE et al., 2012). Ovelhas infectadas podem transmitir a infeccdo a um grande
namero de animais em um curto periodo de tempo sob condi¢des de contato préximo e

fluxo de ar reduzido em galpdes cobertos (OREIBY et al., 2014).

A frequéncia mais elevada de infeccdo em linfonodos parotideos da uma
indicacdo de que a ingestdo de alimentos, a tosquia e a descorna tém um papel
consideravel na transmisséo de LC em ovinos (O’REILLY et al., 2008). Outros fatores
de risco incluem a falta de higiene das instalacGes, o contato direto entre animais
infectados e com a poeira (O’REILLY et al., 2008). No caso da caprinovinocultura
brasileira, um importante fator de risco € a vegetacdo presente no nordeste brasileiro,
caracterizada pela presenca de numerosas plantas cactaceas que podem provocar lesdes
na pele dos animais (ANDRADE et al., 2012).
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5. Patogenia e Diagnostico

Ap0s a entrada da bactéria no hospedeiro, esta se dissemina rapidamente para o
linfonodo de drenagem local, onde se desenvolvem multiplos granulomas
microscopicos, que véo crescendo e se unindo até formar um granuloma maior. Isto &,
algumas vezes, seguido de uma extensao da infeccdo para sitios secundarios através do
sangue ou do sistema linfatico, levando a formacdo de lesbes similares em outros
6rgdos, sendo o pulmdo o 6rgdo mais acometido depois dos linfonodos (BAIRD &
FONTAINE, 2007). A forma de contagio ainda é controversa, mas, provavelmente,
ocorre através do contato entre o drenado da lesdo e a pele ou mucosas integras dos
animais sadios, ou onde existem soluc@es de continuidade (WASHBURN et al., 2013),

ou, ainda, através de aspiracao de aerossois (BASTOS et al., 2011).

A disseminacdo da bactéria no organismo hospedeiro depende, principalmente,
da atividade da fosfolipase D (MOURA-COSTA, 2002). A fosfolipase D é uma
fosfolipase esfingomielina-especifica (BAIRD & FONTAINEY, 2007) que promove a
hidrolise das ligacdes éster da esfingomielina da membrana celular dos mamiferos,
possibilitando a disseminacdo da bactéria do sitio inicial de infeccdo para sitios
secundérios (DORELLA et. al., 2006). Esta é a atividade biolégica mais importante
como fator de viruléncia (BAIRD & FONTAINEY, 2007). Dano e destruicdo de
macrofagos em caprinos sdo observados durante a infeccdo com C. pseudotuberculosis
operada pelos lipideos de parede. A infeccdo, seja em linfonodos, seja em outros 6rgaos,
evolui com fagocitose por neutréfilos e macréfagos, multiplicacdo intracelular do C.
pseudotuberculosis e degeneracdo e morte das células hospedeiras (DORELLA et. al.,
20064a).

A incapacidade por parte dos macrofagos de eliminar as bactérias pode ser
devida, além da presenca da camada lipidica, a incapacidade destes em produzir 6xido
nitrico. Com a morte dos macrofagos, ha liberacdo da bactéria e formacédo de uma lesédo
necrotica, ficando esta livre para se disseminar para outros 6rgdos. Na tentativa de
conter e eliminar o microrganismo ocorre a formacdo de granulomas. A lesdo evolui

com a segregacdo de microrganismos e células degeneradas em necrose caseosa por
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camadas de células epiteliais, linfocitos e macréfagos e, posteriormente, tecido fibroso
(KURIA et al., 2001).

As lesdes ocorrem em duas formas principais: externa (também conhecida como
superficial ou cuténea) e visceral. A forma externa € caracterizada pela formacdo de
lesBes nos linfonodos superficiais com tamanhos variaveis e em diferentes locais que
podem ser fechados ou abertos, com conteldo coloragdo amarelo-esverdeado ou
branco-amarelado de consisténcia variando de purulenta a caseosa. Os ganglios
linfaticos parotideos sdo mais comumente afetados nos ovinos, enquanto os linfonodos
cervicais superficiais sdo 0s mais comumente afetados nos caprinos (AL-GABARY et
al., 2009). A forma visceral esta associada a abscessos nos ganglios linfaticos internos e
parénquima pulmonar. As lesdes podem ser encontradas no figado, nos rins ou no
Ubere, e mais raramente no coragdo, nos testiculos, no escroto, no Utero, nas
articulacGes, no cérebro ou na medula espinha (BAIRD e FONTAINE, 2007; FERRER
et al., 2009; ANDRADE et al., 2012). Exemplos de lesdo sdo encontrados na Figura 2.

Figura 2 - (1) Lesdo de LC no linfonodo parotideo de um ovino adulto; (2) leséo de LC

no parénquima pulmonar de ovino.

Fonte: Adaptado de BAIRD e FONTAINE (2007)
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O diagnostico da LC € fundamentado nos achados clinico-epidemiolégicos, onde
se observam a formacdo de lesdes tipicas e/ou cicatrizes nos linfonodos superficiais
(AZEVEDO et al., 2012). Os animais infectados que ndo apresentam sintomas clinicos
sdo uma fonte de infeccdo para animais saudaveis, por isso varios métodos sorologicos
foram desenvolvidos para superar o problema do diagndstico subclinico da LC. Alguns
testes sorologicos foram descritos como sendo aplicaveis ao diagnostico de LC, tais
como um ensaio de microaglutinacao, teste de imunodifusdo, teste sinérgico de inibicédo
de hemdlise, dot-blot, Western blottig, ensaio de fixacdo do complemento, teste
de hemaglutinacéo indireta e PCR (CETINKAYA et al., 2002; BASTOS et al., 2012).
Alguns testes, como o ELISA, foram relatados por serem relativamente eficazes em
programas do controle da enfermidade (DERCKSEN et al., 2000; REBOUCAS et al.,
2013). Recentemente, a detec¢do de uma resposta imune mediada por células contra C.
pseudotuberculosis, utilizando um ELISA para detectar interferon gama (IFN-y), é uma
abordagem direta e aparentemente mais confiavel para deteccdo de ovelhas infectadas

com LC do que métodos existentes baseados em anticorpos (PRESCOTT et al., 2008).

Os testes soroldgicos podem ter especificidade e sensibilidade diferentes quando
comparados com a cultura bacteriologica (RIBEIRO et al., 2013), possivelmente devido
a reacOes cruzadas com espécies bacterianas patogénicas, tais como Arcanobacterium
pyogenes, Pasteurella multocida, Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida e
Fusobacterium necrophorum (BAIRD e FONTAINE, 2007). Por isso, o isolamento de
C. pseudotuberculosis diretamente do material purulento de linfonodos, permanece
como um dos procedimentos mais fidedignos de diagnostico (RIBEIRO et al., 2011,
WILLIAMSON, 2001). As amostras de linfonodos com lesdes séo coletadas para
exame de esfregaco e exame microbioldgico, seguida por identificacdo bioquimica de
isolados (URAL et al., 2008).

Um teste bioquimico bem estabelecido para a identificacdo de bactérias
corineformes é o sistema API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes,
France). Esse método consiste de uma bateria de 21 testes bioquimicos que podem ser
realizados entre 24 e 48 horas. O sistema contém 20 tubos contendo substratos que
permitem testes para 11 enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil arilamidase, R-

galactosidase, fosfatase alcalina, a-glucosidase, N-acetilglucosaminidase, [-
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glucoronidase, reducdo de nitrato e hidrolise de esculina e uréia) e 8 testes de
fermentagdo de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose, manitol, maltose, lactose,

sacarose e glicogénio).

6. Tratamento

Atualmente, o tratamento da LC baseia-se na drenagem e limpeza das lesdes,
utilizando solucdo de iodo a 10%, em estagio avancado da doenca. No entanto, esta
técnica representa altos riscos de contaminacdo ambiental, seja por ruptura espontanea e
inesperada de lesdo ou por simples exposicdo do patdgeno ao ambiente externo através
de um material contaminado. No estagio de desenvolvimento da doencga, a aplicacdo de
tintura de iodo a 10% e hipoclorito de sddio a 2,5% nas lesdes de animais afetados pelo
LC ndo é 100% eficaz para controlar a enfermidade, além de serem responsaveis pelas
reacOes de dor e edema na regido dos ganglios linfaticos (SANTIAGO et al., 2013).

O tratamento clinico da LC é geralmente refratrio a terapia antibiotica,
provavelmente devido a espessa capsula formada em torno das lesdes tipicas e a
natureza espessa e caseosa do conteldo contido dentro da capsula. Também, os
antibidticos eliminam apenas o patégeno das lesdes superficiais, mas ainda podem
existir lesdes e/ou abcessos internos (WILLIAMSON, 2001; BAIRD & FONTAINE,
2007).

Existem alternativas aceitdveis a abertura e drenagem para o tratamento de
ovinos e caprinos com linfadenite caseosa. WASHBURN et a.l (2009) demonstraram a
resolucdo de lesBes de infeccdo um més apos o tratamento com o uso de tulatromicina e
penicilina; no entanto, o uso dessas drogas exige tempo de caréncia prolongados antes

que o leite ou a carne sejam vendidos para consumo humano.

Recentemente, a terapia fotodindmica antimicrobiana (APDT) surge como um
tratamento alternativo para LC. Sua agéo resulta da interacdo de um fotossensibilizador,
luz visivel e oxigénio molecular. No estudo realizado por Sellera et al. (2016) utilizando
a APDT, todos os animais tratados responderam ao protocolo proposto. Apés uma

semana, ndo foram observados sinais inflamatorios e exsudatos purulentos. Houve
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reducdo de tamanho de todos os linfonodos tratados, voltando aos seus tamanhos
normais apos duas semanas (tempo médio de cura de 15,3 dias). Além disso, ndo foram
observadas recorréncias nos linfonodos tratados durante seis meses seguidos e ndo

foram observados efeitos adversos nos animais tratados durante o periodo experimental.

7. Prevencao e Controle

A erradicacdo da LC torna-se dificil em virtude da fraca resposta ao tratamento,
a capacidade de persistir no meio ambiente do patégeno e na dificuldade em detectar os
animais com infeccdo subclinica nos rebanhos. A prevencdo tem sido a melhor
alternativa, a qual pode ser feita através de inspec@es periddicas do rebanho, isolamento
dos animais doentes, tratamento e desinfeccdo de qualquer tipo de ferimento superficial,
além da limpeza das instalagdes (WILLIAMSON, 2001; COLOM-CADENA et al.,
2014). A retirada ou mesmo o sacrificio de animais soropositivos e com lesGes
superficiais do rebanho € sugerida como medida de controle na fase inicial da infeccéo e
com menos de 60% de prevaléncia (O'REILLY et al., 2010). Entretanto a adocdo de
medidas drésticas, como a eliminacdo de animais doentes (sintomaticos), ou daqueles
que apresentarem testes positivos em testes diagndsticos, pode resultar na eliminacéo de
animais falso-positivos e ndo infectados (MENZIES et al., 2004; DORELLA et al.,
2009).

Considerando as dificuldades da implantacdo das estratégias que previnam a
contaminacdo e sua disseminacd0 nos nossos rebanhos, associada ao fato da
inviabilidade da antibioticoterapia, a medida com melhor custo-beneficio contra a
introducdo da LC no plantel seria a imunizagéo. A utilizacdo de vacinas foi comprovada
nos Ultimos 120 anos como sendo o método mais eficiente e efetivo no controle de
doengas infecciosas (DORELLA et al., 2009).

Vaérios relatos na literatura mostram diferentes estratégias que vém sendo
testadas, como o uso de bactérias atenuadas, mortas, fracbes contendo antigenos da

parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana e uma mistura de componentes
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celulares e sobrenadante (EGGLETON et al., 1991; ELLIS et al., 1991; FONTAINE et
al., 2006; COLOM-CADENA et al., 2014; MOUSSA et al., 2016; BRUM et al., 2017).
Todas as preparacOes ofereceram certo grau de protecdo contra infecgbes experimentais
e até mesmo naturais; contudo, os niveis de protecdo e a severidade das lesGes sdo

variaveis.

A principal medida de controle se baseia em procedimentos de manejo cujo
objetivo € evitar a disseminacdo bacteriana. Todos os instrumentos de uso comunitario
devem ser mergulhados em um desinfetante potente apds contato com cada animal,
como, por exemplo, aqueles baseados em amonia quaternaria. Galpdes, troncos de
tosquia e baias de contencdo devem ser bem higienizados e desinfetados (WINDSOR et
al., 2011).

Os animais também devem ser alvos de cuidados. A tosquia deve ser iniciada
pelos animais mais jovens, evitando contato entre 0s animais. Os que possuem lesdes
palpaveis devem ser os ultimos a serem manipulados. As feridas na pele dos animais
devem ser desinfetadas. Agentes bactericidas devem ser adicionados a agua a ser
utilizada no banho dos animais. No caso de caprinos confinados, evitar equipamentos
que constituam possiveis fontes de traumas, como arames. Além disso, deve-se adquirir
animais com o historico livre da patologia e realizar a quarentena dos mesmos (AL-
GAABARY et al., 2009).

8. Propolis

A prépolis € uma substancia resinosa, ou algumas vezes cerosa, coletada por
abelhas Apis melifera a partir de diferentes exsudatos vegetais. Tem sido utilizada na
medicina tradicional desde a antiguidade devido ao seu largo espectro de atividade
biolégica (MARCUCCI et al., 2001).

A composicdo da prépolis e suas propriedades fisico-quimicas, atividades
biologicas e utilizacBes terapéuticas dependem da vegetacdo onde as colmeias sdo
colocadas, do clima e da variedade da rainha (QUIROGA et al., 2006). De uma maneira

geral, a composicéo da prépolis inclui 55% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de
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polen e metabdlitos secundarios (MATSUNO, 1995; MIYATAKA et al., 1997). Pelo
menos 300 componentes diferentes ja foram identificados em amostras de propolis de
origens diversas, dentre esses, acidos graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fendlicos,
flavonoides (flavonas, flavanonas, flavonois, di-hidroflavondis), terpenos, b-esteroides,
aldeidos e &lcoois aromaéticos, sesquiterpenos e naftaleno (MARCUCCI et al., 2001;
DA SILVA et al., 2006; HUANG et al., 2014).

A prépolis brasileira é bastante diversificada na composicdo quimica, devido a
rica biodiversidade do pais. Park et al (2002) classificaram a prdpolis brasileira em doze
grupos distintos de prépolis de acordo com propriedades fisico-quimicas e relacionadas
a locais geogréficos: cinco no grupo sul do Brasil, um no grupo sudeste do Brasil e seis
no grupo nordestino. A principal origem botanica das propolis brasileiras do Sul,
Nordeste e Sudoeste sdo de resinas de Populus sp., Hyptis divaricata e Baccharis

dracunculifolia, respectivamente.

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), popularmente conhecida como
"alecrim-do-campo”, ¢ uma planta nativa do Brasil e € considerada a principal fonte
boténica de prépolis verde, predominante no Sudeste do Brasil. Abelhas Apis mellifera
africanizadas foram vistas em plantas alecrim fragmentando e manipulando brotos e
folhas, sendo o produto final uma massa de material resinoso esverdeado (TEIXEIRA et
al., 2005).

A propolis verde é atualmente a propolis brasileira mais exportada e suas as
atividades bioldgicas devem-se aos altos niveis de acidos p- cumaricos prenilados e,
principalmente a Artepillin C, que também estd presente em Baccharis
dracunculifolia DC (VEIGA et al., 2017). Estudos fitoquimicos revelam a presenca de
diferentes compostos bioativos responsaveis pelas atividades antibacteriana,
antioxidante e antifungica, como os compostos fendlicos, acido cindmico e derivados,
flavondides, acido benzobico, aromaticos ndo hidroxilados, prenilados, alcanos,
terpenoides e ésteres alifaticos (PARK et al., 2004; BANKOVA et al., 2005; CHANG
et al., 2008; FILHO et al., 2008). A atividade biologica de prépolis verde tem sido
utilizada para avaliagdo de parametros imunologicos, demonstrado um efeito positivo
contra o envelhecimento na imunidade inata e adaptativa em camundongos (GAO et al.,

2014). Outros estudos mostraram que o extrato de propolis verde possui propriedades
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anti-inflamatorias, inibindo citocinas pré-inflamatdrias, aumentando a agéo de citocinas
anti-inflamatorias, o que sugere que esse extrato tem atividade imunomoduladora
(PAULINO et al., 2008; MACHADO et al., 2012).

A propolis marrom € encontrada nas regides Sul (estados do Paranad e Santa
Catarina) e Centro-Oeste (Mato Grosso) do Brasil (SAWAVA et al., 2007; GOMES et
al., 2016; MACHADO et al., 2016b). A fonte boténica da prépolis marrom é bastante
variada, sendo proveniente de florada de plantas apicolas Luehea sp. (agoita-cavalo),
Piptadenia falcata (angico-do-cerrado), Tabebuia spp. (ipés), Tabebuia caraiba (para-

tudo), Vernonia spp. (assa-peixes) e Cecropia pachystachya (embauba).

Ainda que em menor quantidade quando comparado com outros tipos de
prépolis, a composicdo quimica de prépolis marrom indica a presenca de compostos
fendlicos, como derivados de &cidos benzdico e cinamico, flavonodides e compostos
fendlicos prenilados e Artepillin C. Estudos mostram que os extratos de pode atuar de
forma seletiva contra células tumorais e mostrar atividade potencial antitumoral. O
baixo potencial antioxidante resulta em maiores concentracBes do extrato para a
inibicdo do crescimento antimicrobiano (MACHADO et al., 2016a; MACHADO et al.,
2016b). A atividade bioldgica do extrato de propolis marrom tem sido evidenciada no
estudo realizado por Pimenta et al. (2015), ao avaliarem o potencial in vitro da préopolis
como medicac¢do intracanal contra Enterococcus faecalis. Neste estudo, o extrato de
prépolis mostrou a capacidade antibacteriana com valores de concentragdo inibitdria
minima (MIC) de 1000 mg/mL. Outros estudos mostram a acdo antiproliferativa do
extrato de propolis marrom cubano em células de cancer de mama humano (POPOLO et
al., 2009) e atividade antifungica contra Sporothrix brasiliensis resistente a itraconazol
(WALLER et al., 2017).

Recentemente, um novo tipo de propolis brasileira, popularmente conhecida
como "propolis vermelha", foi identificada na regido Nordeste do Brasil e tem sido
relatada em outros paises, como Cuba (FERNANDEZ et al., 2008; PICCINELLI et al.,
2011), México (LOTTI et al., 2010), China (IZUTA et al., 2009) e Venezuela
(TRUSHEVA et al., 2004). Abelhas Apis mellifera costumam visitar Dalbergia
ecastophyllum para coletar os exsudatos resinosos avermelhados na superficie e nos

orificios dos seus ramos. A propolis avermelhada coletada por essa espécie de abelha,
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estd em colmeias localizadas em arbustos perenes e lenhosos ao longo do mar e margens
dos rios nos estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba no Nordeste do
Brasil (DAUGSCH et al., 2008).

Apds o monitoramento das visitas de abelhas Apis melifera em regides de
manguezais no estado de Alagoas, Silva et al. (2008) realizaram um estudo com o
objetivo de identificar a fonte vegetal e a composicdo quimica da nova propolis
vermelha brasileira, através de analise fitoquimica exploratdria da microflora de resinas
de 20 amostras plantas nas areas de manguezais. Os resultados de espectroscopia por
UV-VIS, RP-HPTLC, RP-HPLC e GC/MS, concluiram que aresina da Dalbergia
ecastophyllum é a fonte botanica da propolis vermelha brasileira, e que esta pode ser
considerada um 13° tipo de propolis brasileira. O perfil quimico de Dalbergia
ecastophyllum é semelhante ao perfil quimico da propolis vermelha, sendo os principais
constituintes os isoflavondides medicarpina e 3-Hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpano,
sendo este o ultimo representando mais de 60% da sua composicdo. Esse tipo de
prépolis tem sido alvo de estudos por varios grupos de pesquisa, por ser uma fonte
promissora de novos compostos bioativos, rica em compostos fendlicos, flavonoides,
isoflavonoides, triterpendides, benzofenonas preniladas, epoxido de naftoquinona, acido
clorogénico, acido caféico, acido elagico, acido p- cumario, vitexina, luteolina, rutina,
quercetina e apigenina, e demonstrando atividades antioxidantes, citotdxica,
antibacterianas e antifangicas (TRUSHEVA et al., 2006; NETO et al., 2017). O perfil
fitoquimico do extrato etandlico da propolis vermelha realizado por Mendongca et al.
(2015) indicaram a presenca de taninos, catequinas, calcones, aurones, flavononas,
flavondides, xantonas, triterpendides pentaciclicos e gutiferonas. As fracdes de hexano,
cloroférmio e acetato de etilo apresentaram atividade antioxidante. O extrato etanolico
da propolis vermelha também exibiu niveis elevados de citotoxicidade em todas as

linhas de células tumorais humanas testadas.

Nos ultimos anos, a propolis tem sido o objeto de estudos intensivos, destacando
as suas propriedades biologicas e farmacologicas, tais como antibacteriana
(VELAZQUEZ et al., 2007), antiviral (SCHNITZLER et al., 2010), antioxidante
(MOREIRA et al., 2008), hepatoprotetora (BANSKOTA et al., 2001) e anticancerigena
(VALENTE et al., 2011). As propriedades antibidticas da prdpolis tém demonstrado
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uma eficiente atividade a diversos géneros de bactérias, sendo as bactérias Gram
negativas menos sensiveis do que as bactérias Gram positivas (SANTOS et al., 2002;
SILVA et al., 2012; LOPEZ et al., 2015), gracas a parede celular complexa e composta
de dupla camada de fosfolipidios ligada a membrana interna por lipopolissacarideos
(BROWN et al., 2015).

E importante destacar que a estrutura da parede celular das bactérias Gram-
positivas permite que moléculas hidrofébicas, como os compostos fendlicos,
penetrem mais facilmente nas células e atuem tanto na parede celular como no
interior do citoplasma, levando a alteragdes irreversiveis nas propriedades da
membrana (carga, permeabilidade intracelular e extracelular e propriedades fisico-
quimicas) através de alteracGes de hidrofobicidade, diminuicdo da carga superficial
negativa e ocorréncia de ruptura local ou formacao de poros nas membranas celulares
com consequente vazamento de células intracelulares essenciais (GARDJEVA et al.,
2007; BORGES et al., 2013; NAZARRO et al., 2013). As diferencas na sensibilidade
bacteriana podem também estar associadas a composi¢do quimica e a origem botanica
da propolis, bem como a espécie das abelhas, o apiario de coleta, as estacdes do ano e a
regido de coleta (SFORCIN et al., 2000; KARTAL et al., 2003; BONVEHI &
GUTIERREZ, 2012; WAGH et al., 2013).

9. Obtencédo de Extratos de Prdpolis

Os solventes mais comuns utilizados para a extracdo da préopolis e dos seus
componentes especificos sdo dgua, metanol, etanol, cloroférmio, diclorometano, éter e
acetona (KUMAR et al., 2008). Destes, o etanol € 0 mais adequado para a obtencéo de
extratos de prépolis pobre em cera e ricos em compostos biologicamente ativos
(KUBILINE et al., 2015; MACHADO et al., 2015).

Os compostos naturais com atividade bioldgica podem ser obtidos por diversas
técnicas convencionais, tais como Soxhlet e maceragdo, ou por métodos alternativos tais
como extracdo de fluido supercritico (SFE). A obtencdo de compostos com alto
potencial biolégico presentes na matéria prima depende da viabilidade do processo de
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extracdo, que esta relacionada ao rendimento dos diferentes métodos e da qualidade do
produto (BISCAIA et al., 2009).

O uso de fluidos supercriticos na extracdo de produtos naturais apresenta um
potencial consideravel em processos tecnoldgicos, com uma serie de vantagens sobre
solventes liquidos. Apresenta caracteristicas desejaveis, tais como alta flexibilidade,
ajustando o poder do solvente e a seletividade do processo; alta qualidade do produto
devido a baixa utilizacdo de solventes orgéanicos poluentes; e custos reduzidos da
eliminacdo do solvente. O CO , é o solvente mais utilizado porque ndo é tdxico, nao
inflamavel e tem uma temperatura critica baixa e uma pressdo critica intermédia
(REVERCHON et al., 2006; CABRAL et al., 2008; MACHADO et al., 2013).

O uso da SFE em propolis é atraente devido a natureza resinosa deste produto e
a presenca de compostos lipofilicos que, do ponto de vista qualitativo, apresenta uma
composicdo diferente de moléculas bioativas em comparagdo com o0s extratos obtidos
por técnicas convencionais (ZORDI et al., 2014). De fato, o estabelecimento de
parametro de temperatura, pressdo e concentracdo de co-solvente para a extracdo de
prépolis, usando dioxido de carbono como fluido supercritico, tem sido importante para
obtencdo de compostos com alto valor agregado. Isto é bastante evidenciado no estudo
realizado por Machado et al. (2015), apds concluirem que a presenca do co-solvente no
processo SFE, temperatura de 50°C e pressdo a 350 bar tem um aumento significativo
na capacidade de extracdo de compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante
da prépolis verde brasileira.

A extragdo supercritica tem sido extremamente Util para a caracterizagdo
quimica, avaliacdo da capacidade antioxidante e a atividade antimicrobiana de extratos
de prépolis marrom, verde e vermelha de diferentes regiGes do Brasil. Os extratos
obtidos por SFE podem ter uma concentracdo maior de Artepillin C e até quatro vezes
superior de &cido p-cumarico, em comparacdo com 0s extratos etandlicos, forte
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana significativa (MACHADO et al.,
2016a; DANTAS SILVA et al., 2017).
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MATERIAL E METODOS

1. Obtencdo, processamento e caracterizacdo das amostras de propolis

A obtencdo, processamento e caracterizacdo das amostras de prépolis brasileira do
presente estudo foram descritas por Machado et a.l (2016a). As amostras de prépolis
vermelha (RAL) foram originadas do estado de Alagoas, enquanto que as amostras de
prépolis marrom (BSC) e verde (GPR) originarias dos estados de Santa Catarina e
Parand, respectivamente. Aproximadamente 700-1000g de amostras de prépolis 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 extragcdo. Os teores de umidade, proteina, contetdo de
cinzas, lipidios totais, conteddo mineral e a quantificacdo da atividade da agua séo
descritos nas Tabelas 1 e 2. Na Tabela 3 € apresentada a composi¢do quimica dos

extratos de propolis vermelha, verde e marrom utilizados neste estudo.

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

Amostras Umidade (%) Solidos Totais (%0) Cinzas Totals

(%)
RLA 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. (2016a)
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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 (%)

RLA

GPR

BSC

2.30+0.05

9.98+0.83

3.90+0.49

66.33+0.01

48.72+1.29

74.31+5.69

0.689+0.01

0.688+0.02

0.657+0.02

7.66+0.90

20.89+1.39

7.29+0.30

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

Tabela 3 - Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (mg EAG / g),
flavondides (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 (SCOy).
s TP T opewicso ( ATO00
RAL SCO2 157.16+0.01 40.65%0.01 183.11+0.31 82.80£3.50
RAL EtOH 198.77+0.01 58.19+0.01 44.29+0.29 98.20£1.30
GPR EtOH 179.52+0.01 39.90+0.01 157.39£0.26 89.90+1.80
BSC EtOH 117.03+£0.01 27.97+0.01 163.00+0.31I 89.80£1.20

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

2. Obtencao dos extratos de prépolis

2.1. Extracdo etandlica convencional

Os extratos de propolis foram preparados de acordo Machado et al. (2016).

Foram adicionados 15 ml de etanol (80%) em 2 g de propolis. A extracdo ocorreu em

uma temperatura de 70°C durante 30 minutos sob agitacdo constante em uma
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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 a5 ° C. No final da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um recipiente
de 50 ml e foram adicionados 10 ml de etanol (80%) ao residuo do tubo, onde a
centrifugagéo 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 (N,), a fim de
evitar a degradacdo do material. As condicOes e identificacdo dos extratos sdo descritas

na Tabela 4.

2.2. Metodologia de extracao com fluido supercritico (CO;) utilizando etanol
como co-solvente

As extracdes foram realizadas na unidade de Extracdo Supercritica (Supercritical
Fluids SFT-110) do SENAI CIMATEC. A unidade é equipada com bomba para didxido
de carbono liquido, rotdmetro, cilindro de CO, (99% de pureza), totalimetro e uma

célula de extracdo de 100 mL.

Inicialmente, para determinar a condicdo de extracdo que exercesse maior
atividade antimicrobiana, amostras de prépolis vermelha foram extraidas em
temperaturas de 40°C e 50°C, pressdes de 200 bar, 300 bar e 400 bar, S / F de 110
(massa de CO » [soivente] / Massa de propolis [souto}), 1% de co-solvente (etanol m / m),
fluxo de CO , de 6 g / min e tempo total de extracdo de aproximadamente 2 h 30 min
(MACHADO et al, 2015). No final do processo foram obtidos quatro extratos de
prépolis vermelhas nas seguintes condic¢bes: 50°C e 400 bar, 50°C e 200 bar, 40°C e
300 bar e 40°C e 400 bar (Tabela 4).
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Tabela 4. Condices e identificacdo dos extratos etandlicos e supercriticos de propolis

brasileira.

Amostra Metodo de Condicbes Origem Tipo

extracao geografica

RAL SCO,1 Ext. Supercritica 50°C, 400 bar Alagoas Vermelha
RAL SCO,2 Ext. Supercritica 50°C, 200 bar Alagoas Vermelha
RAL SCO,3 Ext. Supercritica 40°C, 400 bar Alagoas Vermelha
RAL SCO,4 Ext. Supercritica 40°C, 300 bar Alagoas Vermelha
RAL EtOH Convencional ~ 70°C, Pressédo ambiente Alagoas Vermelha
GPR EtOH Convencional ~ 70°C, Pressdo ambiente Parana Verde

BSC EtOH Convencional  70°C, Pressdo ambiente  Santa Catarina  Marrom

3. Cepas Bacterianas

No presente estudo, foram utilizadas trés cepas de C. pseudotuberculosis. Como
padrdo, foi utilizada a cepa de C. pseudotuberculosis chamada 1002, que foi o padrao
utilizado no projeto de genoma da bactéria e a qual ja tem o seu genoma sequenciado e
depositado (GenBank numero de acesso CP001809.2); a cepa VD57 de C.
pseudotuberculosis, altamente patogénica, com genoma sequenciado, isolada de uma
lesdo granulomatosa de cabra no municipio de Juazeiro, Estado da Bahia (ALMEIDA et
al., 2016), e a cepa viscerotropica N1 de C. pseudotuberculosis, isolada de uma ovelha
em Mongomo, Guiné Equatorial (LOUREIRO et al., 2016), a qual também tem o seu
genoma sequenciado e depositado (GenBank numero de acesso CP013146)


http://plants.usda.gov/core/profile?symbol=BAHIA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP013146
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4. Ensaios de determinacéo da sensibilidade de isolados de C. pseudotuberculosis
frente a antibidticos comerciais.

a) Metodologia da difusédo em disco.

A avaliacdo da resisténcia ou susceptibilidade das cepas 1002, VD57 e N1 a
antibidticos disponiveis comercialmente foi realizada inicialmente pela metodologia de
difusdo em disco, seguindo uma metodologia proposta por BAUER et al., 1966, com
algumas modificacGes. As cepas foram crescidas em caldo Brain-Heart Infusion (BHI)
acrescido de 0,1% de Tween 80 a 37°C por 24 horas. Ap6s 24 horas, ajustou-se a
turbidez da cultura em caldo BHI, de modo a obter uma turbidez éptica comparavel a da
solucdo padrdo McFarland de 0,5. Isso resultou numa suspensdo contendo
aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC/mL de E. coli ATCC® 25922 (CLSlI, 2012).

Sucintamente, o inoculo foi semeado em superficie do dgar BHI em diferentes
direcdes, cobrindo toda a superficie da placa. Aguardou-se 5 minutos para que o inoculo
fosse completamente absorvido pelo agar para serem posteriormente aplicados, com o
auxilio de uma pinca estéril, os discos impregnados com os antibiéticos. As placas
foram invertidas 15 minutos ap6s a colocacdo dos discos e incubadas por 48 horas em
estufa a 37°C. Os halos de inibicdo formados foram medidos e comparados a padrdes
pré-estabelecidos para determinacdo de susceptibilidade a antibidticos de C.
pseudotuberculosis (CLSI, 2012).

Os antibidticos utilizados no ensaio foram aqueles usados rotineiramente para
bactérias Gram-positivas, 0s quais sdo: ampicilina, amoxicilina, oxacilina, penicilina,
cefoxitina, cefalotina, amicacina, gentamicina, neomicina, eritromicina, clindamicina,
tetraciclina, doxiciclina, norfloxacina, bacitracina e sulfazotrim. O experimento foi

realizado em triplicata, e os resultados foram expressos em médias das triplicatas.

b) Ensaios de determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e

Concentracdo Bactericida Minima (MBC) frente a antibidticos comerciais.
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Os solventes e diluentes para a preparacdo de solugdes padrdo de agentes
antimicrobianos séo descritos pelo CLSI (2005). O caldo BHI com concentracdo final
de Tween 80 a 0,5% foi utilizado como meio de primeira escolha para testes de
sensibilidade para C. pseudotuberculosis.

A metodologia da MIC foi realizada de acordo com NORMAN et al. (2014),
com algumas modificacbes. Apos a incubagdo, cada cepa isolada foi diluida em caldo
BHI para alcancar, em espectrofotdbmetro, uma densidade Optica de 0,08-0,10 no
comprimento de onda de 600 nm (opticamente comparavel a solucao padrdo McFarland
de 0,5). Cada suspensdo continha aproximadamente 3 x 10° UFC/mL de C.
pseudotuberculosis. Em seguida, as suspensfes foram imediatamente diluidas em caldo
BHI para obter uma concentragdo de 1x10° UFC/mL. Para atingir uma concentragdo
final de 5x10° UFC/mL nos pocos da placa de cultivo, cada poco foi inoculado com 100
puL do in6culo e 100 pL de solucdo contendo o antimicrobiano. As placas foram
incubadas a 37°C durante 48 horas.

A MIC foi definida como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de
impedir o crescimento microbiano. A partir dos pocos do ensaio de determinacdo da
MIC retirou-se uma aliquota de 20 pL, a qual foi inoculada na superficie do agar BHI.
As placas foram incubadas a 37°C (2% de CO,) e, apés 48 horas, foi definida a MBC
como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de causar a morte bacteriana.
Os ensaios de MIC foram realizados em triplicata. Também foi realizado o controle do

diluente.

5. Ensaio de determinacéo da sensibilidade de cepas de C. pseudotuberculosis
frente aos extratos de propolis vermelha, verde e marrom obtidos por extracéo
com CO, supercritico e extracdo etandlica

Para avaliar a concentracdo inibitoria minima (MIC) e a concentragdo bactericida
minima (MBC), os extratos de prdpolis supercritica e etanolica foram diluidos em
Tween 80 a 20% com concentracdo maxima de Tween de 1% apo0s as dilui¢Ges seriadas.
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Foram testadas as concentragBes no intervalo de 0,016 a 8 mg/mL. Também foi
realizado o controle do diluente.

6. Analises estatisticas

As médias obtidas para os diametros de inibicdo de crescimento bacteriano no
teste de susceptibilidade de antibidticos e de susceptibilidade as diferentes diluicdes de

propolis vermelha, marrom e verde foram expressas como médias* desvios padrao.

Para verificar se os dados apresentavam distribuicdo normal, os resultados de
densidade dptica obtidos para os extratos de propolis estudados foram avaliados pelo
teste de Shapiro-Wilk. Como 0s mesmos nao apresentavam distribuicdo normal, foi
entdo aplicado o teste de Wilcoxon signed-rank, onde os resultados obtidos de cada
extrato, frente as cepas de C. pseudotuberculosis, foram comparados entre si. Os dados

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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RESULTADOS

Os resultados do teste de sensibilidade pelo método de disco difusdo (Tabela 5)
indicaram uma elevada sensibilidade das cepas de C. pseudotuberculosis aos agentes
antimicrobianos, e as cepas de C. pseudotuberculosis VD57 e N1 demostraram

resisténcia apenas para a oxacilina.

Tabela 5 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana de diferentes cepas de
Corynebacterium pseudotuberculosis pelo método de difusdo em disco. A classificacdo
da cepa como resistente, intermediaria ou sensivel foi feita de acordo com o proposto
pelo CLSI, 2012.

Corynebacterium pseudotuberculosis

Antimicrobiano 1002 VD57

Sulfazotrin
Amicacina
Ampicilia
Cefoxitina
Doxiciclina
Ciprofloxacina
Clindamicina
Penicilina
Amoxicilina
Eritromicina
Cefotaxima
Enrofloxacina
Oxacilina
Tetraciclina
Bacitracina
Norfloxacina
Gentamicina
Cefalotina

VOV —DOLDODDOLDNDNDLL NN
VOOV LOTOVOLOODDONDNDLONWN
mmmmmmmmmmmmmmmmmmé

S: sensivel; | : Intermediario; R: resistente

Quando utilizada a metodologia de microdiluicdo em caldo com antibioticos
comerciais, os menores valores MIC foram para penicilina, cefalotina, ceftriaxona e
clindamina. C. pseudotuberculosis foi menos sensivel para o antibiotico doxiciclina,
com intervalos de MIC entre 0.39 pg/mL e 12.5 pg/mL (Tabela 6).
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Tabela 6 — Resumo das MICs e MBCs de seis agentes antimicrobianos para os isolados
de C. pseudotuberculosis pelo método de microdiluigdo em caldo. Os nUmeros

representam a média de dois experimentos independentes.

1002 VD57 N1
Antimicrobiano  Intervalo (ug) Mic MBC Mic MBC Mic MBC
(ng) (ng) (ng) (ng) (ng) (ng)
Amoxicilina 0.048 - 25 >1.56 =>156 >3.13 >625 >1.56 >1.56
Cefalotina 0.234 - 120 >094 =094 >094 =094 >094 >0.94
Ceftriaxona 0.390 - 200 <039 <039 =>0.78 =>1.56 =>0.78 >0.78
Clindamicina 0.048 - 25 >0.09 >009 =039 =>039 =>0.39 >0.78
Doxiciclina 0.097-50 >6.25 >6.25 >0.39 >0.39 >12.5 >12.5

Penicilina <0.001-0.134 <0.001

<0.002 <0.001 <0.001 <0.001

> 0.0005

Um ensaio preliminar foi realizado, utilizando a cepa 1002, para definir qual

condicdo do processo de extracdo supercritica da prépolis vermelha demonstraria a

melhor atividade antimicrobiana sobre o C. pseudotuberculosis, e 0s resultados estdo

expressos na Figura 3. Todas as condicOes testadas para a extracdo supercritica de

prépolis vermelha apresentaram atividade antimicrobiana, porém a propolis extraida a

temperatura de 40°C e pressdo de 300 bar apresentou o melhor resultado da agéo

antimicrobiana, chegando a 100% de inibi¢&o na concentragéo de 4 mg/mL.
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Figura 3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de propolis vermelha brasileira em
diferentes condicbes de pressdo e temperatura durante extracdo supercritica, sobre a
cepa 1002 de C. pseudotuberculosis. As condi¢6es foram (A) 50°C e 400 bar; (B) 40°C
e 300 bar; (C) 40°C e 400 bar; (D) 50°C e 200 bar. Os resultados expressam a média de
dois experimentos independentes.
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Como base nos resultados obtidos no ensaio preliminar, a concentracdo de 8

mg/ml foi definida como a concentracdo maxima para testes de inibi¢do do crescimento

das cepas de C. pseudotuberculosis, pois € uma concentracdo acima da concentracao de

4 mg/mL, onde comecou-se a ter uma inibicdo de 100%. Os resultados de MICs e

MBCs obtidos com os extratos supercriticos da prépolis vermelha e extratos etanélicos

da prépolis vermelha, verde e marrom estdo na Tabela 7.
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C. pseudotuberculosis apresentou sensibilidade a todos os extratos de prépolis
testados. As cepas testadas frente ao extrato supercritico de propolis vermelha
apresentaram valores de MIC e MBC maiores ou iguais a 4mg/mL, exceto a cepa 1002
que apresentou um valor de MBC igual ou superior a 8mg/mL. O extrato etandlico de
propolis verde apresentou o menor valor de MIC entre os extratos testados, de 2mg/mL
frente a cepa 1002. A menor atividade antimicrobiana do extrato foi observada quando

encontramos valores de MIC e MBC iguais ou superiores a 8mg/mL para a cepa VD57.

A menor atividade antimicrobiana encontrada pertence ao extrato etandlico de
prépolis marrom, que apresentou valores de MIC e MBC superiores as concentracfes
testadas no experimento. Porém, esse extrato inibiu completamente o crescimento

bacteriano da cepa VD57 em concentragdes de MIC e MBC iguais a 8mg/mL

Tabela 7 -MICs e MBCs de extrato supercritico de propolis vermelha e extratos
etandlicos de prépolis vermelha, verde e marrom frente aos isolados de C.
pseudotuberculosis pelo método de microdiluicdo em caldo. Os numeros representam a
média de dois experimentos independentes.

1002 VD57 N1
Amostras Intervalo (mg) MIc MBC MIc MBC MIC MBC
(mg) (mg) (mg) (mg)  (mg) (mg)
RAL SCO:2 4 0.016 -8 >4 >8 >4 >4 >4 >4
RAL EtOH 0.016 -8 >4 >8 > 8 > 8 >4 >4
GPR EtOH 0.016 -8 >2 >4 >8 >8 >4 >4
BSC EtOH 0.016 -8 >8 > 8 >8 >8 > 8 > 8

Os resultados de MIC e MBC da acdo antimicrobiana dos extratos etandlico e
supercriticos de propolis do presente estudo, nos intervalos de concentragdes testadas

(0.016 — 8mg/mL), sdo melhores visto nas Figuras 4, 5,6 e 7.
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Figura 4 - Atividade antimicrobiana in vitro de extrato supercritico de propolis
vermelha sobre C. pseudotuberculosis. As cepas utilizadas foram 1002 (A), VD57 (B) e

N1 (C). Os resultados expressam médias de dois experimentos diferentes.
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Figura 5. Atividade antimicrobiana in vitro de extrato etanolico de prépolis vermelha
sobre C. pseudotuberculosis. As cepas utilizadas foram 1002 (A), VD57 (B) e N1 (C).
Os resultados expressam médias de dois experimentos diferentes.
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Figura 6. - Atividade antimicrobiana in vitro de extrato etanolico de prépolis verde
sobre C. pseudotuberculosis. As cepas utilizadas foram 1002 (A), VD57 (B) e N1 (C).
Os resultados expressam a média de dois experimentos diferentes.
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Figura 7. Atividade antimicrobiana in vitro de extrato etandlico de propolis marrom
sobre C. pseudotuberculosis. As cepas utilizadas foram 1002 (A), VD57 (B) e N1 (C).

Os resultados expressam a média de dois experimentos diferentes.
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Os resultados estatisticos identificaram diferengas significativas entre os extratos
de prdpolis, frente as cepas de C. pseudotuberculosis, quando foram comparados entre
si. O extrato etandlico de prépolis verde apresentou melhor atividade antimicrobiana
frente a cepa 1002 (Figura 8A), enquanto que o0 extrato supercritico de propolis
vermelha foi o mais efetivo contra a cepa VD57 (Figura 8C). Também foi identificada
diferenga estatistica significativa quando encontramos menor atividade antimicrobiana
do extrato etanolico de propolis marrom e da propolis vermelha entre todos os extratos

de propolis testados contra a cepa N1 (Figura 8B).
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Figura 8. Atividade antimicrobiana dos extratos etanolico e supercritico de propolis
vermelha, verde e marrom sobre C. pseudotuberculosis, cepa 1002 (A), N1 (B) e VD57
(C). Os resultados sdo expressos como médias de dois experimentos diferentes cada.
*Diferenca estatistica significativa com p < 0,05 no de Wilcoxon signed-rank quando
comparados o extrato de prépolis marrom e todos os extratos testados, e ** Diferenca
estatistica significativa com p < 0,05 entre os extratos de propolis vermelha supercritica
e verde etandlica.
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DISCUSSAO

Na metodologia do teste de sensibilidade antimicrobiana, o agar Mueller-Hinton
é considerado o melhor teste de sensibilidade contra bactérias ndo fastidiosas por
apresentar reprodutibilidade aceitavel, produgdo de crescimento satisfatorio da maioria
dos patogenos e pela existéncia de um grande acervo de dados e experiéncias relativos a
testes de sensibilidade realizados com esse meio (CLSI, 2005). Bactérias como C.
pseudotuberculosis exigem meios enriquecidos como &gar sangue ou agar BHI para um
crescimento satisfatorio (MOURA-COSTA et al., 2012). Diante disso, o0 meio BHI foi
utilizado para a realizacdo do teste de avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos
pelos métodos de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo. O agar sangue néo foi
utilizado no teste de difusdo em disco porque o acréscimo de Tween 80 para 0
crescimento do C. pseudotuberculosis leva a um aumento da atividade hemolitica das
cepas (SUTHERLAND; SPEIJERS, ANDRES, 1989), dificultando a leitura dos halos

de inibicdo.

Os resultados do teste de difusdo em disco com 20 antimicrobianos e o teste de
microdiluicdo em caldo apenas confirmam a elevada sensibilidade in vitro de C.
pseudotuberculosis aos antimicrobianos, a qual ja foi relatada em outros paises, como
na India (MOHAN et al., 2008) e na Etidpia (ABEBE et al., 2015), em cepas
sequenciadas e em isolados coletados em abatedouros de exportacdo, e em isolados de
C. pseudotuberculosis produtores de biofilmes (SA et al., 2013). Esse mesmo resultado
foi descrito em isolados clinicos de C. pseudotuberculosis em equinos (NORMAN et
al., 2014; RHODES et al., 2015) e suinos (OLIVEIRA et al., 2014a).

Um dos principais fatores que podem justificar a elevada sensibilidade in vitro
de C. pseudotuberculosis aos antimicrobianos estdo relacionados ao tipo de cria¢do de
pequenos ruminantes e ao controle e tratamento de animais com LC. As propriedades
rurais utilizaram sistemas de criacdo extensivas e/ou semi-extensivas, e nesses tipos de
propriedades, a criacdo é dedicada a producéo de carne ou leite e 0s animais sao criados
exclusivamente em pastagens durante o dia, com alguma prote¢éo a noite. Além disso, o
tratamento da LC é cirdrgico, com remocdo, limpeza e desinfeccdo das lesdes ou

isolamento e descarte dos animais infectados, o que seria uma das estratégias de
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controle da enfermidade (GUIMARAES et al., 2011; VOIGT et al., 2012). Outro fator
importante é que, a auséncia da antibioticoterapia no tratamento da LC resulta em
auséncia de pressdo seletiva de antibidticos e, consequentemente, a um menor
desenvolvimento de resisténcia de C. pseudotuberculosis. Sabe- se que uma pressdo
seletiva continua de antibidticos rotineiramente utilizados caracteriza uma condi¢do
prévia e importante para o desenvolvimento de cepas multirresistentes (TELLO et al.,
2012), o que muito provavelmente ndo esta acontecendo na criacdo de pequenos

ruminantes e nos patégenos que 0s acometem.

Ainda que os resultados in vitro mostrem uma excelente acdo dos
antimicrobianos, o tratamento da LC é refratario in vivo, provavelmente devido a
espessa capsula fibrosa em torno das lesGes tipicas e a natureza espessa e caseosa do
contetido dentro da capsula. A natureza intracelular do organismo durante as partes do
ciclo da doenca também pode conferir alguma protecdo contra certos antibioticos
comumente empregados no tratamento da doenca (WILLIAMSON, 2001; BAIRD &
FONTAINE, 2007). Diante disso, a propolis surge como um tratamento eficaz contra a
LC, uma vez que 0s Seus extratos Sd0 ricos em compostos e 0s quais atuam em
sinergismo com Vvarios compostos quimicos bioativos, que sdo responsaveis pelas

atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamato6ria e imunomoduladora.

O ensaio preliminar foi fundamental para determinada qual condicdo de extracao
supercritica da prdpolis vermelha demonstraria a melhor atividade antimicrobiana e, a
partir deste resultado, utilizar a melhor condicdo para realizacdo dos testes de
susceptibilidade com todos os extratos de propolis. Sabendo que todas as condicdes
testadas da extracdo supercritica de propolis vermelha apresentaram alguma atividade
antimicrobiana, podemos concluir que os parametros de presséo e temperatura tém
efeitos significativos no processo de extracdo dos compostos biologicamente ativos

presentes na propolis que possuem acédo antibiotica.

Essas diferencas de acdo antimicrobiana entre os extratos supercriticos podem
estar relacionadas a outros fatores além da temperatura e pressdo, como a concentracéo
de co-solvente, as curvas globais de extracdo e a producdo e extracdo global de
isotérmicos. Isso € bem evidenciado no estudo realizado por Machado et al., (2015),

onde os extratos de propolis verde que tiveram um alto conteddo de compostos
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fendlicos, flavonoides, artepilina C e alta atividade antioxidante foram obtidos nas
condigdes de 50°C, 350 bar, S/F 110 e na presenca de 1% de etanol como co-solvente.

Em outro estudo de otimizacdo do processo de extracdo de metabdlitos e
atividades biologicas da planta Arthrospira platensis realizado por (ESQUIVEL-
HERNANDE?Z et al., 2017), a extracdo de maior rendimento tinha presséo de 450 bar,
temperatura de 40°C e fluxo de CO ,, utilizando etanol como co-solvente. Entretanto, os
extratos obtidos em pressdo de 450 bar, temperatura de 60°C e fluxo de CO, e
utilizando etanol como co-solvente, apresentaram maior conteldo de metabdlitos
bioativos, como p-caroteno, luteina, tocoferdis e acido y-linoléico, melhor atividade
antioxidantes e atividade antimicrobiana contraS. aureus ATCC 25923, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 e C. albicans ATCC 10231.

Mesmo sendo estudos (MACHADO et al., 2015; ESQUIVEL-HERNANDEZ et
al., 2017) com extratos diferentes, podemos notar que as condi¢cdes de extracdo s@o
bastante varidveis e que a obtencdo dos compostos bioativos desses extratos podem
estar relacionadas a sua natureza hidrofilica (BISCAIA et al., 2009). E possivel
perceber também que essas condi¢des podem influenciar diretamente na quantidade de
metabolitos que possuem atividade antimicrobiana. No entanto, deve-se considerar que
0s parametros de temperatura e de pressdo deste trabalho (40°C e 300bar), que
demonstraram a melhor atividade antimicrobiana sobre C. pseudotuberculosis (Figura
2B), sdo mais proximos ao estudo realizado por Machado et al. (2015), e corrobora
também com o que foi descrito por Grange & Davey (1990) e Lamb et al (2005), os
quais sugeriram que a atividade antimicrobiana da prépolis estd associada ao alto
conteido de flavonoides e Artepillin C, encontradas principalmente nos extratos de

prépolis vermelha originadas da Regido Nordeste do Brasil (MACHADO et al., 2016).

Quando comparamos ac¢do antimicrobiana dos extratos supercriticos e etandlica
da prépolis (Tabela 7 e Figuras 4 e 8), vemos que 0 extrato supercritico da propolis
vermelha apresentou melhor atividade contra a cepa de C. pseudotuberculosis, VD57. A
Tabela 7 também mostra os menores valores de MIC e MBC do extrato supercritico de
prépolis vermelha entre as cepas testadas. Esse resultado pode estar relacionado ao
método de extracdo, onde varios estudos descrevem que os extratos de propolis obtidos

por SFE, utilizando etanol como co-solvente, sdo ricos em diferentes compostos ativos
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(polissacarideos, flavonas e terpenos), sendo assim um método altamente eficiente e
seletivo para o processo de extracdo dos mesmos (MACHADO et al., 2013). Porém,
Zordi et al. (2014) relatam que o extrato de n-hexano e SCO, de propolis possuem 0s
mesmos constituintes e que essa semelhanca de composicéo esta relacionada a natureza
lipofilica do solvente SCO, e a propor¢do entre 0s constituintes, Como consequéncia
disto, a quantidade de constituintes fendlicos extraidos pelo método SCO, é menor do
que no extrato de etanol. Essa diferenca de compostos bioativos é evidenciada no estudo
realizado por Machado et al. (2016a), que observaram que a maior atividade
antimicrobiana in vitro para Staphylococcus aureus (ATCC 33951 e 25923)
e Escherichia coli (ATCC 25922) foi do extrato etanolico de prépolis vermelha, que

também apresentou o maior teor de compostos fendlicos e altos valores de flavonoides.

Logo, pode se verificar que a menor quantidade de compostos fendlicos e
flavonoides (Tabela 3) ndo interferiram na atividade antimicrobiana do SCO, de
prépolis vermelha sobre a cepa VD57, provavelmente devido a acdo de compostos
isolados que apresentaram maior atividade antibidtica. Os isoflavonoides neovestiol e
vestiol, isolados da propolis vermelha brasileira, sdo exemplos de compostos bioativos
que conseguem exercer atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, S.
sobrinus, S. aureus e Actinomyces naeslundii. O neovestitol mostrou MIC variando de <
6,25 a 25-50 ug/mL e MBC variando de 25-50 a 50-100 pug/mL, enquanto que o vestitol
apresentou MIC variando de 25-50 a 50-100 ug/mL e MBC variando de 25-50 a 50-100
pg/mL (BUENO-SILVA et al., 2013). Monos e sesquiterpenos de &cidos benzdicos
provenientes de prépolis iraniana também demonstraram atividade contra S. aureus
(TRUSHEVA et al., 2010). Ainda assim, é importante destacar que atividade
antimicrobiana da propolis vermelha se deve ao efeito sinérgico de vérias substancias
(CABRAL et al., 2009)

O extrato de propolis verde também exibiu uma melhor atividade antimicrobiana
contra a cepa de C. pseudotuberculosis 1002 com valores de MIC igual a 2 mg/mL e
MBC igual a 4mg/mL (Tabela 6 e Figuras 6 e 8). O resultado difere dos experimentos
realizado por Machado et al. (2016a) e Dantas Silva et al. (2017), nos quais o0 extrato
etanolico de propolis vermelha mostrou maior atividade antimicrobiana contra bactérias

Gram positivas e Gram negativas.
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O melhor resultado desse tipo de extrato deve-se a grande quantidade de
compostos isolados que possuem uma melhor atividade antioxidante, maior conteudo de
acidos fenolicos, flavonoides, acido p-cumarico e Artepillin C (MACHADO et al.,
2016a) que, atuando em sinergismo com outros componentes do extrato, € efetivo
inibindo crescimento bacteriano de S. aures sensivel a meticilina (MSSA) e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (VEIGA et al., 2017).

Além dos compostos acima citados, outros principios bioativos da prépolis verde
sdo também encontrados na sua principal fonte boténica, B. dracunculifolia DC, como
os flavonoides acido 2-hidroxi-ursolico e isosakuranetina, que mostraram atividade
antibacteriana contra o S.aureus resistente & meticilina, com valores de lcso de 5 pg/mL
e 3 ug/mL, respectivamente, e o flavondide aromadendrina que demonstrou atividade
antifungica contra Cryptococcus neoformans (FILHO et al., 2008). Portanto, a agdo
antibidtica de flavonoides encontrados na fonte botanica da propolis verde e que podem
estar presentes no extrato de propolis, podem ter favorecido a uma melhor atividade

antimicrobiana entre os extratos testados contra C. pseudotuberculosis cepa 1002.

A menor atividade antimicrobiana do extrato etandlico de prdpolis marrom
(Tabela 7 e Figuras 7 e 8) estd relacionada aos valores mais baixos de fenois,
flavonoides e atividade antioxidante, culminando num menor potencial bioldgico, ou
seja, maiores valores de MIC deste tipo de prépolis quando comparado as amostras de
prépolis verdes e / ou vermelhas (MACHADO et al., 2016a). As investigacdes
realizadas por Gomes et al. (2016) corroboram com os resultados obtidos nesse estudo.
Os altos valores de MIC das bactérias Gram-positivas, do extrato alcodlico de prépolis
marrom, variou entre 2,25 a 18,5mg/mL. As bactérias do género Staphylococcus,
apresentaram MIC de 9,3mg/mL, indicando maior resisténcia desse género ao extrato de
prépolis, muito provavelmente a maior habilidade em desenvolver resisténcia a
compostos em geral, sendo utilizado como um microrganismo de referéncia em testes
de resisténcia. Neste trabalho verificou-se que, o extrato alcodlico de prépolis
apresentou MIC variando de 4,5 a 18,9mg/mL para Escherichia colie de 45 a
9,3mg/mL para P. aeruginosa. Em um outro estudo, avaliando o potencial
antimicrobiano do oOleo essencial de propolis marrom, Fernandes et al. (2015)

encontraram valores de MIC maiores que 1mg/mL contra Klebsiella pneumoniae,
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Enterococcus faecalis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Dois dos seus principais
constituintes, nerolidol e espatulenol, mostraram atividade antimicrobiana contra as

cepas citadas com MIC igual ou maior que 200 ug/mL.

Quando se compara os resultados com estudos de paises, nota-se que a
atividade antimicrobiana dos extratos de propolis € independente da regido
geogréfica, dos métodos de extracdo, da variedade dos compostos isolados e da
origem boténica. O extrato metandlico de propolis coletada por Apiis mellifera da
provincia de Nan, na Tailandia, mostrou atividade antimicrobiana, S. aureus, E.
coli e Paenibacillus larvas (BOONSAI et al., 2014). Na Poldnia, dois extratos de
prépolis ricos em ésteres de glicerol de acidos fendlicos, bem como altas quantidades
de acido p-cumérico, acido feralico e seus ésteres de benzilo, apresentaram atividade
contra bactérias (S. aureus, S. epidermidis, E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae e P.
aeruginosa) e fungos (Candida albicans, C. tropicalis e C. glabrata) (POPOVA et
al., 2017). A atividade dos extratos de propolis sérvia, rica em compostos fendlicos
como galangina, crisina e pinocembrina foram bastante eficazes contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas. As maiores sensibilidades foram contra
Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e S. aureus
(RISTIVOJEVIC et al., 2016).

E importante destacar que, no nesse estudo os resultados dos testes de
susceptibilidade utilizando os extratos de propolis vermelha, verde e marrom para C.
pseudotuberculosis (Tabela 7) foram maiores do que os teste de sensibilidade com
extratos de prépolis vermelha descrito por Lopez et al. (2015) contra Enterococcus
faecalis (200 - 50 xg ml ™), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (100 — 25 ug ml ™),
Staphylococcus epidermidis (200 - 25 ug ml ™) e Streptococcus pyogenes ATTC 19615
(500 ug ml ™). Em outro estudo realizado por Machado et al. (2016b) o extrato
etanolico de propolis verde do estado de Sdo Paulo apresentou atividade contra S.
aureus (MIC de 159 ug/mL e MBC de 315 ug/mL), E. faecalis (MIC de 310 ug/ml e
MBC > 630 ug/mL) ¢ isolados de MRSA (MIC de 630 ug/mL e MBC > 630 ug/mL).
Uma das possiveis justificativas estdo ligadas ao clima ou periodos de coleta da
propolis. Sabe-se que a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana da prépolis

variam quantitativamente ao longo do ano devido as mudangas nas concentracGes de
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compostos bioativos, como a isoliquiritigenina, (3S)—ovovestitol e (3S)—vestitol, que
sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana contra diferentes espécies de bactérias e
fungos (BUENO-SILVA et a.,| 2017). Além disso, fatores como a sazonalidade, que
sdo bastante evidentes na Regido Nordeste do Brasil, com duas estacbes bem distintas
seca e chuvosa, influenciam na concentracdo e composicdo de metabodlitos e
consequentemente na atividade antibacteriana, que se traduz em maior ou menor MIC
(NETO et al., 2017). Porém, a principal explicacdo esteja relacionada a arquitetura de
parede celular do C. pseudotuberculosis. A membrana plasméatica do C.
pseudotuberculosis é composta por uma camada de peptidoglicano, que esta ligada
covalentemente a um polimero de arabinogalactano, e uma camada externa de acidos
micolicos que é funcionalmente equivalente a membrana externa de bactérias Gram-
negativas (BURKOVSKI et al., 2013). E possivel que essa seja uma explicacdo para
que os extratos de propolis possam agir sobre essas bactérias, com 100% de eficacia,

mas em maiores concentracoes.

Os mecanismos de viruléncia podem ser responsaveis pelos maiores valores
de MIC de C. pseudotuberculosis cepa VD57 frente aos extratos de prépolis verde e
vermelha, que tiveram melhores atividades antibacteriana. Provavelmente este
resultado pode estar relacionado a sua alta viruléncia e patogenicidade para pequenos
ruminantes e camundongos (MOURA-COSTA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2016).
A literatura ainda ndo descreveu um estudo de correlacdo entre viruléncia e
susceptibilidade de corinebactérias, entretanto, um experimento realizado por
Scheller et al. (1999) correlacionando a viruléncia de 17 cepas de micobactérias e sua
susceptibilidade ao extrato etandlico de propolis (EEP), ndo encontrou uma correlacao
total entre a viruléncia das micobactérias testadas e a susceptibilidade ao EEP. Porém, a
adicdo de EEP a meio contendo drogas antituberculose aumentou a sensibilidade de
micobactérias, mesmo que uma resisténcia inicial a alguns dos antibidticos tenha sido

registrada durante as primeiras semanas de exposi¢do (SCHELLER et al., 1998).
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CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou elevada sensibilidade das cepas de C.
pseudotuberculosis aos agentes antimicrobianos comerciais pelo teste de difusdo em
disco, exceto para o antimicrobiano oxacilina. C. pseudotuberculosis mostrou ser
sensivel aos seis agentes antimicrobianos testados pelo método de microdiluicdo em

caldo.

O extrato etandlico de propolis verde apresentou a melhor atividade
antimicrobiana contra C. pseudotuberculosis, cepa 1002.

O extrato supercritico de prépolis vermelha, em condi¢des de extracdo na
temperatura de 40°C e pressdo de 300bar, apresentou a melhor atividade antimicrobiana

contra C. pseudotuberculosis, cepa VD57.

Uma menor atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis marrom

guando comparado as amostras de extrato de propolis verde e vermelhas.

As diferentes cepas de C. pseudotuberculosis apresentaram sensibilidade aos
diferentes extratos de propolis. Porém, a cepa VD57 apresentou os maiores valores de
MICs frente aos extratos de prépolis testados. Provavelmente este resultado pode

estar relacionado a sua alta viruléncia e patogenicidade.
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