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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica, granulomatosa, é
ocasionada por fungos do género Paracoccidioides spp., com duas espécies
patogénicas, Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) e Paracoccidioides lutzii (Pl), as
quais sao termicamente dimoérficas variando em forma micelial e leveduriforme. A
PCM demonstra em seus portadores graves consequéncias clinicas que requerem
opcOes terapéuticas mais ampliadas, visto que, ha numeros reduzidos de
medicamentos e os disponiveis possuem tempo prolongado de tratamento, sendo
assim, busca-se um tratamento complementar como uma forma de imunomodular o
sistema imunoldgico. Sabe-se que pacientes com PCM possuem uma resposta
imune deficiente frente a microrganismos patogénicos invasores, por este motivo, é
proposto uma associacdo da Propolis Verde Brasileira (PVB), cujo intuito € modular
o sistema imune. A propolis vem sendo mencionada na literatura devido suas
atividades anti-inflamatdérias, antimicrobianas e imunomoduladoras. Objetivo: estudar
as propriedades anti-inflamatérias e antifingicas do extrato da PVB frente ao curso
geral da PCM, buscando encontrar uma reducdo dos niveis de infeccdo e uma
resposta anti-Pb18 e Pl. Metodologia: Inicialmente foram realizados estudos in vitro.
O teste de atividade antimicrobiana foi realizado sobre as cepas Pbl8 e Pl para
avaliar se a PVB apresentou atividade microbicida na concentracdo de 500 mg/mL.
Posteriormente, células esplénicas de baco de camundongos Swiss foram utilizadas
para avaliar a citotoxicidade da PVB, na concentracdo de 500 mg/mL. Em seguida,
foram realizados o0s experimentos ex vivo utilizando a técnica de infeccéo
subcutanea “air-pouch”. Os animais foram infectados com suspensfes fungicas
(Pb18 e PI) a partir da técnica de “air pouch”, espécie de uma bolsa de ar
subcutanea, por 10 dias. O tratamento com o extrato de PVB foi realizado nos
altimos trés dias de infeccdo. No final do processo as células foram coletadas a
partir da bolsa de ar e separadas em sedimento e sobrenadante para a realizacao
dos seguintes testes: quantificacdo de Oxido nitrico, proteinas totais, enzima
catalase, peroxidase, dosagem de citocinas, viabilidade celular, quantificacdo de
células e fungos viaveis e atividade fagocitica de PMNs. Resultados: Em resultados
in vitro a PVB apresentou atividade antimicrobiana sobre as duas cepas. Na cultura
de células esplénicas a concentracdo de PVB testada nao apresentou toxicidade. Ao

avaliar se a PVB melhora a capacidade de esplendcitos para a eliminacdo do fungo,



independente da cepa, os resultados do teste com a PVB mostraram-se
significativos em relacdo ao controle. O tratamento em animais aumentou a
viabilidade das células imunes, proteinas totais, catalase, peroxidase e producéo
das citocinas INF-y e IL-12. O tratamento com a PVB também foi capaz de reduzir o
namero de fungos viaveis, quando comparados aos grupos controle (Pb18 e PI),
além de demonstrar uma maior atividade fagocitica de PMNs. Conclusao: A PVB foi
capaz de imunomodular o sistema imune, uma vez que, na populagéo tratada houve
maiores niveis de atividade de PMNs, além disso, reduziu o niumero de fungos
viaveis e estimulou a producéo de proteinas totais e citocinas ligadas a resposta do
tipo Thl. Nesse sentido, a aplicacao do extrato da PVB pode ser um fator promissor

ao longo do tratamento e desfecho da micose.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; Propolis Verde Brasileira; Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic, granulomatous mycosis, is
caused by fungi of the genus Paracoccidioides spp., with two pathogenic species,
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) and Paracoccidioides lutzii (Pl), which are
thermally dimorphic, varying in mycelial and yeast. PCM has severe clinical
consequences in its sufferers that require more extensive therapeutic options, given
that there are a reduced number of medications and those available have a
prolonged treatment time, therefore, complementary treatment is sought as a way of
immunomodulating the immune system. It is known that patients with PCM have a
deficient immune response to invasive pathogenic microorganisms, for this reason, a
combination of Brazilian Green Propolis (PVB) is proposed, the aim of which is to
modulate the immune system. Propolis has been mentioned in the literature due to
its anti-inflammatory, antimicrobial and immunomodulatory activities. Objective: to
study the anti-inflammatory and antifungal properties of PVB extract against the
general course of PCM, seeking to find a reduction in infection levels and an anti-
Pb18 and PI response. Methodology: Initially, in vitro studies were carried out. The
antimicrobial activity test was carried out on strains Pb18 and PI to evaluate whether
PVB showed microbicidal activity at a concentration of 500 mg/mL. Subsequently,
splenic cells from the spleen of Swiss mice were used to evaluate the cytotoxicity of
PVB at a concentration of 500 mg/mL. The animals were infected with fungal
suspensions (Pb18 and PI) using the “air pouch” technique, a type of subcutaneous
air pocket, for 10 days. Treatment with PVB extract was carried out in the last three
days of infection. At the end of the process, the cells were collected from the “air
pouch” and separated into sediment and supernatant to carry out the following tests:
guantification of nitric oxide, total proteins, catalase enzyme, peroxidase, cytokine
dosage, cell viability, cell quantification and viable fungi and phagocytic activity of
PMNs. Results: In in vitro results, PVB showed antimicrobial activity against both
strains. In splenic cell culture, the PVB concentration tested did not show toxicity.
When evaluating whether PVB improves the capacity of splenocytes to eliminate the
fungus, regardless of the strain, the results of the PVB test were significant in relation
to the control. Treatment in animals increased the viability of immune cells, total
proteins, catalase, peroxidase and production of the cytokines INF-y and IL-12.

Treatment with PVB was also able to reduce the number of viable fungi, when



compared to the control groups (Pb18 and PI), in addition to demonstrating greater
phagocytic activity of PMNs. Conclusion: PVB was able to immunomodulate the
immune system, since in the treated population there were higher levels of PMN
activity, in addition, it reduced the number of viable fungi and stimulated the
production of total proteins and cytokines linked to the type of response. Th1l. In this
sense, the application of PVB extract may be a promising factor throughout the

treatment and outcome of mycosis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Brazilian Green Propolis; Immunomodulation
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica, de carater
granulomatosa, ocasionada por fungos termicamente dimoérficos, pertencentes ao
género Paracoccidioides spp., 0 qual possui duas espécies patogénicas
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. A patologia é
predominantemente encontrada nas Ameéricas, em regides que se estendem do
México a Argentina, além de paises como o Brasil, Venezuela e Colémbia (Martinez,
2015). Apesar de ser encontrada em regibes com grandes populacdes a PCM
atinge, em maiores numeros de casos, pacientes do sexo masculino, em idade
produtiva com vinculos as atividades agricolas. A forma de infeccdo pelo
Paracoccidioides spp. esta correlacionada tanto com a inalacédo de conidios fungicos
dispersos ao ar, quanto por meio da inoculacédo direta na pele ou mucosa oral do
hospedeiro (Martinez, 2015; Moreira, 2008).

O percurso e o desfecho geral da micose estao correlacionados com fatores
que envolvem caracteristicas frente ao hospedeiro e ao Paracoccidioides spp.
(Burger, 2021), como a idade, sexo, fatores genéticos, patologias secundarias
associadas, individuos imunocompetentes e imunocomprometidos (Brito, 2012), por
fim, fatores de viruléncia e via de infeccdo fangica, respectivamente (Benard, 2008).
A taxa de incidéncia é diversificada de acordo com as regides endemicamente
estaveis e hiper endémicas (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Ainda ha certas
dificuldades frente ao numero fidedigno de individuos portadores, uma vez que a
PCM ndo é uma doenca de notificacdo compulséria (Cordova; Torres, 2021,
Toyotani; Souza, 2021).

A interacao do sistema imune do hospedeiro com Paracoccidioides spp. inicia-
se apos o processo de inalacdo ou inoculacao direta, no qual o agente etiolégico da
PCM adentra o organismo. A partir deste momento acontecera diversos mecanismos
de imunidade protetora, tanto para o espago extracelular como intracelular, visto
que, o Paracoccidioides spp. possui a capacidade de prosperar em ambos espacgos
(Burger, 2021).

Sendo assim, em uma sequéncia de eventos, inicialmente comeca 0 processo
da ativacdo da imunidade inata. A qual possui uma grande representatividade inicial
frente a PCM, dado que, esta associada no controle da infeccao pois, ativa o

sistema complemento, a atividade de células Natural Killer (NK) e fagoécitos com
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acOes microbicidas que, por sinal, € uma resposta importante para o combate aos
fungos denominados patogénicos. Além disso, as células NK, neutréfilos, mondcitos
e macrofagos possuem um papel relevante frente a resisténcia ao Paracoccidioides
brasiliensis (Burger, 2021), ja que, a participacdo destas células durante a resposta
inflamatoria e fungicida séo induzidas pelo fungo e por citocinas provenientes de
células inflamatdrias durante a interacdo Paracoccidioides-fagécitos, que ocorre
através de receptores como: Toll (TLRs, Toll-like receptors), e lectina tipo C- Like
(CLR) (Bonfim; Mamoni; Blotta, 2009). Posteriormente, em relagcéo a resposta imune
adaptativa contra ao Paracoccidioides spp., esta tende manter o controle e limitacédo
da multiplicacdo do fungo, isso ocorre por meio de células Th1/Thl7 que irdo ativar
células fagocitarias (Burger, 2021), em casos de individuos portadores em que nao
ocorre a limitacdo do fungo outros mecanismos sdo desencadeados através de
respostas celulares dos tipos Th2/Th9 (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A resposta
imune Th2/Th9 irA ocasionar altos titulos de anticorpos especificos, além da
producdo de interleucinas e outros componentes que ajudardo na gravidade e
evolugéo da doencga (Calich; Kashino, 1998).

Atualmente tém-se disponivel uma baixa diversidade de métodos terapéuticos
frente as micoses, de um modo geral. Além disso, o longo tempo associado a estes
tratamentos, sendo de um a dois anos, faz com que individuos portadores percam
as perspectivas frente a terapéutica da PCM (Santos et al., 2020). Sendo assim,
busca-se substancias e terapias que possam auxiliar e imonumodular o sistema
imune desses pacientes, proporcionando melhores expectativas de tratamento e
viséo geral da doenca (Murad et al., 2002).

A proépolis, substancia natural gerada a partir das abelhas, a qual pode variar
de acordo com sua composi¢do quimica, vem sendo utilizada pela medicina popular
desde alguns tempos, estando associada com efeitos benéficos frente a
imunomodulacdo de resposta imune em individuos, além de demonstrar outros
efeitos, como anticancerigenos (Sforcin et al.,, 2012; Salatino et al., 2005).

Contudo, de acordo com os fatos mencionados acima, o trabalho tem como
objetivo estudar e averiguar as propriedades anti-inflamatérias e antifiungicas do
extrato de prépolis verde frente ao curso geral da PCM, buscando encontrar uma
reducdo dos niveis de infeccdo e uma resposta anti-Paracoccidioides brasiliensis
(Pb18) e anti-Paracoccidioides lutzii (PI).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma infeccdo fungica sistémica,
ocasionada por fungos do género Paracoccidioides spp., com duas espécies
patogénicas, Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii (Toyotani; Souza,
2021), ambas espécies sdo caracterizadas como organismos termicamente
dimérficos, ou seja, que depende da temperatura para a demonstracdo da sua
morfologia, podendo ser micelial ou leveduriforme. A forma constituida por leveduras
contribui para a acdo parasitaria do fungo no organismo do hospedeiro (Burger,
2021).

Os agentes causadores da micose sisttmica PCM sdo as espécies
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, pertencentes ao reino Fungi,
filo Ascomycota, ordem Onygenales, familia Ajellomycetaceae e género
Paracoccidioides spp. (Lacaz et al., 1994). Ainda nesta classificacdo, o0 género
Paracoccidioides possui um complexo de espécies filogenéticas que séo distribuidas
na América Latina, sendo elas: Sla, S1b, PS2, PS3 e PS4 (Matute et al., 2006).

A micose foi descrita pela primeira vez no Brasil em 1908, pelo médico e
cientista Adolpho Lutz, apés a presenca de uma lesdo de mucosa oral em um de
seus pacientes (Brito, 2012). Consequentemente, Lutz promoveu o isolamento do
microrganismo em cultura e descreveu que o mesmo obtinha formas diversas em
tecidos e no cultivo. Relatou também que haviam diferencas nas questbes de
esporulacdo entre este determinado microrganismo e o fungo Coccidioides immitis
(Burger, 2021). A denominacéo de Paracoccidioides brasiliensis ocorreu no ano de
1930, por Floriano Paulo de Almeida e perdurou até o surgimento de técnicas de
biologia molecular, as quais auxiliaram para a conclusdo do conceito definitivo. O
termo paracoccidioidomicose € reconhecido oficialmente desde 1971 em Medellin,
na Colébmbia, quando ocorreu uma reunido de micologistas sob apoio da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (Burger, 2021).

A PCM, por ser uma micose sistémica pode se manifestar em diversos 6rgaos
do corpo humano, ocasionando formas clinicas que se diferem através do local das
lesGes, gravidade e idade do paciente portador (Shikanai-Yasuda et al., 2015). A

micose possui duas formas clinicas, sendo aguda/subaguda (juvenil), cronica
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(adulta) e residual. A forma juvenil € prevalente em criancas, adolescentes e adultos
jovens, sua incidéncia ocorre em areas endémicas, no Brasil € predominante nos
estados do Maranhdo, Minas Gerais, Goias, Para e Sdo Paulo e a prevaléncia ndo
esta associada apenas em unico género biolégico, a distribuicdo por género sdo
iguais (Fabris et al., 2014; Bellissimo-Rodrigues et al., 2013). Além disso, o
surgimento dos sinais € rapido e muitas vezes progressivo, caracterizado pela ampla
disseminagédo do fungo (Barbosa; Daher; Oliveira, 1968; Shikanai-Yasuda et al.,
2006). A forma crbnica, também denominada como adulta, ocorre em adultos, em
idade produtiva — 30 a 60 anos, tem maior prevaléncia pelo sexo biolégico masculino
e é responsavel pela maioria dos casos de PCM (Shikanai-Yasuda et al., 2018). A
micose, nessa forma, se manifesta de forma lenta e em alguns dos casos a
instalacdo da doenca é silenciosa, sua sintomatologia se manifesta de quatro a seis

meses, podendo estender até doze meses (Mendes, 1994; Costa et al., 2013).

2.2 INCIDENCIA E EPIDEMIOLOGIA DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Esta distribuida nas regifes das Américas, sendo comumente encontrada do
México a Argentina, porém com grande incidéncia especialmente no Brasil,
Venezuela e Colédmbia. Quando analisada a taxa de incidéncia ha uma diversidade
dentro das regides (Shikanai-Yasuda et al.,, 2006). Em regides denominadas
endemicamente estaveis estima-se que ocorrem de 01 a 04 casos notificados a
cada 100.000 habitantes, por ano. Nas regides ditas hiper endémicas os dados
atingem de 09 a 40 casos notificados a cada 100.000 habitantes por ano, como é o
caso do Brasil, por exemplo. No entanto, pode-se haver uma falta de precisao
nestes dados, visto que, a paracoccidioidomicose ndo € uma doenca com
notificacdo compulséria (Toyotani; Souza, 2021).

Além disso, a taxa de individuos que venham a desenvolver aspectos
sintomatologicos sdo de 1% a 2%, ou seja, felizmente uma pequena amostra
exposta a PCM demonstra alguma fase clinica da patologia. O percentual de
mortalidade é de 5%, sendo que, em média, quase 10 milh6es de individuos —
habitantes de areas endémicas, sdo infectados na América Latina por
Paracoccidioides spp. (Cordova; Torres, 2021).

A PCM apresenta maior prevaléncia em individuos do sexo masculino, ligados

a atividades agricolas e em idade produtiva (Franco, 1987). Apesar das mulheres
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também estarem igualmente susceptiveis ao agente etiolégico (Moreira, 2008) as
guestdes hormonais estdo associadas a menor prevaléncia no sexo feminino
(Burger, 2021), uma vez que, a presenca de estrogénio circulante correlaciona-se
com a inibi¢gdo da transformag&o da morfologia micelial para leveduriforme, atuando

como um protetor de fase reprodutiva (Cordova; Torres, 2021).

2.3 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS E PARACOCCIDIOIDES LUTZII

Acreditava-se que 0 agente etioldégico da PCM se resumia apenas a espécie
de P. brasiliensis, no entanto, com base em experimentos da literatura atual,
considera-se também um novo agente, sendo o Paracoccidioides lutzii (Ramos;
Saraiva, 2008).

Paracoccidioides brasiliensis, fungo termicamente dimérfico, foi inicialmente
descrito como o principal causador da micose por meio da inalacdo de conidios,
principalmente em atividades agricolas, assim como pelo ar (Siqueira et al., 2015).
Também ha forma direta da infeccdo através da pele e mucosa (Burger, 2021).

Paracoccidioides lutzii, foi recentemente adicionada ao grupo de
Paracoccidioides spp. causadores da PCM. O nome da espécie € uma forma de
homenagem a Adolpho Lutz, pesquisador brasileiro responsavel pela primeira
classificacdo do fungo no Brasil, em uma andlise de seus pacientes (Siqueira et al.,
2015). Assim como, P. brasiliensis, esta espécie possui caracteristicas semelhantes,
no entanto existem algumas particularidades que os diferem, como a agressividade
no curso da patologia, diversidade genética, mecanismos efetores da resposta

imune e regido geografica (Soares et al., 1995; Longo et al., 2013).

2.4 IMUNOLOGIA DE FUNGOS

Hodiernamente acredita-se que todo o processo de infeccdo em humanos
inicia-se quando ha inalacdo dos conidios - ou seja, propagulos da fase micelial,
principalmente por meio da via inalatoria, mas também, pela inoculagcéo direta na
pele ou mucosa oral. A partir do momento que os conidios de Paracoccidioides spp.
adentram o organismo humano, com auxilio da temperatura corporal, ocorre a
transformacao das formas infectantes dos microrganismos para a forma parasitaria,

7

dando origem ao ciclo. Este processo € tipicamente comum por fungos com
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caracteristicas termo-dimoérficas (Cordova; Torres, 2021; Moreira, 2008). Logo apos
o estabelecimento da infeccéo, a PCM podera vir a desenvolver de diversas formas,
isso estard correlacionado com fatores individuais tanto do hospedeiro quanto do
proprio fungo (Burger, 2021), sendo caracteristicas relacionadas a fatores genéticos,
sexo, idade, estados de saude — presenca ou ndo de patologias pré-existentes,
sistema imune competente ou imunocomprometidos, viruléncia e via de infeccéo,
respectivamente (Benard, 2008).

O sistema imune em si, a partir da interagdo hospedeiro humano-
Paracoccidioides spp., tende a controlar a infec¢cdo por meio de uma resposta imune
celular efetiva, iniciando com mecanismos iniciais de resposta imune inata e
consequentemente adaptativa, que esta associada ao padrdao Th1l/Th1l7 da resposta
imunoldgica, ou seja, caracterizada pela liberagdo de citocinas que ativam
macrofagos e linfocitos. Este tipo de mecanismo imune esta relacionado ao controle
e limitacao da multiplicacédo do fungo.

Por fim, em pacientes em que ndo ha a limitacdo do fungo e ocorre a
evolucao da patologia, estdo associadas as respostas do Th2/Th9, na qual h4 maior
ativacdo de linfocitos B, hipergamaglobulinemia e altos titulos de anticorpos
especificos, cuja magnitude, em geral, correlaciona-se positivamente com a
gravidade e disseminacéo da doenca (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

No periodo da instalagdo do fungo dentro do organismo do hospedeiro e,
consequentemente a disseminacao da micose, estdo presentes diversos fatores que
correlacionam com a viruléncia, como: composicdo antigénica do fungo, fatores
individuais do hospedeiro relacionados aos mecanismos de defesa e fatores
patolégicos secundarios, possivelmente presentes no individuo (Burger, 2021,
Benard, 2008).

Paracoccidioides spp. por ser um fungo que predomina tanto espacos
intracelulares como extracelulares, tém a capacidade de desenvolver tanto a
ativacdo do sistema imune inato quanto adaptativo, uma vez que, sdo parametros
celulares e de secrecdo de substancias que determinaram o curso geral da
paracoccidoidomicose (Burger, 2021). Em relacdo as células da resposta imune
inata - constituida por macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e as denominadas
Natural Killer (NK), as quais possuem funcao frente as micoses, com o objetivo de
desempenhar o controle e limitacdo da infeccdo, por meio de mecanismos de

atividade microbicida das células Natural Killer e ativagdo do sistema complemento,
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demonstram uma boa resposta frente a fungos ditos patogénicos, ou seja, capazes
de ocasionar doenca (Bonfim; Mamoni; Blotta, 2009).

A participacdo destas células da imunologia inata no decorrer das atividades
inflamatorias e fungicidas da PCM ocorre por meio do contato direto com o agente
etiologico — Paracoccidioides spp. e, por meio, das citocinas oriundas de células
inflamatorias durante a interacdo do mesmo com fagdcitos, neutrofilos, mondcitos,
NK e macrofagos. Sendo que, macrofagos possuem papel relevante frente a
resisténcia do Paracoccidioides brasiliensis (Bonfim; Mamoni; Blotta, 2009).

Em relacdo a interacdo que ocorre entre patdgeno e hospedeiro, diante da
ativacdo de células fagocitarias, o processo € desencadeado através do contato e
ligacdo dos receptores presente em membranas celulares e, também, por meio de
estruturas moleculares de patégenos, encontradas na superficie de contato do
fungo. Os principais receptores frente a esta interacdo sdo os receptores de classe
Toll, sendo Toll-like e TLRs e, também receptores lectina do tipo C-Like. A principal
caracteristica dos TLRs € a capacidade de identificar os PAMPSs, ou seja, padrbes
moleculares associados a patdégenos, que € basicamente pequenas por¢cbes de
moléculas oriundas de patégenos em que células do sistema imune do hospedeiro
consegue reconhecer como um sinal de invasdo, por um determinado agente
estranho. Esses padrbes ainda possuem a capacidade de estimular sinais que
ocasionam a ativacdo da imunidade inata e, consequentemente a geracao de
citocinas inflamatdrias que regulardo a resposta imune humoral (Fortes et al., 2011).

O processo do sistema imune adaptativo frente ao Paracoccidioides spp.
consiste na liberacdo de anticorpos especificos anti-Paracoccidioides spp. que irdo
se ligar aos fungos com o intuito de impedir e limitar a proliferagdo do mesmo. Os
anticorpos responsaveis por esta etapa sdo o IgG e C3, estes sdo encontrados
desde as fases iniciais da infeccdo, nas paredes dos fungos presentes no granuloma
(Biagioni et al.,1987; Grisolia, 2020). Em relagdo a individuos e animais que sao
resistentes a PCM existe uma prevaléncia de resposta imune adquirida do tipo Thi,
gue tem como obijetivo ativar as células fagocitarias. Além disso, por outro lado, &
encontrado em casos graves da doenca alto titulos de anticorpos especificos (anti-
Paracoccidioides spp.) o que ocasiona a sintese de IL-10, também, casos de
pacientes que possuem as formas aguda e cronicas da PCM h&a uma liberacédo de
citocinas do padrao de resposta tipo Th2, ou seja, IL-4 e IL-5, por fim, em um estudo

de Calich, Kashino (1998), descrito em modelo animal, os animais susceptiveis
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possuem uma maior producdo de IL-4, IL-5 e IL-10 e, consequentemente baixas
guantidades de liberacdo de TNF-a (Mamoni; Blotta, 2005).

2.5 TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

O tratamento empregado na PCM consiste na administracdo de antifingicos
orais por um longo periodo de tempo, até a eliminacdo total e a negatividade por
meio de testes imunolégicos e micoldgicos correlacionados com critérios clinicos e
radiolégicos (Queiroz-Telles et al., 2007; Shikanai-Yasuda et al., 2018). Tanto
Paracoccidioides brasiliensis como Paracoccidioides lutzii apresentam-se sensiveis
a maioria dos antifungicos sistémicos disponibilizados, como os derivados de
azolicos e sulfamidicos, ambos possuem a capacidade de inibirem o crescimento de
células fungicas (Restrepo et al., 1980; Shikanai-Yasuda et al., 2002).

De acordo com o Il Consenso Brasileiro de Paracoccidioidomicose (2017),
sdo empregados na terapéutica da PCM o uso de antifingicos que, por sinal, sdo
até bem aceitos, como: Itraconazol, Voriconazol, Cetoconazol, Anfotericina B,
Trimetoprim-sulfametoxazol e Sulfadiazina. A escolha do farmaco para o tratamento
estd correlacionada com as formas clinicas da patologia que, podem variar entre
aguda/subaguda e crbnica, sabe-se que 0s aspectos sintomatoldgicos e progressao
da micose se diferem entre ambas formas clinicas, por este motivo tém-se a
determinacdo do método através dos sinais e sintomas do paciente (Shikanai-
Yasuda et al., 2006; Shikanai-Yasuda et al., 2015).

Apesar de existirem estes medicamentos que auxiliam nos quadros e
progressdo da doenca, de certa forma ha um tempo longo de tratamento e
consequentemente alguns efeitos frente a terapia. Nesse viés, ainda pode-se dizer
gue h& uma baixa diversidade de medicamentos o0 que acarreta pontos negativos na
perspectiva do individuo portador. Desta maneira, estudos vém buscando novos
métodos que possuem a capacidade de melhorar os quadros ou estimular a
resposta imune frente a infeccdo por Paracoccidioides spp. Sendo assim, ha uma
perspectiva de associagdo de medicamentos com substancias naturais, por exemplo
a propolis, cujo intuito é imunomodular a resposta frente a infec¢cbes fungicas
(Santos et al., 2020).



25

2.6 APLICACOES DA PROPOLIS NA MEDICINA

A prépolis é uma substancia natural produzida pelas abelhas, sua composi¢ao
quimica é dependente de diversos aspectos, que envolvem fatores geograficos e
locais, clima, area de polinizacdo, vegetacdo e flora local disponivel, ou seja, sao
vastos aspectos associados que contribuem na composi¢cdo, cor e estrutura da
substancia (Sforcin et al., 2012). Em relagdo a composi¢do, de forma geral,
encontra-se substancias quimicas, como: ceras, balsamos, poélen, resinas, Oleos
aromaticos e etéreos, dentre outros compostos organicos (Moise; Bobis, 2020).

A composicdo de uma propolis carrega as caracteristicas das plantas em que
as abelhas visitaram, cada espécie de planta selecionada pelas abelhas para coleta
da resina possui metabdlitos que sdo responsaveis pelas atividades biolégicas
encontradas em cada propolis (Park et al., 2002). Nesse viés, o metabdlito da PVB
gue mais se destaca € a artepilin C (acido 3,5-difenil-4-hidroxicinamico), sendo
considerada um marcador deste tipo de prépolis (Lugo et al., 2009; Riani et al.,
2021).

A propolis verde brasileira, usada no presente estudo, € derivada de
vegetacdo proveniente da espécie botanica Baccharis dracunculifolia, um arbusto
popularmente conhecido por alecrim-do-campo, vassourinha e/ou alecrim de
vassoura. A espécie, Baccharis dracunculifolia, por ser um arbusto que possui rapido
desenvolvimento, estd distribuido em diversas regibes, predominante no Sul do
Brasil e, também, encontrado em paises como Bolivia, Uruguai, Argentina e
Paraguai.

Em relacdo as fases fenoldgicas do desenvolvimento da espécie, entre 0s
meses de junho e novembro ocorre o periodo vegetativo e, a floracdo entre meses
de dezembro a maio, ou também, apdés o periodo de chuva nas regibes
determinadas (Bastos et al., 2011; Moise; Bobis, 2020). As abelhas responsaveis
pela formagédo da propolis, polinizagdo dos arbustos e coleta de resinas nestas
determinadas regibes sao as Apis melifera, também denominada como abelha-
europeia, estas coletam as resinas entre o periodo de agosto a abril, ou seja, entre o
periodo vegetativo e de floracdo (Lima, 2006).

O uso popular da propolis é relatado desde muitos tempos, sendo associada
a questdes medicinais, na qual muitas pessoas a relacionam como aliada a

imunidade (Salatino et al., 2005; Sforcin et al., 2012). No Brasil, a principal fonte de
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propolis verde é a vegetacdo oriunda Baccharis dracunculifolia e, vem sendo
utilizada como adjuvante terapéutica para patologias, como a tuberculose, Ulcera
duodenal, disturbios gastricos e hepaticos, controle da febre, além de obter
atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antigenotdxicas, imunomoduladoras e
antimutagénicas, estando associada também a efeitos anticancerigenos (Akao et al.,
2003; Lemos et al., 2007).

Contudo, ao juntar a interacdo prépolis-Paracoccidioides spp. ha grandes
evidéncias de acordo com estudos de Santos et al., (2020) e Murad et al., (2002), os
quais relatam que a propolis vermelha possui a capacidade de ativar células como
neutréfilos e macrofagos, potencializando sua acdo fungicida, sendo assim, é
relevante continuar os estudos com outros tipos de prépolis, como a verde, para
que, novos dados e estudos sejam descobertos frente a interacdo prépolis-

Paracoccidioides spp.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antifungico e antimicrobiano do extrato da prépolis verde
brasileira (PVB), em modelo in vitro e ex vivo, frente a isolados fungicos de

Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.11In vitro

Avaliar, por meio do modelo in vitro, a atividade antimicrobiana do extrato da
PVB sobre culturas de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii.

Avaliar, por meio do modelo in vitro, a citotoxicidade do extrato da PVB em
esplendcitos;

Avaliar o efeito do antifungico do extrato da PVB em co-cultivo de
esplendcitos, Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii de forma

conjunta;

3.2.2Ex vivo

Avaliar a atividade antifungica de PMNs estimulados ou ndo com extrato da
PVB de animais infectados com Pb18 ou PI;

Avaliar a atividade fungicida de PMNs obtidos da bolsa subcutanea de
animais infectados com Pb18 ou PI e tratados com extrato da PVB;

Avaliar a producdo de catalase e peroxidase por PMNs obtidos de bolsa
subcutanea de animais infectados com Pb18 ou Pl e tratados com extrato da PVB,;

Avaliar o efeito do tratamento com extrato da PVB na producédo de proteinas
totais por PMNs obtidos de bolsa subcutanea de animais infectados com Pb18 ou PI
e tratados com extrato da PVB;

Avaliar o efeito do tratamento com extrato da PVB na atividade mitocondrial
de PMNs obtidos de bolsa subcutanea de animais infectados com Pb18 ou Pl e

tratados com extrato da PVB;
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Avaliar a geracdo de oxido nitrico por PMNs obtidos de bolsa subcutanea de
animais infectados com Pb18 ou PI e tratados com extrato da PVB;

Avaliar a producdo de citocinas por PMNs obtidos de bolsa subcutanea de
animais infectados com Pb18 ou PI e tratados com extrato da PVB;
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DA PROPOLIS VERDE BRASILEIRA E PREPARO DAS
AMOSTRAS

A PVB foi coletada sob um sistema georreferenciado, por raspagem, dentro
das colmeias de abelhas Apis mellifera, localizadas na cidade de Formiga, no estado
de Minas Gerais, Sudeste do Brasil. A coleta foi realizada no més de abril de 2021,
em um periodo de floracdo da espécie Baccharis dracunculifolia.

A amostra de PVB (100g) foi extraida com etanol 80% (v/v) (450 mL) em
banho-maria, a 70° C, por 30 min. Apds a extracdo, a mistura foi filtrada e o etanol
evaporado sob baixa pressdo para obter (58,5g) o extrato etandlico de PVB (Alencar
et al., 2007). Foi realizada a suspensdo da PVB na concentracdo de 500 mg/mL,

usando alcool absoluto 10% em meio de cultura ou PBS (Santos et al., 2021).

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho inicialmente foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa com
animais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Apds aprovacao iniciou
0s estudos experimentais, de acordo com as normas empregadas pelo CEUA da
UNIFAL-MG e baseado nos procedimentos que vém sendo realizados pelos
integrantes do grupo de pesquisa, em projetos anteriores aprovados por comités de
ética da USP e da UNIFAL.

Proposta aprovada e registrada sob o nimero 0034/2022, de acordo com
CEUA/UNIFAL.

4.3 MODELO IN VITRO

Para a realizacdo dos testes in vitro, a administracdo e concentracdo do
extrato da PVB foi baseado na metodologia descrita por Santos et al., (2021), onde
houve a padronizagcdo de 500mg/mL. Inicialmente, o extrato foi adicionado em
contato com culturas de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. Apos
este procedimento foi realizado uma analise de citotoxicidade do extrato da PVB em

co-cultivos de esplendcitos. A concentracdo de 500 mg/mL do extrato foi cultivada
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juntamente com células esplénicas proveniente de baco de camundongos saudaveis

da linhagem Swiss.

4.3.1 Delineamento experimental

Figura 1 — Etapas do processo realizado no modelo experimental in vitro: acdo da
PVB e atividade anti-Paracoccidioides

esplendcitos

Fonte: da autora, 2024.

Anilise da citotoxicidade do extrato da PVB sobre culturas de

Atividade antimicrobiana da PVB frente isolados de Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii

e

Legenda: Delineamento experimental em modelo in vitro, utiliza¢do de isolados fungicos, extrato da
PVB e co-cultivo de esplendcitos. (A) Teste da atividade antimicrobiana da PVB, (B) Andlise
de citotoxicidade do extrato da propolis verde brasileira, (C) atividade anti-Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. O modelo in vitro é totalmente necessario, uma vez
que, através dele obtém-se a quantificacdo e efichAcia de um determinado produto,
juntamente com sua toxicidade antes de ser administrado em modelo ex vivo.

4.3.2Grupos experimentais

Quadro 1 - Grupos experimentais de esplendcitos em co-cultivo com suspensdes

fungicas de Paracoccidioides
modelo in vitro

brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, em

Paracoccidioides brasiliensis

Paracoccidioides lutzii

Grupo 01: infectado com Pbl8 e néo
tratado (esplendcitos obtidos por meio

da eutanéasia de 10 animais).

Grupo 01: infectado com Pl e n&o tratado
(esplendcitos  obtidos por meio da

eutanasia de 10 animais)

Grupo 02: infectado com Pb18 e tratado
com extrato da propolis verde brasileira
meio da

(esplenécitos  obtidos por

eutanasia de 10 animais).

Grupo 02: infectado com Pl e tratado
com extrato da propolis verde brasileira
(esplendcitos  obtidos por meio da

eutanasia de 10 animais).

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstracdo dos grupos experimentais in vitro separados por isolados fungicos de
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii.
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4.3.3 Atividade anti-Paracoccidioides

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade antifingica, foi utilizado tanto o
isolado virulento Paracococcidioides brasiliensis (Pb18) como o Paracoccidioides
lutzii (Pl). ApOs esta etapa, realizou-se o0 ensaio da técnica de diluicdo do caldo,
baseado nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008),
com adaptacgdes. O indculo fungico foi preparado a partir de coldnias jovens (7 dias),
ajustadas de acordo com a escala de 0,5 de Macfarland (100% de células viaveis)
em tubos de falcon e cultivadas em caldo Fava Netto, suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS) por 24, 48 e 72 horas a 35°C. A concentracao de extrato da

propolis testada foi de 500 mg/mL e realizada no caldo FAVA NETTO.

4.4 MODELO EX VIVO

4.4.1Grupos experimentais

Quadro 2 - Grupos experimentais de animais infectados com suspensfes fungicas
de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii, em modelo ex
Vivo

Paracoccidioides brasiliensis Paracoccidioides lutzii

Grupo 01: infectado com Pbl8 e nao

tratado (10 animais).

Grupo 01: infectado com Pl e néo tratado

(10 animais).

Grupo 02: infectado com Pb18 e tratado
com extrato da prépolis verde brasileira

(10 animais).

Grupo 02: infectado com PI e tratado
com extrato da prépolis verde brasileira

(10 animais).

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstragdo dos grupos experimentais ex vivo separados por isolados fungicos de
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii.

4.4.2 Delineamento experimental
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Figura 2 — Etapas do processo realizado no modelo experimental ex vivo: modelo

bolsa de ar
o o0
o N
503 =,
tb§ r L é@
§ \4

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Delineamento experimental em modelo ex vivo, aplicagdo de isolados fungicos em
camundongos, posteriormente a indugéo do tratamento ou n&o e, coleta de células da “air
pouch”. (A) isolados fungicos, (B) suspensédo flngica, (C) inoculagdo das suspensfes
fungicas (Pb18 e Pl) em bolsa de ar subcutanea, na regido dorsal dos camundongos, (D)
grupos experimentais (grupo 01: infectados e néo tratados; grupo 02: infectados e tratados
com extrato da prépolis verde brasileira), (E) PMNs de cada grupo experimental isolados e
cultivados separadamente, (F) suspensdo de PMNs coletados, (G) suspensdo de PMNs
centrifugados e coletados (sedimento e sobrenadante).

4.4.3 Animais

Os animais utilizados neste projeto foram camundongos fémeas da linhagem
Swiss “outbread”, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-
MG). Os animais foram criados na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG),
mantidos em salas com controle de temperatura, alimentados com comida
esterilizada e agua filtrada, ad libitum, mantidos em caixas grandes, com
maravalhas, contendo dez animais (grupo), por um periodo de tempo de dez dias.

Nota: Apesar do grupo de animais estudados serem camundongos fémeas e
possuirem o horménio com potencial inibitério da fase infectante, isso ndo acarreta
resultados falsos positivos ou falsos negativos para pesquisa, uma vez que,

trabalhamos diretamente com a forma parasitaria da PCM, ou seja, € inoculado

dentro da metodologia “air pouch” células leveduriformes altamente virulentas.
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4.4 41solados de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii

Os isolados utilizados neste projeto foram mantidos na Universidade Federal
de Alfenas, especificamente no Laboratorio de Imunopatologia das Micoses (V001).
Os fungos foram semeados e cultivados em tubos e/ou placas contendo meio de
cultura semi-solido, tipo FAVA NETTO, sendo mantidos em estufa a 35°C, repicados
a cada 7 dias (Fava Netto, 1955).

Figura 3 — Fase leveduriforme de Paracoccidioides spp.

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstragcdo do cultivo de isolados de Paracoccidioides spp., a imagem ilustra o in6culo
cultivado em sua fase leveduriforme. (A) Indculo cultivado em tubos inclinados com meio
FAVANETTO, (B) Inéculo fangico cultivado em placas de petri com meio FAVANETTO.

4.4.5Técnica de “air pouch”

A técnica de “air pouch” consiste na indugdo de uma bolsa de ar subcutanea
na dorsal dos camundongos, sejam eles tratados ou n&o. A técnica é empregada
uma vez que, simula o processo infeccioso local por meio do recrutamento de
células imunes que sao atraidas até a bolsa e, através da coleta e cultura de células
oriundas da técnica € possivel analisar como ocorre o0 processo agudo localizado e

quais células estéo presentes neste momento.
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Figura 4 — Técnica de "air pouch”

Fonte: da autora, 2024

Legenda: Técnica de “air pouch”, metodologia utilizada para a realizacdo do tratamento e infeccdo de
animais. Demonstracdo da técnica de “air pouch” sendo feita a realizacdo do afluxo de ar.
(A) Camundongo sem bolsa de ar subcutanea, (B) Momento de indugcdo da bolsa de ar
subcutanea, utilizando injecdo subcutanea de ar estéril para formacao do afluxo de ar, (C)
Camundongo com modelo “air pouch”.

4.4.6Inducao de bolsa de ar subcutanea “air pouch”

A técnica de “air pouch” empregada baseou-se na inducao de uma bolsa de ar
produzida na regido dorsal de camundongos, por meio de injecdo subcutanea de 2
mL de ar estéril, conforme descrito por Meloni-Bruneri et al., (1996).

Apo6s formacgdo da bolsa de ar os animais foram inoculados com 0,1mL de
suspensao fangica de Paracoccidioides brasiliensis ou Paracoccidioides lutzii,
respeitando cada grupo. As suspensdes fungicas sdo inoculadas dentro do afluxo de

ar formado pela bolsa.

Figura 5 — Técnica de "air pouch" na regido dorsal de camundongos da linhagem
Swiss

Fonte: da autora, 2024
Legenda: Demonstracéo da técnica de “air pouch” realizada na dorsal do animal através de injegéo
subcutanea de ar estéril. E formado uma propensao de ar no dorso do animal.
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4.4.7Preparacdo de suspensdes fungicas de Paracoccidioides brasiliensis e

Paracoccidioides lutzii, para infeccdo dos camundongos

As células fungicas foram lavadas com solugdo salina estéril a 0,9% e
centrifugadas a 1300 RPM (Eppendorf Centrifuge 5810R), por trés vezes. Além
disso, estas mesmas células também foram utilizadas na preparacédo de suspensdes
para inoculagdo. A viabilidade das células de Pb18 e PI foram determinadas por
meio da coloracédo, empregando o corante Janus Green (Berliner; Reca, 1966). As
células que possuiam coloracdo purpura foram consideradas ndo viaveis e aquelas
células que possuiam caracteristicas translicidas foram denominadas como viaveis.

Em seguida as suspensdes fungicas foram ajustadas para a concentracdo de
5x10° células leveduriformes viaveis/mL (cél/mL) para a inoculacdo em bolsa de ar

subcutanea “air pouch”.
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Figura 6 — Células fangicas de Paracoccidioides spp.

.

Fonte: da autora, 2024
Legenda: Demonstracdo de células fungicas de Paracoccidioides spp. com aproximacdo de 40x,
visualizadas por microscopio Optico, onde demonstra a morfologia celular do

s

Paracoccidioides spp. Este achado é oriundo de isolados cultivados no laboratério de
imunopatologia de micoses.

4.4.8 Tratamento com extrato da propolis verde brasileira

Os animais do grupo 02 (infectados e tratados), de ambas suspensdes
fungicas, foram tratados com extrato da PVB na concentracdo de 500 mg/Kg. O
tratamento foi realizado nos ultimos trés dias de infeccdo, por meio de injecdo
diretamente na “air pouch”, do respectivo grupo.

O objetivo da técnica “air pouch” é a formagéo de um afluxo de células para o
local da infecgéo (bolsa de ar). Sendo assim, ap0s o recrutamento destas células, as
mesmas foram tratadas pelo extrato da PVB, por meio da inje¢cado subcutanea na “air

pouch”.
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4.4.90btencéo e cultivo de células oriundas da bolsa de ar subcutanea

As células oriundas da técnica de “air pouch” foram coletadas apés 10 dias da
inoculagdo dos camundongos.

Técnica de eutanasia: os animais foram anestesiados com dose de 0,5 mL da
solucéo de Cloridrato de Cetamina (10%) e Cloridrato de Xilazina (2%), preparadas
na proporcdo de 1:1, considerada como uma dose excessiva, 0 que levara os
animais a Obito, instantaneamente.

Técnica de obtencdo/coleta de células: posteriormente a eutanasia € feito
uma incisdo na pele dos camundongos com o auxilio de materiais cirargicos e uma
pipeta de Pauster estéril. As células foram coletadas e transferidas para um
homogeneizador de vidro, estéril. As células coletadas foram maceradas e
conseqguentemente armazenadas em tubos Falcon, contendo um volume conhecido
de RPMI e 10% de Soro Fetal Bovino (SBF). As células devem ser mantidas
refrigeradas a 8°C, neste momento. Apds esta etapa foi realizado a contagem de
células viaveis e ndo viaveis: as células sdo quantificadas com auxilio do
hemocitdmetro (dispositivo utilizado na contagem de células) e tiveram a viabilidade
analisada por meio do corante Trypan blue (4%) em 0,2ml de suspensao de PMNs. A
concentracdo das células foi ajustada para 1x10° células/mL de PMNs. Apds este
periodo as células foram plaqueadas e incubadas na estufa a 5% de CO2 (VWR S/P
by Sheldon MFG, INC), em uma temperatura de 37°C, por um periodo de 2, 6 e 18
horas. Em cada tempo de incubacao descrito acima (2, 6 e 18 h), as células foram
recolhidas com ajuda de uma pipeta automatica monocanal, colocadas em
microtubo (eppendorfs) que foram centrifugados a 1780 RPM. Apds a centrifugacéo
resultou na obtencdo de sedimento e sobrenadante. Os sedimentos foram
armazenados e refrigerados a -20°C para determinacdo da concentracdo de
proteinas totais. Os sobrenadantes dessas culturas celulares também foram
armazenados em -70°C para a realizacdo de quantificacdo das enzimas peroxidase,
catalase, oxido nitrico, atividade de desidrogenases mitocondriais, citocinas, ABTS e
DPPH.

4.4.10 Contagem diferencial de células

Nesta etapa ocorre a contagem diferencial de células oriundas da bolsa de ar
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subcuténea. Este processo ocorre ap0s a obtencao e coleta das células. A principio
a amostra € separada, em seguida € aplicada sobre a lamina de analise, em
pequenas quantidades. Posteriormente é feita a coloragdo da amostra, utilizando o
corante May Grunwald Giemsa, o qual € utilizado para coloracdo de células do
sangue. Apos o processo de coloracdo a lamina é analisada em microscopio optico,
na objetiva de 100x.

Para a quantificagcdo das células € utilizado um contador manual de células
sanguineas e feito a contagem absoluta de células polimorfonuclueares. A anélise

gréfica é feita através do programa estatistico GraphPad Prism.

4.4.11 Quantificacdo de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii

viaveis

ApoOs a incubacdo da placa de cultura de células em estufa a 5% de CO:
(VWR S/P by Sheldon MFG, INC) a 37°C, por 2 horas para PMNSs, as células foram
centrifugadas a 1780 RPM e os sedimentos foram coletados e semeados em placas
para contagem de unidades formadoras de colbonia (CFU). Estes sedimentos foram
semeados em placas de BHI suplementadas com 1% de glicose, 30% de fator de
crescimento e 10% de soro fetal bovino, por ser mais eficiente para o crescimento de
Pb18 e PI (Mendes et al., 1994). Foram semeados 100uM das suspensoes celulares
de cada um dos subgrupos, nas placas contendo o meio BHI e espalhadas com
auxilio da al¢ca de Drigalski.

Esse experimento foi realizado em triplicata e o crescimento das col6nias foi

acompanhado e quantificados por um periodo de 15 dias.

4.4.12 Avaliacdo da capacidade fagocitica de PMNs contra Paracoccidioides

brasiliensis e Paracoccidioides lutzii

Para avaliacdo da capacidade fagocitica e fungicida de PMNs foi realizada a
metodologia proposta por Green et al. (2007) e Magon et al. (2020) e adaptado por
Cerdeira et al. (2016), com algumas modificacdes. Essa técnica tem como fungéo
avaliar a capacidade de fagocitose e de destruicdo de microrganismos por meio da
atuacdo de PMNs. As suspencdes flingicas na concentracdo de 4x10%mL néao

opsonizadas foram incubadas juntamente com os PMNs a 108cel/mL a 37°C, por 10,
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30 e 90 minutos, juntamente com solucéo salina balanceada de Hank (HBSS).

Apo6s cada periodo de incubacédo (10, 30 e 90 min), tratou-se cada grupo com
PBS gelado (pH 7,0), com intuito de cessar a atividade dos neutréfilos. Em seguida,
as amostras foram submetidas a uma centrifugagao diferencial a 1780xg por 10
minutos. Os pellets, onde se encontram as leveduras intracelulares e o0s
sobrenadantes, local das leveduras extracelulares, foram diluidos em H20 com pH
11, para lisar os PMNs. Ap6s sucessivas diluicdes em H20, pH 11 (103, 108, 10°), as
amostras foram distribuidas sobre placas de Petri contendo meio BHI, suplementado
com 1% de glicose, 30% de fator de crescimento e 10% de soro fetal bovino. Por
fim, as placas foram incubadas a 37°C e o crescimento das col6nias foi quantificado
por um periodo de 15 dias.

Os resultados obtidos foram expressos através de gréaficos de constante de
fagocitose (kp) e constante de killing (kk), uma vez que, tanto a fagocitose quanto o
killing pelos PNMs obedecem a uma cinética de primeira ordem, que pode ser
calculada através de uma Funcdo W de Lambert, que foi calculada através de tabela
disponibilizada por Magon et al. (2020) nos materiais suplementares (Hampton et al,
1994).

4.4.13 Quantificacdo de proteinas totais

A quantificacdo das proteinas totais ocorreu por meio das amostras de
sedimento, utilizando o método do acido bicinconinico (BCA). Estes ensaios foram
realizados em triplicata e a leitura das densidades Opticas foram medidas em
microleitor de ELISA em comprimento de onda de 560 nm.

Os resultados foram expressos em ug de proteina/mL, comparando-se a
densidade éptica com uma curva padrao contendo concentracdes conhecidas de

proteina sérica bovina (BSA).

4.4.14 Avaliagao da viabilidade celular

Em uma placa de ELISA de 96 pocos, foram pipetados 180 pL da suspensao
de PMNs, na concentracdo de 1x10° cél/mL e 20 puL do reagente de MTT (20%).
Todas as amostras foram pipetadas em triplicatas. As placas foram mantidas em

estufa com 5% de CO2 em uma temperatura de 37° C. Apos 4 horas, todo o
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sobrenadante foi retirado, deixando apenas o pellet no fundo de cada poco, que foi
utilizado para a analise. Para a andlise adicionou-se 200 pL de dimetilsulfoxido

(DMSO) e em seguida fez a realizacéo da leitura da placa em leitor de ELISA, a 540

nm.

4.4.15Determinacao da atividade antioxidante pela captura do Radical-Cation -
ABTS

Teste de atividade antioxidante realizado por meio do método de ABTS+ foi
realizado por meio do processo descrito por Al-Duais et al (2009), com modificacdes.
Para a realizacdo do radical ABTS+ foi realizado a adigdo de 88 uL de persulfato de
potassio juntamente com 5 mL de solu¢cdo ABTS 7 mM. A reacdo ocorre no escuro,
por um tempo de 16 horas. Posteriormente, a solucdo do radical ABTS+ foi corrigida
para uma absorbancia de 0,7+0,02 a 734 nm, através do tampé&o fosfato de potassio
(75 mM e pH 7,4).

O teste € realizado em microplaca de 96 pocos. Na placa, em cada poco, sdo
adicionados 20 uL de amostras e 220 yL da solugdo contendo ABTS+, a reacéao,
neste periodo ocorre em um tempo de 6 minutos, no escuro. Para a revelacdo do
teste, a absorbancia € realizada no leitor de microplacas em um comprimento de
onda de 734nm. Na andlise e resultados das amostras uma curva padréo de Trolox
foi realizada, a qual os pontos da curva analitica foram construidos por meio de
diversas concentracdes de Trolox (12,5 a 200mM). Todas as amostras foram feitas
em triplicata e os resultados expressos em Trolox umol por mg de amostra (umol
TE/mg).

4.4.16 Determinacdo da atividade antioxidante por meio do DPPH: 2,2-difenil-1-

picril-hidrazila

O teste consiste no sequestro de radicais livres de DPPH, o qual em sua
forma livre estavel € intensamente colorido, porém sobre a presenca de antioxidante
de uma amostra, o DPPH é reduzido em hidrazida, cujo € um composto de
coloracdo amarelo palido, ou seja, ocorre uma transformacdo na reacao, onde ha
uma diminuicdo da absorbancia. Para a analise utilizou a técnica descrita por

Tiveron et al., (2016), com adaptacoes.
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O teste é realizado em microplaca de 96 pocos. Na placa, em cada poco, sao
adicionados 66uL de amostras juntamente com 134uL da solugdo de etanol do
DPPH a 150 uyM. A amostra branco é constituida de 200 uL de etanol PA ou agua. A
reacdo ocorre em um tempo de 40 minutos, no escuro e a revelagdo do teste é
realizada no leitor de microplacas em um comprimento de onda de 517nm. Na
analise e resultados das amostras uma curva padrao de Trolox foi realizada, a qual
0s pontos da curva analitica foram construidos por meio de diversas concentraces
de Trolox (12,5 a 200mM). Todas as amostras foram feitas em triplicada e os

resultados expressos em Trolox pymol por mg de amostra (umol TE/mg).

4.4.17 Quantificacao dos niveis de peroxido de hidrogénio (H202)

A quantificacdo dos niveis de perdxido de hidrogénio ocorreu em amostras de
sobrenadantes. A liberacdo de H20:2 foi medida por meio do ensaio de oxidagédo do
vermelho de fenol dependente de peroxidase de rabano, descrito por PICK; MIZEL,
1981.

O experimento foi realizado em uma microplaca de 96 pocos. A solucdo de
vermelho de fenol foi preparada com PBS gelado, contendo: dextrose 5,5 mM,
vermelho de fenol 0,56 mM e 8,5 U/mL de peroxidase de rabano tipo Il.

Posteriormente as células foram suspensas em solugéo fresca de vermelho
de fenol e incubadas por 1 hora em uma temperatura de 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO2-95%. A reacéo € interrompida com 10 yL de NaOH 1M.

A absorbancia foi medida por meio de um leitor de microplaca e a conversao
da absorbancia em pM de H20: foi deduzida a partir de uma curva padrao obtida
com concentragdes conhecidas de H202 (5 a 40 uM), conforme descrito por PICK;
KEISARI, 1980.
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Figura 7 — Processo de

quantificacéo de niveis de peroxido de hidrogénio

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstracdo do teste de peroxidase em placa. A imagem ilustra através do degradé de
cores a atividade e quantificacdo de peroxido de hidrogénio, em placa de 96 pogos, no
processo de revelacao.

4.4.18 Quantificacdo dos niveis da enzima catalase

A quantificacdo de dos niveis da enzima catalase (CAT) foi realizado em
amostras de sobrenadantes. A atividade da enzima CAT foi determinada utilizando a
metodologia proposta por Aebi (1984).

O principio da técnica consiste em medir a decomposi¢do de H202 por minuto
a 240 nm. Fragdes dos sedimentos oriundos do cultivo dos PNMs (35ug de
proteinas) foram incubadas em PBS com pH 7,0. Consequentemente, o peréxido de
hidrogénio 10 mM foi adicionado dando inicio a reacdo e absorbancia, que foi
monitorado durante um minuto.

O calculo da cinética da decomposic¢do de H20: foi realizado utilizando-se do
coeficiente de extincdo molar a 240mm (43,6 M-1 cm-1). Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina, sendo U correspondente a atividade enzimatica
capaz de promover a hidrélise de 1 umol de H202 por minuto.

4.4.19 Dosagem dos niveis de Oxido Nitrico (NO)
As concentracbes de 6xido nitrico (NO) foram medidas nos sobrenadantes

das culturas de células provenientes da infeccao por “air pouch”. Sendo assim,
foram pipetados 100 pL dos sobrenadantes e 100uL do reagente Griess em placas
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de 96 pocos (todas as amostras foram realizadas por triplicatas) e incubados a
temperatura ambiente, durante 10 minutos.

A absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
540 nm. Posteriormente, os resultados foram expressos em yM pela conversao dos
valores a partir de uma curva padrdo realizada com nitrito de soédio nas
concentragdes de 100 a 78 uM, para cada placa.

O reagente de Griess foi preparado no momento da utilizacdo, empregando
partes iguais da solucéao de A-sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e, solucéo de B-

naftilenodiamina a 0,1%, em agua destilada (Green et al., 1982).

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstracdo do teste de 6xido nitrico em placa. A imagem ilustra através do degradé de
cores a atividade e quantificacdo de 6xido nitrico, em placa de 96 pocos, no processo de
revelacao.

4.4.20 Andlises estatisticas

Todos os resultados foram expressos como meédia e desvio padrdo. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste T, One-way ANOVA, seguido
do pdés-teste de Tukey, através do programa GraphPad Prism® considerando 5% de
significancia (p).
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5 RESULTADOS

O conjunto de resultados da pesquisa foram oriundos a partir dos modelos
experimentais in vitro e ex vivo. No modelo in vitro foi empregado a técnica da
atividade antimicrobiana sobre a PVB e analise da citotoxicidade sobre o cultivo de
células esplénicas murinas. No modelo experimental ex vivo foi empregado a técnica

de recrutamento de células por meio da técnica de “air pouch”.

5.1 RESULTADOS IN VITRO

Nesta etapa foram realizados testes que consistem em investigar a
efetividade de acdo da PVB sobre células esplénicas e cepas de Paracoccidioides
spp. Foram realizadas técnicas de analise de citotoxicidade e efeito antimicrobiano
do extrato da PVB.

5.1.1Ensaios in vitro da capacidade antimicrobiana da propolis verde brasileira

(PVB) sobre P. brasiliensis e P. lutzii

Em experimentos in vitro foi possivel avaliar se a PVB apresenta efeito
microbicida sobre as diferentes cepas de Paracoccidioides spp. A figura 9 mostra a
cinética do nimero absoluto de células fangicas viaveis frente a concentracdo de
500 mg/mL da PVB. O efeito da PVB sobre a cepa de P. brasiliensis foi capaz de
reduzir significativamente o nimero de fungos viaveis no tempo de 24, 48 e 72 horas
(figura 9A). Ainda sobre o efeito da prépolis frente a P. brasiliensis, os resultados
mostraram que houve uma reducdo significativa do nimero de CFU quando tratadas
com PVB. (figura 9C). J& utilizando sobre a cepa P. lutzii hd uma reducdo de CFU e

sobre o niumero absoluto de células fungicas, no tempo de 24 horas (figura 9C, B).
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Figura 9 — Efeito do extrato da PVB sobre culturas de Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii

A B

w
]

1.5+

|

1.0 ke

N° de céls. fungicas x108/mL
Ne de céls. fangicas x 108/mL

0.5+ % 14
0.0 T / T T 0=
24 48 72 24 48 72
Horas Horas
[ Pbl8 [Za Pbl8 + PVB B Pl 22 Pl+PVB

4001

3501

3004

2504

2004 e

CFU/mL

1504

1004

50

x x
Q Q>

Fonte: Da autora, 2024.
Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre culturas de isolados fungicos de Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. (A) Cinética do nimero absoluto de células fungicas -
P. brasiliensis; (B) Cinética do nimero absoluto de células flngicas - P. lutzii; (C) NUmero
de unidade formadoras de coldnias (CFU).
Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca
estatistica entre os grupos (*) p <0,5 (***) p <0,001, foram realizados os testes One way Anova
e Two way Anova com pés teste de Tukey.

5.1.2Anélise da citotoxicidade da Proépolis Verde Brasileira (PVB) sobre a

cultura de células esplénicas

A avaliacdo da citotoxicidade da PVB foi realizada por meio da exposi¢cdo de
células esplénicas, por um periodo de 24, 48 e 72 horas. Neste periodo foi analisado
0 numero de células esplénicas e a viabilidade celular, por meio da metabolizacéo
do MTT. Para o niumero de células esplénicas foram quantificadas apenas aquelas

gque se apresentavam viaveis, ou seja, com aspecto translicido. A analise de
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viabilidade celular foi necessaria neste momento, uma vez que, este indice
demonstra o quao ativa metabolicamente estdo as células esplénicas.

A figura 10 mostra o numero absoluto de células esplénicas viaveis e a
viabilidade celular destas células. Os resultados mostraram que o niumero de células
esplénicas viaveis (figura 10A) foi maior quando tratadas com PVB, este resultado
sugere que a PVB pode ser um estimulante para estas células. Em relacdo a
viabilidade celular (figura 10B) os indices sdo maiores nas amostras submetidas a
PVB.

Figura 10 — Efeito do extrato da PVB sobre culturas de esplendcitos
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Fonte: Da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre culturas de esplendcitos, em um processo de co-cultivo,
cujo objetivo € investigar a citotoxicidade do tratamento. (A) viabilidade de células
esplénicas; (B) viabilidade celular por meio da metabolizagdo de atividades
desidrogenases mitocondriais.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca

estatistica entre os grupos (**) p<0,01 (***) p<0,001 (****) p<0,0001.

5.1.3Atividade anti-Paracoccidioides

A analise anti-Paracoccidioides é realizada a partir da exposi¢do Unica de
células esplénicas e células fungicas em uma determinada concentracdo do extrato
da PVB. Nesta etapa acontece a contraprova, cujo intuito € analisar quem realiza a
reducdo do numero de células fungicas: a célula esplénica, por meio da ativacdo de
mecanismos de defesa frente ao Paracoccidioides spp., ou a acdo € realizada
exclusivamente por meio de propriedades biolégicas da propolis.

A figura 11 mostra a quantidade de células esplénicas quando expostas ao

Pb18 e PI, respectivamente. Em P. brasiliensis, ha maior nimero de células quando
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expostas a PVB em tempos de 24, 48 e 72 horas. Em P. lutzii ha uma maior

viabilidade de células expostas ao PVB apenas em 72 horas.

Figura 11 - Efeito da PVB sobre culturas de esplendcitos, Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii
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Fonte: Da autora, 2024.

Legenda: Efeito da PVB sobre co-cultivo de esplendcitos, Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii. A figura demonstra a atividade anti-Paracoccidioides spp., sobre o
co-cultivo de esplendcitos e exposicdo ao extrato da PVB. (A) Numero absoluto de
esplendcitos e Paracoccidioides brasiliensis quando expostos ao extrato da PVB, (B)
Numero absoluto de esplenécitos e Paracoccidioides lutzii quando expostos ao extrato da
PVB.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padréo, por meio do

teste Two way ANOVA. Diferenga estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01(***) p<0,001
(****) p<0,0001.

5.2 RESULTADOS EX VIVO

Nesse momento foram realizados testes que consistem em investigar as
reacOes bioquimicas que acontecem em PMNs sob acdo do extrato da PVB frente
as cepas Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. Foram mensurados
0S seguintes resultados obtidos a partir de substancias secretadas por PMNSs:
dosagem de enzima catalase, peroxidase, oxido nitrico, proteinas totais, indices

antioxidantes e antimicrobianos e citocinas.
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Figura 12 — Obtencao de células imunes provenientes da "air pouch”

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Demonstragdo da “air pouch” no processo de obtencdo de células, tais células s&o
coletadas apds 07 dias da inoculacdo de suspensdes flngicas por meio de uma incisura
na dorsal dos camundongos, feita apds a eutanasia do animal.

5.2.1Numero absoluto, percentual e viabilidade de PMNs da bolsa de ar

subcutanea

A figura 13 mostra o numero absoluto, percentual de células e a viabilidade de
PMNs oriundos da bolsa de ar subcutanea, evidenciando o grupo de camundongos
infectados com P. brasiliensis ou P. lutzii, tratados e ndo tratados com PVB.

Os resultados mostraram que houve uma reducdo do numero de PMNs
absolutos de camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados com PVB, em
contrapartida houve um aumento de PMNs de camundongos infectados com P. lutzii
e tratados com PVB (figura 13A).

O percentual de PMNs nao foi alterado independente da cepa e exposicdo ao
tratamento com PVB (figura 13B). A viabilidade celular mostrou um resultado
extremamente interessante, em PMNs de camundongos infectados com P.
brasiliensis e tratados houve um aumento significativo, em relacdo ao controle
(figura 13C). Por outro lado, a viabilidade de PMNs de camundongos infectados com
P. lutzii, foi menor no grupo de animais que receberam tratamento do extrato de PVB
(figura 13C).
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Figura 13 — Efeito do extrato da PVB sobre o niumero absoluto, percentual de células
e viabilidade de PMNs em bolsa de ar subcutanea apds a inoculagéo de
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii

A 5 B 100
_ 1T T
| * % //
=t g /
3 T 2 /
0 T 4 0 T é
g & ¢ F & ¢ QP
Q % % x x
C
1.0 Kkkk **-—***—
£ /
% 0.6 /
o) /
a 0.4 /
ol = %
wl | | O
Q&‘b Q\\‘?’ Q Q&
<2‘o'$>>< Q\x

Fonte: da autora, 2024.
Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre o nimero absoluto de PMNs, porcentagem e metabolizagéo
de atividades desidrogenases mitocondriais. O resultado busca identificar se ha uma
reducdo ou aumento de PMNs, se eles mantém vidveis e ativos metabolicamente. (A)
nuamero absoluto de PMNSs; (B) Porcentagem de PMNSs; (C) Viabilidade de PMNs.
Nota: Os resultados de cada grupo est@o representados como médias + desvio padrdo. Diferenca
estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01 (***).p<0,001(****) p<0,0001.

5.2.2Células recrutadas pela bolsa de ar subcutanea — “air pouch”

A figura 14 demonstra a morfologia das células obtidas através da bolsa de ar
subcutédnea de animais expostos ou nao ao tratamento da PVB, a lamina mostra a

presenca de neutrofilos, mondcitos e linfécitos.
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Figura 14 — Morfologia das células obtidas apos infeccdo subcutanea com
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii
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Fonte: Laboratério de Imunopatologia das micoses, 2024.
Legenda: Morfologia das células obtidas pela bolsa de ar subcutanea de camundongos infectados
com P. brasiliensis e P. luztii e tratados com PVB. (A) Aspecto geral das células obtidas da
“air pouch”, (B) presenca de linfocito, (C) presenca de mondcito, (D1) presenca de neutrdfilo
e (D2) presenca de neutréfilo e mondcito.
Nota: Coloragdo utilizada por May Grunwald Giemsa, todas as fotografias foram obtidas em objetiva
de 100x em microscopia de campo claro.

5.2.3Contagem diferencial de PMNs obtidos da técnica de “air pouch”

A figura 15 demonstra a contagem diferencial de PMNs, expostos ou néo ao

tratamento. Observa-se tanto em Paracoccidioides brasiliensis quanto

Paracoccidioides lutzii que as populagbes celulares sao similares, sendo
predominante os neutrofilos (figura 15 A, B). Além disso, ndo houve diferenca em

relacéo aos grupos tratados.



51

Figura 15 — Efeito do extrato da PVB sobre a contagem diferencial de PMNs
oriundos da bolsa de ar de camundongos infectados com
Paracoccidoides spp.
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre a contagem diferencial de PMNs oriundos da bolsa de ar de
camundongos infectados com Paracoccidioides spp. A imagem demonstra a populacdo
celular, em porcentagem, evidenciando maior prevaléncia de neutrofilos.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo, pelo teste

Two way ANOVA. Diferenca estatistica entre os grupos (***) p<0,001 (****) p<0,0001.

5.2.4Quantificacdo de fungos viaveis

A andlise de unidades formadoras de colénias (CFU) é utilizada para
averiguar o crescimento fungico das amostras. Nesta etapa sdo contadas as
colbnias, individualmente, determinando o nimero de colbnias totais. Assim, como
mostrado na figura 16, o tratamento com PVB sobre as cepas P. brasiliensis e P.
lutzii apresentou uma reducdo na quantidade de fungos viaveis.

Este resultado sugere que a PVB apresentou atividade fungicida na

concentracdo de 500 mg/Kg.
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Figura 16 — Efeito do extrato de PVB sobre o nimero de fungos viaveis na “air

pouch”
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre o nimero de fungos viaveis, o resultado é descrito por meio
da andlise de colénias no teste de CFU. (A) Unidades Formadoras de colbnias de
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidoides lutzii expostos ou ndo ao extrato da PVB.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca

estatistica entre os grupos (**) p<0,01 (****) p<0,0001.

5.2.5Anélise do estresse oxidativo celular

O estresse oxidativo € um evento que ocorre quando ha uma desregulacédo no
organismo, seja por um evento fisiolégico derivado do metabolismo celular ou por
algum processo patolégico capaz de liberar radicais livres (Machado et al., 2009;
Duda, 2013).

A oxidacdo e a formacdo de radicais livres se enquadram em dois grandes
grupos, sendo as espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (NOS) (Duda, 2013; Oliveira; Schoffen, 2010). Tanto ROS quando NOS
participam de diversos processos fisiologicos e patolégicos dentro do organismo
humano, como: infecgdes, lesbes teciduais, toxinas, dentre outros (Rock et al.,
1996).

ApoOs a geracdo do estresse oxidativo e consequentemente a liberacdo de
radicais livres, tendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
acontece o processo de quebra de cascata, na qual, consiste na conversao de
peréxido de hidrogénio, posteriormente enzimas catalase, glutationa peroxidase e
peroxidases ligadas a tioredoxina, tal acdo acontece na intencao de reduzir os danos

gerados por este processo. (Barreiros et al., 2006).
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Na andlise dos radicais livres liberados por PMNs oriundos da bolsa de ar
subcutanea infectados com P. brasiliensis ou P. luztii, tratados ou n&o tratados com
PVB; foi analisado a producdo de enzima catalase, liberacdo de peroxido e oxido
nitrico (figura 17). Nos PMNs infectados com P. brasiliensis e tratados com PVB h&
uma queda na producao da enzima catalase e producdo de H202, porém ha aumento
de NO em 2 e 18 horas (figura 17A, C, D). Por outro lado, em PMNs infectados com
P. lutzii e tratados com PVB houve uma maior liberacdo de enzima catalase nos
tempos de 2 e 18 horas e, a produgdo de H202 e NO se manteve constante em

relacdo ao controle (figura 17 B, C, D).

Figura 17 — Efeito do extrato da PVB na producdo da enzima catalase, peroxido de
hidrogénio e 6xido nitrico de PMNs obtidos da bolsa de ar subcutanea
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Fonte: Da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre a producédo de enzima catalase, peréxido de hidrogénio e
oxido nitrico, tais resultados sdo Uteis para a demonstracdo do estresse oxidativo que
ocorre na PCM. (A) Producdo de enzima catalase sobre PMNs com Pb18; (B) Producao da
enzima catalase sobre PMNs com PI; (C) Producéo de perédxido de hidrogénio de PMNs; (D)
Producéo de 6xido nitrico de PMNSs.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca

estatistica entre os grupos (**) p<0,01 (***) p<0,001 (****) p<0,0001.
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5.2.6 Dosagem de proteinas totais

Na figura 18 mostra a sintese de proteinas totais produzidas por PMNs da “air
pouch” de camundongos infectados com P. brasiliensis ou P. lutzii, tratados ou nao
tratados com PVB. Os resultados revelaram que ha uma maior producdo de
proteinas totais, sendo mais significativo em PIl. Em PMNs infectados e tratados com
PVB houve uma maior producdo de proteinas totais independente da cepa e o
tempo de cultivo das células.

Figura 18 — Efeito do extrato da PVB em relacdo a sintese de proteinas totais por
PMNs em bolsa de ar subcutanea
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre a sintese de proteinas totais, o resultado é util para
identificar a producéo de proteinas produzidas por PMNs infectados com Paracoccidoides
brasiliensis ou Paracoccidioides lutzii, expostos ou ndo ao tratamento de PVB.

Nota: Os resultados de cada grupo est@o representados como médias + desvio padrdo. Diferenca

estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01(***) p<0,001 (****) p<0,0001.

5.2.7ABTS - Determinacao da atividade antioxidante pela Captura do Radical-

Céation

O teste de ABTS é utilizado para quantificar em uma amostra, seja ela de
natureza hidrofilica ou lipofilica, a atividade antioxidante (Gouveia; Lima, 2018).
Os resultados mostraram que PMNs infectados com P. brasiliensis e néo

tratados com PVB (figura 19 A) por si sO apresentam uma capacidade antioxidante
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maior em relacdo ao PMNs infectados com P. lutzii e ndo tratados com PVB (figura
19 B).

Em relac&o aos grupos que receberam o tratamento com PVB, os resultados
mostraram que ndo houve significancia estatistica independente do tempo de cultivo

destas células.

Figura 19 — Efeito do extrato da PVB na atividade antioxidante por PMNs sobre acéo
do teste de ABTS
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Fonte: Da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB na atividade antioxidante de PMNs, neste momento é analisado a
mmol/g de ABTS. (A) Niveis de ABTS na populacdo de PMNs de Paracoccidioides
brasiliensis quando expostos ou ndo ao tratamento da PVB, (B) Niveis de ABTS na
populacdo de PMNs de Paracoccidioides lutzii quando expostos ou ndo ao tratamento da
PVB.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrédo. Diferenga

estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01.

5.2.8Determinacdo da atividade antioxidante por meio do DPPH: 2,2-difenil-1-

picril-hidrazila

A anélise do método antioxidante por meio do DPPH é revelada através da
densidade optica (D.O) da amostra. O DPPH possui cor forte e vibrante e apés a
reagdo com uma amostra que contém compostos antioxidantes a absorbancia reduz
para amarelo palido.

A figura 20 mostra a analise de um método antioxidante, utilizando o teste de
DPPH. Na figura 20A é analisada a atividade antioxidante da PVB em animais
controles e expostos ao tratamento, do grupo de Paracoccidioides brasiliensis. No

entanto, observa-se que ha uma queda da D.O no grupo de animais tratados, o que
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evidencia uma reducdo da absorbancia e consequentemente um teor antioxidante
na amostra. O mesmo fato € observado na figura 20B, com isolado fungico de

Paracoccidioides lutzii.

Figura 20 — Efeito do extrato da PVB na atividade antioxidante por PMNs sobre acéo
do teste DPPH
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Determinagéo da atividade antioxidante da PVB com base no teste de DPPH. (A) Niveis de
atividade antioxidante através do DPPH secretados por PMNs de Paracoccidioides
brasiliensis quando expostos ou ndo ao tratamento da PVB, (B) Niveis de atividade
antioxidante através do DPPH secretados por PMNs de Paracoccidioides lutzii quando
expostos ou ndo ao tratamento da PVB.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrao. Diferenca
estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01.

5.2.9Dosagem de citocinas

Ha uma vasta diversidade de citocinas que agem em associacdo as células
do sistema imune, de forma a estimular, inibir ou imunomodular. As citocinas podem
ser denominadas como citocinas estimuladoras ou ndo estimuladoras de inflamacéao
(Varella; Forte, 2001).

As figuras 21 e 22 mostram o0s niveis de citocinas secretados por PMNs
obtidos da bolsa de ar subcutanea tanto de camundongos infectados com P.
brasiliensis ou P. lutzii, tratados ou nédo tratados com PVB. Em PMNs obtidos da
bolsa de ar subcutanea de camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados
com PVB notou-se que ha uma maior secrec¢ao de citocinas IL-12 e INF-y e menor
secrecdo de KC, GMCSF, IL-4, IL-6 e IL-10 (figura 21 A, B, C,De 22 E, F, G). Jaem
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P. lutzii e também tratados com PVB h& maior concentracdo de INF-y e IL-12 e
menor secrecdo de GMCSF, KC, IL-4, IL-6 e IL-10 (figura 21 A,B,C,De 22 E, F, G).

Figura 21 — Efeito do extrato de PVB sobre a atividade de citocinas INF-y, IL-12,
GMCSF e KC secretadas por PMNs obtidos da bolsa de ar subcutanea
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre a atividade de citocinas produzidas por PMNs. (A) Producéo
de INF-y de PMNs; (B) Producado de IL-12 de PMNSs; (C) Producdo de GMCSF de PMNs;
(D) Producao de KC de PMNSs.
Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca
estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01 (***) p<0,001 (****) p<0,0001.
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Figura 22 — Efeito do extrato de PVB sobre a atividade de citocinas IL-4, IL-6, e IL-10
secretadas por PMNs obtidos da bolsa de ar subcutanea
E F
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do extrato da PVB sobre a atividade de citocinas produzidas por PMNSs. (E) Producéo
de IL-4 de PMNSs; (F) Producao de IL-6 de PMNSs; (G) Producgédo de IL-10 de PMNSs.
Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrédo. Diferenca
estatistica entre os grupos (***) p<0,001 (****) p<0,0001.

5.2.10 Capacidade fagocitica de PMNs contra Paracoccidioides brasiliensis e
Paracoccidioides lutzii

Os gréficos representantes da capacidade antifungica de PMNs, de ambas
cepas, € ilustrado nas figuras 23A e 24A. As curvas tedricas dos numeros de CFU
presentes nas figuras foram geradas a partir do calculo da constante de killing (Kk),
cujo mede a capacidade dos PMNs em promover a morte das leveduras de Pb18 e
Pl. A constante de fagocitose (Kp), tem como fungdo medir a atividade fagociticas de
PMNs, em tempos de 30, 60 e 90 minutos.
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Analisando a cepa de Paracoccidioides brasiliensis, os resultados do grafico

da figura 23A mostram a curva extracelular de Pbl18 (linha laranja), a qual cai

discrepante ao passar do tempo, em contrapartida, o numero de fungos

intracelulares aumentaram (linha azul), a partir de 60 minutos. Tais fatos sao

evidenciados, uma vez que, grande parte das leveduras extracelulares sao

fagocitadas (figura 23C) e sofrem morte (figura 23B), no tempo de 30 minutos, ou

seja, demonstrando um efeito satisfatorio na reducédo de Pb18 viaveis.

Figura 23 — Atividade fagocitica de PMNs estimulados com extrato da PVB em
infeccédo de Paracoccidioides brasiliensis
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda

Pb18 + PVB extracelular

—— Pb18 + PVB intracelular
= = Pb18

Legenda: Analise do perfil fagocitico de PMNSs. (A) Sumario dos resultados dos testes de capacidade
de fagocitose e killing de PMNSs. (B) Grafico da Constante de Killing kk, mede a capacidade
de eliminacdo de leveduras pelos PMNs, € um grafico semi-logaritimo de levedura
extracelulares vs. tempo. (C) Gréfico da Constante de fagocitose kp, afere o indice de
leveduras fagocitadas pelos PMNs, o célculo para cada ponto de tempo é tracado, as barras
de erro representam os desvios padréo para leveduras intracelulares. Linha verde tracejada
representa a concentracdo de leveduras do grupo controle Pb18, que nao foi tratado com
PVB, linha laranja corresponde a concentracéo de leveduras extracelulares do grupo tratado
com PVB e a linha azul a quantidade de leveduras extracelulares deste grupo.

Observando a cepa de Paracoccidioides lutzii, os resultados do gréafico da

figura 24A demonstram ao passar do tempo uma queda significativa de PI

extracelular (linha laranja) e um aumento no namero de fungos intracelulares, a

partir de 60 minutos. Isso ocorre, visto que, grande parte dos numeros de Pl séao

fagocitados, assim como é encontrado no tempo de 30 minutos pela Kp (figura 24C),
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onde ocorre a morte das leveduras, como expresso em Kk (figura 24B), ou seja, a
partir do momento em que niveis de extracelulares diminuem, ocorre a fagocitose e

posteriormente a morte de fungos viaveis.

Figura 24 — Atividade fagocitica de PMNs estimulados com extrato da PVB em
infeccédo de Paracoccidioides lutzii
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Analise do perfil fagocitico de PMNSs. (A) Sumario dos resultados dos testes de capacidade
de fagocitose e killing de PMNSs. (B) Grafico da Constante de Killing kk, mede a capacidade
de eliminacdo de leveduras pelos PMNs, é um grafico semi-logaritmico de levedura
extracelulares vs. tempo. (C) Grafico da Constante de fagocitose kp, afere o indice de
leveduras fagocitadas pelos PMNSs, o calculo para cada ponto de tempo é tracado, as barras
de erro representam os desvios padréo para leveduras intracelulares. Linha verde tracejada
representa a concentracdo de leveduras do grupo controle PI, que nédo foi tratado com PVB,
linha laranja corresponde a concentracdo de leveduras extracelulares do grupo tratado com
PVB e a linha azul a quantidade de leveduras extracelulares deste grupo.
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6 DISCUSSAO

A PCM é uma infeccdo fungica prevalente nas Américas e com alta incidéncia,
em especial no Brasil (Ferreira, 2009). Apesar de ser uma doenca fungica sem
indice de notificagcdo compulséria, sabe-se que esta micose atinge diversos
individuos anualmente, em nosso pais. A epidemiologia mostra que ha um aumento
do numero de individuos portadores, além disso, h4 um arsenal terapéutico com
nameros reduzidos de farmacos em relacdo ao que é disponivel no tratamento das
infeccdes bacterianas. E valido ressaltar que é longo o prazo de tratamento, o que é
relatado por Santos et al (2020). Pensando neste fato, a utilizacdo do extrato da PVB
pode ser uma terapia complementar associado ao tratamento medicamentoso,
justamente, por se tratar de um produto natural descrito na literatura por obter
compostos capazes de manifestar atividades bioldgicas como anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante e outras.

A PVB é um tipo de propolis exclusiva no Brasil. A composicdo de uma
propolis é determinada principalmente pelas caracteristicas fitogeograficas
existentes ao redor da colmeia. Entretanto, a composi¢cao da prépolis também varia
sazonalmente em uma mesma localidade (Sforcin; Bankova, 2011).

A amplitude das atividades farmacoldgicas da propolis € maior em regifes
tropicais do planeta e menor nas regides temperadas, refletindo a diversidade
vegetal destas regides: nas regides tropicais a diversidade vegetal € muito superior a
diversidade observada nas regifes temperadas. Embora a composi¢cao quimica da
propolis seja um dado extremamente importante, suas distintas atividades
farmacolégicas podem também decorrer do sinergismo entre seus diversos
compostos quimicos. Os principais compostos quimicos isolados da propolis, até o
momento, podem ser organizados em alguns grupos principais como: acidos e
ésteres alifaticos, 4cidos e ésteres arométicos, agucares, alcoois, aldeidos, acidos
graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas, charconas e di-hidrocharconas,
flavonoides (flavonas, flavonois e flavononas), terpendides, proteinas, vitaminas B1,
B2, B6, C, e também, diversos minerais (Moise; Bobis, 2020; Sforcin et al., 2012).

Os resultados iniciais in vitro foram de extrema importancia para elucidar o
efeito da PVB sobre diferentes cepas de Paracoccidioides spp. (figura 9, 10 e 11).
Estes dados sédo inéditos, uma vez que, ha poucos relatos sobre a descricdo da

interagcédo de P. lutzii com o sistema imune e avaliacdo microbicida. Os resultados in
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vitro se mostraram promissores, pois foi evidenciado que ha uma reducdo do
namero de P. brasiliensis e P. lutzii viaveis quando tratados com PVB na
concentracédo de 500mg/mL (figura 9).

Ao analisar se a concentragao testada de PVB apresentava toxicidade sobre
cultura de células esplénicas, os resultados mostraram que ha um maior nimero e
viabilidade das células (figura 10). Os achados acima citados podem ser
correlacionados de maneira satisfatoria com os resultados de Kucharzewski et al.,
(2013), o qual evidenciou que a propolis possui propriedades imunomoduladoras
capazes de estimular a regeneracdo de tecidos, fatores antioxidantes e
radioprotetores. Também Sforcin e Bankova (2011) descrevem que a prépolis esta
associada em estimular o sistema imunolégico in vitro, além de ativar os
mecanismos envolvidos na morte de microrganismos (Sfocin, 2016). Além destes
autores, ha também Orsi et al.,, (2012) e Piana e Sforcin, (2016), ambos vém
estudando os efeitos do extrato da propolis juntamente com medicamentos, em uma
acado combinatoria, estes estudos séo realizados a fim de investigar uma futura
reducdo do tempo de tratamento e consequentemente os efeitos colaterais em
pacientes, em fase de tratamento.

Neste trabalho foi utilizado o extrato etandlico da PVB. Autores como
Fosqueira et al., 2008, na busca pelo efeito da propolis sobre microrganismos,
menciona a obtencao de resultados satisfatérios quando aplicado o extrato etandlico
sobre microrganismos como Candida albicans, estes achados sdo similares aos
apresentados em nossa pesquisa, visto que, foi capaz de reduzir significativamente
as unidades formadoras de coldnias, tanto de Paracoccidioides brasiliensis assim
como de Paracoccidioides lutzii.

O extrato da propolis utilizado durante a pesquisa foi diluido por meio do
veiculo alcool etilico. O diluente utilizado ndo afetou a viabilidade de esplendcitos e
células fungicas, o que também foi correlacionado com a pesquisa de Pietta et al.,
(2002), no qual o alcool etilico é o solvente mais utilizado para a diluicdo da propolis
justamente por néo interferir na acao dos ativos bioldgicos.

O segundo passo deste trabalho foi avaliar o efeito de PVB no modelo de
infeccdo ex vivo. Ao avaliar a populagéo celular que migrou para “air pouch”, foi
possivel constatar a presenca de um numero significativo de PMNs. O numero
absoluto de células presentes nas bolsas de camundongos infectados com Pb18 e

tratados com PVB foi menor em relacdo aos que nao receberam tratamento (figura
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13A), o que se difere de Pl (figura 13A). A literatura descreve que PMNs de
pacientes infectados com Paracoccidioides spp. sdo deficientes em eliminar o fungo,
porém observa-se nestes resultados que, embora tenham uma menor migracdo de
PMNs para a “air pouch”; aparentemente estes estdo metabolicamente mais ativos
nos camundongos que receberam o tratamento com PVB (figura 13C).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao fatores que demarcam o
estresse celular juntamente com os niveis de radicais livres que s&@o toxicos para o
organismo. No entanto, a avaliagdo de enzima catalase e liberacdo de peréxido de
hidrogénio nesta etapa demonstram uma quebra da cascata do estresse oxidativo as
células, ocasionado no ambiente celular (Barreiros et al., 2006; Duda, 2013). Na

amostragem de PMNs obtidos de “air pouch”, do grupo infectado com
Paracoccidioides brasiliensis e tratados com PVB, ha uma maior liberacdo de 6xido
nitrico (NO) nos tempos de 2 e 18 horas (figura 17D). Ainda sobre este grupo
experimental foi possivel observar uma menor liberacdo de peroxido de hidrogénio e
enzima catalase (figura 17A e 17C). Este fato demonstra que existe um dano celular,
ja que ndo apresentam niveis maiores de H202 e CAT. Nos camundongos infectados
com Paracoccidioides lutzii e tratados com PVB existe uma queda na liberacdo de
NO e maior sintese de enzima catalase em 2 e 18 horas (figura 17D, 17B). Isto
demonstra uma conversao do estado de estresse oxidativo em um ambiente menos
agressor para célula. Este mesmo resultado é evidenciado por Orsi et al., (2000) o
qual relata que a prépolis possui a capacidade de inibir a producdo de 6xido nitrico.
O indice de ABTS, consiste na determinacdo da atividade antioxidante pela
captura do radical-cation. Esta técnica é utilizada para identificar o nivel de atividade
antioxidante total de uma amostra (De Melo et al.,, 2014; Gouveia; Lima, 2018).
Sendo assim, sdo denominados antioxidantes aquelas substéncias capazes de
reduzir ou inibir a oxida¢ao (Thomas, 2000; De Melo et al., 2014). De acordo com 0s
dados obtidos no presente estudo, a PVB possui propriedade bioldgica antioxidante
principalmente em no tempo de 2 horas, sobre PMNs obtidos de camundongos
infectados com P. lutzii (figura 19B). Este achado corrobora com diversos autores,
como: Ito et al., (2001), Alencar et al., (2007), Sawaya et al., (2011) e, por fim, De
Melo et al.,, (2014), os quais citam a presenca de atividade antioxidante neste
produto natural. Além destes estudos, Fabris et al., analisou e comparou as
propriedades das propolis italiana, russa e brasileira e os resultados observados &

gue o extrato etandlico da propolis de origem italiana e russa possui atividades
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antioxidantes iguais, pelo fato de possuirem composicao polifendlica iguais, por
outro lado, a propolis de origem brasileira possui uma menor composi¢ao
polifendlica, gerando uma atividade biologica antioxidante fraca. Este achado pode
explicar o fato da presenca antioxidante da PVB ter sido apenas no tempo de 2
horas de tratamento (Fabris et al., 2013; Silva-Carvalho; Baltazar; Almeida-Aguiar,
2015).

Ao observar a concentracdo de proteinas totais encontradas na cultura de
PMNs obtidos da “air pouch”; observa-se um aumento na quantidade de proteinas
secretadas tanto nos camundongos infectados com P. brasiliensis quanto P. lutzii,
tratados com o extrato de PVB (figura 18). No entanto, observa-se que ha uma
producdo maior de proteinas totais de PMNSs infectados com P. lutzii, achados como
estes sdo similares aos estudos de Felipe et al., (2005) e da Silva Neto et al., (2014),
0S quais, descrevem que, enquanto a resposte imune celular contra P. brasiliensis é
comumente conhecida por reacfes inflamatérias de caracteristica granulomatosa,
lesbes disseminadas e altos indices de anticorpos, o P. lutzii ttm demonstrado uma
resposta imune celular especifica com uma expressao génica e foco na secrecao de
proteinas (Siqueira et al., 2015).

A primeira célula a migrar para o local da lesdo é o neutrdfilo. Os neutréfilos
tém uma participacdo importante no controle da disseminacdo do Paracoccidioides
spp., as funcdes exercidas pelo neutréfilo como morte do fungo, faz-se necessario a
secrecdo de citocinas. Para isso, neste estudo foi realizado a dosagem da
concentracdo de citocinas secretadas por PMNs recrutados da bolsa de ar
subcutanea, infectados com P. brasiliensis ou P. lutzii; para evidenciar quais séo
secretadas na presenca de PVB (figura 21 e 22). Existem citocinas, classificadas
entre estimuladoras ou ndo estimuladoras, também conhecidas como pro e anti-
inflamatorias (Varella; Forte, 2001). De acordo com Sforcin (2016) a PVB possui
mecanismos capazes de modular o sistema imune, especialmente a imunidade
especifica. Isto também é citado por Bufalo et al., (2014) o qual menciona a propolis
com efeito imunomodulador em receptores celulares, a¢des fungicidas e sendo
capaz de exercer atividade sobre a producgao de citocinas, em humanos, a depender
da dose.

Em relagéo a sintese de proteinas, PMNs infectados com Paracoccidioides
brasiliensis e tratados com PVB ha uma maior secrecao de citocinas IL-12 e INF-y e
menor secrecdo de GMCSF, KC, IL-4, IL-6 e IL-10. J& em PMNs infectados com
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Paracoccidioides lutzii e tratados com extrato da PVB também ha maior
concentracdo de IL-12 e INF-y. Estes resultados sdo opostos ao reportado por
Sforcin (2016), na qual a propolis foi capaz de ativar células dentriticas e a producéo
de IL-6 e IL-10. Além disso, Szliszka et al., (2013) em uma analise sobre o efeito da
Artepilin C (composto quimico presente na PVB) em macréfagos RAW?264.7
evidenciou que ha uma inibicdo na producéo de algumas citocinas, dentre elas a KC
(quimiocina derivada de queratindcitos) (Sforcin, 2016), o que se associa ao achado.

Ainda sobre a participacdo dos PMNSs, a atividade fagocitica destas células
foram melhoradas com o tratamento de PVB (figura 23 e 24). O extrato de PVB foi
capaz de imunoestimular estas células. Tal atividade biolégica pode ser atribuida a
este composto natural, visto que, apresenta compostos biolégicos que podem estar
atuando na estimulacédo celular. Este resultado pode ser comprovado por meio da
viabilidade celular, pois ha uma maior ativacdo das células tratadas (figura 13C).
Também, a PVB pode estar ajudando as células a se tornarem mais eficientes
mesmo estando em menor quantidade (figura 13A, 13B).

Contudo, de acordo com os resultados apresentados, 0S mesmos Sao
promissores, pois a literatura descreve que os neutrofilos de pacientes acometidos
com ambas espécies patogénicas, P. brasiliensis e P. lutzii, ndo apresentam uma
resposta satisfatoria na eliminacéo do fungo (Burger et al., 2021). Portanto, o uso da
PVB pode ser uma nova terapia complementar para o tratamento da PCM.


https://onlinelibrary-wiley.ez37.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1002/ptr.5605#ptr5605-bib-0154
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7 CONCLUSOES

A partir do modelo in vitro é possivel confirmar que o extrato da PVB possui
efeito diretamente sobre células do sistema imune, uma vez que, h& maior
viabilidade celular quando submetidas ao tratamento. Também, a PVB demonstrou
acao sobre culturas de Paracoccidioides spp., reduzindo a quantidade de células
fungicas viaveis.

Na andlise do modelo ex vivo é identificado a acdo da PVB sobre os PMNs
recrutados na bolsa de ar subcutanea, evidenciando que o extrato possui um poder
de estimular a acdo dos PMNs, uma vez que, ha o aumento da viabilidade e de
citocinas que conferem a resisténcia do organismo ao fungo. Além disso, a PVB
reduziu células leveduriformes no teste de unidades formadoras de colbnias, em
ambos grupos.

Contudo, a propolis verde brasileira foi capaz de imunomodular o sistema
imune, uma vez que, animais tratados possuem maior atividade de PMNs, além
disso, reduziu o numero de fungos viaveis e estimulou a producdo de proteinas
totais e citocinas ligadas a resposta do tipo Thl. Nesse sentido, a aplicacdo do
extrato da PVB pode ser um fator promissor ao longo do tratamento e desfecho da

micose.
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ANEXOS

Neste campo, sera anexado documentos relacionados a regularizacado do uso
de animais na pesquisa, por meio do Comité de Etica no Uso de Animais, da
Universidade Federal de Alfenas. Além disso, a apresentacdo de materiais

suplementares do projeto.

ANEXO A — CERTIFICADO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

MINISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

Lei & TL.L54, e 2 e juibee de 2005

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUAUNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E
ANTIFUNGICA DA PROPOLIS VERDE, registrada com o n® 0034/2022, sob a responsabilidade de
Eva Burger, que envalve a producdo, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com vigéncia de 02/09/2022 a
02/09/2023, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-
UMIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.
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ANEXO B — MATERIAL SUPLEMENTAR
1 Anélise da propolis verde brasileira
Para analise fisico quimica da prépolis verde brasileira foi realizado, por meio

do espectrofotdmetro, a determinacdo dos compostos fenodlicos totais. O teste

demonstra a quantidade de compostos fendlicos, de modo geral.
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Quadro 3 — Andlise fisico quimica da PVB por meio do teste de espectrofotbmetro
Resultados fisico quimicos

Ensaio Resultado Unidade Referéncia

Compostos fendlicos
(Espectrofotometria) (g/100g) (LQ <1,50 4,03 9/100g MTFQ-046
g/100g)

Legenda: LQ - Limite de Quantificagdo / VR - Valor de Referéncia / NA - Nao Aplicavel

Fonte: da autora, 2024.

2 Analise da citotoxicidade do veiculo de diluicdo

O veiculo de diluicdo utilizado no preparo do extrato da PVB foi o alcool
absoluto, na concentracdo de 10% (1:10). Para a analise da citotoxicidade do alcool,
o mesmo foi adicionado sobre esplendcitos, em co-cultivo. Apos este processo foi
feito a quantificagdo de esplendcitos viaveis, niveis de metabolizacdo de
desidrogenases mitocondriais e 0 numero de CFU. No entanto, foi observado que o
veiculo de diluicdo ndo apresentou citotoxicidade aos esplendcitos (figura 25) e,
também, ndo foi capaz de reduzir os numeros de fungos viaveis, uma vez que,
amostra o qual continha o veiculo se manteve similar ao controle (figura 26).

Vale ressaltar que, o extrato da PVB possui coloracdo forte em tons verde
exército, nesse viés ao ser manuseada e adicionada em placas de leitura de D.O a

mesma possui maior absorbancia devido a intensidade de sua cor.
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Figura 25 — Efeito do veiculo de diluicdo sobre cultura de esplendcitos
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Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do veiculo de diluicdo sobre culturas de esplendcitos, em um processo de co-cultivo,
cujo objetivo é investigar a citotoxicidade do alcool por meio da quantificacdo das células
esplénicas.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padréo. Diferenca

estatistica entre os grupos (**) p<0,01 (***) p<0,001 (****) p<0,0001.

Figura 26: Efeito do veiculo de diluicdo sobre a quantificacdo de fungos viaveis

4001

350+ s
e
3001
250+
—_—
—E' sy ——
S 2004
LL
o
1501
100
——
504 7/
0 ’ T 4422
> Q Q> > Q
& & & &S R
x ,8) \x v Q\
O
& < ¢

Fonte: da autora, 2024.

Legenda: Efeito do veiculo de diluicdo sobre a quantificacdo de fungos viaveis, cujo objetivo é
identificar por meio do nimero de unidade formadoras de col6nias (CFU) o efeito do alcool
na no nimero de fungos viaveis.

Nota: Os resultados de cada grupo estdo representados como médias + desvio padrdo. Diferenca

estatistica entre os grupos (*) p<0,5 (**) p<0,01 (****) p<0,0001. Teste one way Anova e Two
way Anova com pos teste de Tukey.



