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BOSINI, Marina Andrea. Potencial antifungico de méis produzidos por abelhas sem
ferrdo (Meliponinae) em Candida albicans. 2014. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

Candida albicans normalmente participa da microbiota humana, colonizando diversos sitios
anatdmicos. O estado imunoldgico, 0 ambiente da mucosa bucal do individuo e os fatores de
viruléncia da levedura contribuem para o estabelecimento da candidiase orofaringea. O
crescimento dos microrganismos na forma de biofilme, definido como células aderidas em
uma superficie ou interface (células sésseis), que secretam e sao embebidas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares, confere vantagens em relacdo as células plancténicas,
como maior resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos. A
toxicidade, elevado custo e aparecimento de resisténcia sdo limitacGes dos poucos
antifungicos disponiveis para o tratamento de infeccGes por Candida spp. Como alternativa,
estudos com produtos naturais tém sido conduzidos. Os méis possuem propriedades
anticarcinogénicas, antivirais, antimicrobianas e cicatrizantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial antifungico de méis produzidos pelas espécies de meliponineos
Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona postica em C. albicans. As dezesseis cepas
analisadas foram sensiveis a ambos 0s meis, e a CIMso variou entre 10% a 40% (v/v). Os méis
também foram capazes de reduzir em até 35,2% a adesdo de C. albicans em poliestireno e em
até 63% a biomassa do biofilme. Concentracdes acima de 10% para ambos os méis foram
capazes de reduzir significativamente a morfogénese do isolado clinico 82, e concentracBes
acima de 20% para o0 mel de S. bipunctata e 40% para o mel de S. postica reduziram a
morfogénese da cepa de referéncia C. albicans ATCC MYA-2876. Os resultados indicam 0
potencial antifingico dos méis obtidos das abelhas indigenas sem ferrdo S. bipunctata e S.
postica sobre C. albicans. Como vantagens os produtos naturais apresentam baixo custo e
facil acessibilidade.

Palavras chave: Candida albicans. Mel. Antifangicos. Morfogénese. Adesao. Biofilme.



BOSINI, Marina Andrea. Antifungal potential of honeys produced by stingless bees
(Meliponinae) on Candida albicans. 2014. 84 p. Dissertation (Master's Degree Dissertation
in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Candida albicans normally participates of the human microbiota, colonizing various
anatomical sites. The immune status, the environment of the oral mucosa and the virulence
factors of the yeast contribute to the establishment of oropharyngeal candidiasis. The growth
of the microorganisms in biofilm form, defined as cells attached to a surface or interface
(sessile cells) that secrete and are embedded in a matrix of extracellular polymeric substances,
gives advantages over the planktonic cells, such as increased resistance to defense
mechanisms of the host and antimicrobial. Toxicity, high cost and emergence of resistance are
limitations of the few antifungal agents available for the treatment of infections by Candida
spp. Alternatively, studies with natural products have been conducted. Honeys have
anticarcinogenic, antiviral, antimicrobial and healing properties. The aim of this study was to
evaluate the antifungal potential of honeys produced by species of stingless bees
Scaptotrigona bipunctata and Scaptotrigona postica in C. albicans. The sixteen strains
analyzed were susceptible to both honey and MICso ranged from 10% to 40% (v/v). Honeys
were also able to reduce in 35.2% the adhesion of C. albicans to polystyrene and in 63% the
biofilm biomass. Concentrations above 10% for both honeys were able to significantly reduce
the morphogenesis of the clinical isolate 82, and concentrations above 20% for S. bipunctata
honey and 40% for S. postica honey reduced the morphogenesis of C. albicans ATCC MYA-
2876 reference strain. The results indicate the antifungal potential of honeys obtained from
indigenous stingless bees S. bipunctata and S. postica in C. albicans. As advantages, the
natural products present low cost and easy accessibility.

Keywords: Candida albicans. Honey. Antifungals. Morphogenesis. Adhesion. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

O género Candida agrupa espécies classificadas como oportunistas, e patogénicas ao
homem ou animais (KIRK et al., 2008). Participantes da microbiota normal em individuos
saudaveis, Candida spp. “aproveitam” um desequilibrio no estado imunologico do individuo
para transitar do estado comensal para o patogénico, causando uma série de infecgdes
(PFALLER et al., 2007).

No mundo, as espécies de Candida mais comumente isoladas de infecces sdo em
ordem decrescente: Candida albicans (63,8%), Candida glabrata (11,6%), Candida tropicalis
(7,7%), Candida parapsilosis (6,3%) e Candida krusei (2,5%), entretanto esta frequéncia
varia conforme a regido geografica. A Asia, Europa e Africa acompanham a distribuicio das
espécies, citada anteriormente, e uma maior frequéncia de C. albicans (64,4% a 67,9%) em
relacdo a média global é observada nessas regides. Na América C. albicans (48,9% a 51,8%)
é isolada em menor frequéncia, sendo que na América do Norte sdo mais frequentes C.
glabrata (21,1%) e C. parapsilosis (13,6%) em relacdo a outras regides (PFALLER et al.,
2010). No Brasil, C. tropicalis (13,9% a 24,3%) e C. parapsilosis (20% a 23,8%) seguem
como espécies mais comuns de candidiases ap6s C. albicans (34,4% a 42,5%) (JUNIOR et
al., 2011; MATTA et al., 2007; NUCCI; COLOMBO, 2007).

Espécies do género Candida apresentam uma série de fatores que contribuem para a
patogénese da infeccdo como: a producdo de hemolisinas, secrecdo de enzimas hidroliticas,
hidrofobicidade da superficie celular, producdo de hifas e biofilme (GOW et al., 2012;
HAZEN et al., 1991; LIU; FILLER, 2011; ZHU; FILLER, 2010). O biofilme é a forma de
organizacdo predominante entre 0os microrganismos, sendo caracterizado por células sésseis
que estdo aderidas a um substrato, interface ou umas as outras e embebidas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares. As células participantes do biofilme possuem
alteracbes fisiologicas em relagdo as células plancténicas como, taxa de crescimento,
metabolismo e transcricdo génica alterados (RAMAGE et al., 2012). A presenga de biofilmes
estd associado a altas taxas de mortalidade em infecgdes sistémicas por Candida spp. Isto
pode estar associado ao fendtipo de resisténcia das células sésseis a maioria dos antifungicos
tradicionais, como fluconazol, anfotericina B, voriconazol e nistatina, e aos mecanismos de
defesa do hospedeiro (BIZERRA et al., 2008; CHANDRA et al., 2001; FIORI et al., 2011,
KATRAGKOU et al., 2008;MARTINS et al., 2011;NETT et al., 2010; TUMBARELLO et
al., 2012).
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Atualmente tem se observado um aumento na frequéncia de isolados resistentes aos
azois, além de relatos de cepas resistentes a outros antifungicos (HULL et al., 2012; JIANG et
al.,, 2013; MANN et al.,, 2009;PFALLERet al., 2011). Uma das possiveis causas € 0
tratamento profilatico ou a longo prazo, comum em pacientes imunossuprimidos, que aumenta
o risco de colonizacdo por cepas dose-dependentes ou resistentes ao fluconazol (MANN et al.,
2009; NOEL, 2012). A alta toxicidade, via de administracdo e elevado custo sdo outras
limitacdes dos poucos antifangicos atualmente disponiveis(GROVER, 2010; HULL et al.,
2012; RAO, 2012).

Como alternativa a essas limitacGes, estudos com produtos naturais tém sido
conduzidos, devido ao seu baixo custo e facil acessibilidade. O mel possui atividade
antimicrobiana em uma série de patogenos, e ja foram relatados efeitos antibacteriano,
antifungico, antiviral e nematicida de diferentes méis originarios de diversas regifes ao redor
do mundo (GOERDT et al., 2013; LIU et al., 2013;MAGHSOUDI et al., 2011; SAJID;
AZIM, 2012; SHAHZAD; COHRS, 2012; SIMON et al., 2009; WEN et al., 2012).0 efeito
antimicrobiano dos méis pode ser atribuido a uma série de fatores, como: alta osmolaridade,
baixo pH, producdo de perdxido de hidrogénio e outros compostos como os flavonoides e
acidos fenodlicos (AURONGZEB; AZIM, 2011).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DE ESPECIES DO GENERO CANDIDA

Atualmente cerca de 100.000 diferentes espécies de fungos sdo descritas na literatura
enquanto estimativas sugerem a existéncia de 3,5 a 5,1 milhdes de fungos néo identificados
(KIRK et al., 2008; O'BRIEN et al., 2005). Os fungos representam uma diversidade de
organismos eucariotos, heterotréficos, unicelulares ou filamentosos, ou multicelulares que se
nutrem por absorcdo (SIDRIM; ROCHA, 2004). A maioria dos fungos apresenta forma
filamentosa, sendo constituido por hifas, septadas ou ndo que tém a fungdo de nutricdo e
reproducdo. As leveduras sdo fungos unicelulares, de forma ovalada ou arredondada.
Diferentemente de fungos filamentosos, a identificacdo fenotipica das leveduras ndo €
baseada somente no aspecto microscopico ou caracterizacdo das col6nias, € necessario

também a realizacéo de testes bioguimicos e/ou moleculares (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Entre as diferentes espécies de fungos microscopicos existentes, poucas Sao
patogénicas para 0 homem e outros mamiferos. Leveduras do género Candida participam
como comensais da microbiota humana em diversos sitios anatdmicos como pele, trato
respiratorio, conjuntiva, ouvido externo, trato gastrointestinal e urinario, cavidade bucal e
vaginal em individuos saudaveis (AKPAN; MORGAN, 2002; MERENSTEIN et al., 2013;
SIDRIM; ROCHA, 2004). No entanto, em pacientes imunossuprimidos ocorre a transicdo
entre o0 estado comensal para o estado patogénico da levedura, acarretando infec¢Ges cutaneas,

vulvovaginais, orofaringeas, urinarias e sistémicas (PFALLER et al., 2007).

Pfaller et al. (2010), ao analisarem 256.882 isolados provenientes de infeccdes por
Candida spp., relataram a seguinte distribuicdo global de espécies: C. albicans (65,3%), C.
glabrata (11,3%), C. tropicalis (7,2%), C. parapsilosis (6,0%) e C. krusei (2,4%). Entretanto
a frequéncia das especies pode mudar conforme a localizacdo geografica. No continente
americano, a incidéncia de C. albicans é menor que no resto do mundo, sendo de 48,9% na
América do Norte e 51,8% na América Latina. Na América Latina e algumas regides da Asia,

C. tropicalis é a segunda espécie mais frequente.
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2.2 CANDIDIASE OROFARINGEA

Espécies do género Candida estdo presentes na microbiota bucal de 30% a 50% dos
individuos saudaveis, sendo que C. albicans é a espécie mais comum. Porém a colonizagdo
por outras espécies como C. tropicalis, C. glabrata, C. kefyr, C. guilliermondii, C. krusei e C.
parapsilosis ja foram relatadas (DEORUKHKAR; KATIYAR; SAINI, 2012; LI et al., 2013;
RAO, 2012).

O estado imunoldgico do individuo, o ambiente da mucosa bucal e os fatores de
viruléncia da levedura contribuem para a transicdo entre o estado comensal e patogénico das
espécies de Candida (LIU; FILLER, 2011). Os fatores de risco para o desenvolvimento de
candidiase orofaringea sdo: xerostomia, imunossupressao, deficiéncias nutricionais, alteracdes
dos mecanismos de defesa do hospedeiro que podem ser decorrentes de mudancas fisiologicas
caracteristicas da infancia e envelhecimento, uso de proteses dentais, dieta rica em
carboidratos, cancer bucal, desordens enddcrinas, tabagismo, uso prolongado de antibioticos
de amplo espectro, uso de esteroides, diabetes (AKPAN; MORGAN, 2002; GIANNINI;
SHETTY, 2011; RAO, 2012).

A candidiase orofaringea pode se manifestar de diversas formas como: candidiase
pseudomembranosa, eritematosa aguda, eritematosa crénica e hiperplasica. A candidiase
pseudomembranosa € caracterizada por placas esbranquicadas na superficie labial, palato,
lingua, mucosa bucal e assoalho da boca. As placas sdo constituidas por células epiteliais
descamadas, fibrinas e hifas (SILVERMAN; LUANGJARMEKORN; GREENSPAN, 1984).
A candidiase eritematosa € caracterizada pela presenca de lesdes vermelhas dolorosas na
lingua, mucosa bucal e palato. A forma aguda ocorre pela redugdo de bactérias na microbiota
bucal devido ao uso de antibidticos de amplo espectro, o que facilita 0 crescimento de
Candida spp. Ja a forma crénica tem como fator de risco principal o uso de préteses dentarias.
Neste caso, as lesdes vermelhas se encontram nas superficies que entram em contato com a
protese (WILLIANS et al., 2011). A candidiase hiperplasica € comum em fumantes e nas
regibes lesionadas podem desenvolver carcinomas de células escamosas (SITHEEQUE;
SAMARANAYAKE, 2003).

A escolha do tratamento adequado para a candidiase orofaringea depende da

severidade da infeccdo e se esta se encontra no estado agudo ou crénico. A infecgdo em
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estagios iniciais envolve a administracdo topica de nistatina, anfotericina B ou azdis, enquanto
em uma infeccdo severa é recomendado a administracdo intravenosa de determinados azois

como o fluconazol, cetoconazol, miconazol e itraconazol (GIANNINI; SHETTY, 2011).

2.3 ANTIFUNGICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DAS CANDIDIASES E MECANISMOS DE

RESISTENCIA

Os principais farmacos utilizados para o tratamento de candidiases se distribuem em
quatro classes de acordo com a estrutura molecular e mecanismo de agdo: azdis, poliénicos,
flucitocina e equinocandinas. O fluconazol, como descrito anteriormente, é o antifungico de
escolha para o tratamento das candidiases. Seu maior efeito é a inibicdo da proteina ERG11p
ou l4a-esterol demetilase, que atua na biossintese do ergosterol, o principal esterol da
membrana plasmatica do fungo (figura 1). Alguns azois também podem agir em outras etapas
do metabolismo deste componente da membrana plasmética de Candida spp. (ODDS;
BROWN; GOW, 2003). Os azois apresentam efeito fungistatico e agem como inibidores
competitivos de oxigénio no sitio catalitico da enzima, impedindo a oxidacdo do substrato
lanosterol e, consequentemente, levando a uma deficiéncia na producdo de ergosterol e um
acmulo de ester6is metilados, como lanosterol, 4,14-dimetilzimosterol e 24-
metilenedihidrolanosterol, toxicos para a levedura (GHANNOUM; RICE, 1999; TURI;
LOPER, 1992). A diminuicdo do ergosterol na membrana plasmatica altera sua fluidez e
permeabilidade, assim como o correto funcionamento das proteinas de membrana plasmatica,
a compartimentalizacdo de membrana, a endocitose e fusdo de vactolos (NOEL, 2012;
ODDS; BROWN; GOW, 2003).

O uso de azois é contra-indicado para individuos com doencas hepaticas e renais, uma
vez que o tratamento o longo prazo estd relacionado a toxicidade hepatica (GIANNINI;
SHETTY, 2011; RAO, 2012; WANG et al., 2010).

O tratamento profilatico ou a longo prazo, comum em pacientes imunossuprimidos,
aumenta o risco de colonizacdo por cepas dose-dependentes ou resistentes ao fluconazol
(BRION; UKO; GOLDMAN, 2007; MANN et al., 2009). Mann et al. (2009) investigaram o
efeito do tratamento profilatico com fluconazol, posoconazol e itraconazol em pacientes

imunossuprimidos. Os trés azdis foram capazes de diminuir progressivamente o numero de
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pacientes colonizados por C. albicans durante o tratamento, porém houve um aumento na
frequéncia de colonizagdo por C. glabrata e C. krusei com o uso de posoconazol e
itraconazol, e fluconazol, respectivamente. No final do tratamento, aproximadamente 20%
dos isolados apresentaram sensibilidade reduzida a pelo menos um dos azois utilizados no

experimento. A profilaxia com fluconazol resultou em isolados resistentes aos trés azois.

Figura 1 -Via da biossintese do ergosterol e etapas nas quais os antifungicos exercem
atividade inibitdria

Esqualeno

|
ol

Esqualeno-2, 3-epoxido

B T~

24.Metilenedihidrolanosterol

Fisconamal
Teraconzmol .
el Virisoazsal

4, 14-Dimetilzimosterol
Flacomanol
%I‘\:zmu\:ﬂ lq@‘#
Wericomana]
W Obtuzlifoliol

Zimosterol ’Ugg&
\ / 14 Metilfecosterol

L
Ergosterol

%j_

o

Fonte: GHANNOUM e RICE, 1999.

O tratamento inadequado, como a administracdo de dosagens sub-inibitorias ou 0 uso
de fluconazol para espécies naturalmente resistentes contribui para a sele¢do de isolados
resistentes (NOEL, 2012). Algumas espécies como C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e

C. rugosa podem apresentar naturalmente sensibilidade reduzida ao fluconazol (PFALLER et
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al., 2010). A resisténcia aos azodis pode estar associada a expressao aumentada de bombas de
efluxo codificadas pelos genes MDR e CDR, levando a uma diminui¢do da concentragéo do
antifangico intracelularmente. Este mecanismo de resisténcia foi observado em C. albicans
(codificado pelos genes MDR1, CDR1 e CDR2), C. glabrata (genes CgCDR1 e CgCDR2) e
C. dubliniensis (genes CAMDR1 e CdCDR1). Enquanto a expressdo aumentada de bombas de
efluxo codificadas pelo gene MDR confere resisténcia somente ao fluconazol, aquelas
codificadas pelos genes CDR parecem afetar todos os azdis (PFALLER, 2012). Outro
mecanismo de resisténcia envolve mutac6es pontuais no gene ERG11, que acaba codificando

uma enzima com afinidade reduzida ou incapacidade de ligacéo aos azois (PFALLER, 2012).

A anfotericina B e nistatina pertencem a classe dos poliénicos, e agem alterando a
permeabilidade da membrana celular. Estes antifingicos se ligam a esterdis da membrana
fungica, criando canais que permitem a saida de ions monovalentes e resultando em lise
celular. Apesar da maior afinidade pelo ergosterol, estes farmacos podem se ligar a outros
esterdis, como o colesterol que compde a membrana de células de mamiferos, sendo
altamente téxicos (HULL et al., 2012; ODDS; BROWN; GOW, 2003). A formulacao
tradicional da anfotericina B estd relacionada a toxicidade renal, o que pode causar a
descontinuidade do tratamento (WANG et al., 2010). Novas formulacGes da anfotericina B
como a suspensdo coloidal, complexo lipidico e anfotericina B lipossomal apresentam
capacidade reduzida de causarem nefrotoxicidade, porém acarretam em um aumento da
toxicidade hepética, sendo observadas desde alteracdes na funcédo a casos fulminantes e fatais
de insuficiéncia do 6rgado (WANG et al., 2010).

A sensibilidade reduzida a anfotericina B por Candida spp. € incomum, porém, ja foi
relatada em C. albicans e C. glabrata, e esta relacionada a alteragcbes na composicdo dos
ester6is da membrana flangica, como consequéncia de mutacdes nos genes ERG que
codificam uma série de enzimas da biossintese do ergosterol (HULL et al., 2012).

O tratamento com nistatina, um antifingico produzido a partir da bactéria
Streptomyces noursei, € feito somente por via topica, devido a sua alta toxicidade (RAO,
2012). Estudos envolvendo cepas mutantes de S. noursei tém sido realizados com o objetivo
de produzir analogos da nistatina com menor toxicidade e maior atividade antifingica
(BRAUTASET et al., 2011).

A flucitocina é transportada ativamente por permeases da membrana celular flngica e

convertida em metabdlitos toxicos, que agem se incorporando ao RNA e inibindo a sintese
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proteica ou inibindo a enzima timidilato sintase, que consequentemente inibe a sintese de
DNA e divisdo celular. A flucitocina geralmente € utilizada em associagdo com outros
farmacos, como a anfotericina B, pois seu uso como unico medicamento é limitado devido a
frequente aquisicdo de resisténcia e existéncia de cepas intrinsecamente resistentes (ODDS;
BROWN; GOW, 2003; VERMES; GUCHELAR; DANKERT, 2000).

As equinocandinas pertencem a mais nova classe de antiflngicos disponiveis
comercialmente e agem por inibicdo enzimética, impedindo a sintese de - 1,3- glucano, um
componente da parede celular de Candida spp. Estes farmacos tém sido utilizados para o
tratamento de candidiase orofaringea, esofagica e invasiva (DERESINSKI; STEVENS, 2003;
GROVER, 2010). Como vantagens, possuem baixa toxicidade e sdo efetivos tanto em células
planctonicas como sésseis (DERESINSKI; STEVENS, 2003; GROVER, 2010). Casos de
resisténcia as equinocandinas sdo incomuns, mas um estudo recente reportou o isolamento de
C. glabrata resistente a estes antifingicos (PFALLER et al., 2011). O uso deste farmaco é
limitado, pois sua administracdo ocorre somente por via endovenosa, além do alto custo em

relagdo as outras classes de antifingicos (GROVER, 2010).

2.4 FATORES DE VIRULENCIA DE CANDIDA SP.

As espécies de Candida possuem uma série de fatores que contribuem para a
sobrevivéncia e persisténcia da levedura no hospedeiro, pois facilitam a ades&o, invaséo, dano
celular e evaséo da resposta imune do hospedeiro (ZHU; FILLER, 2010). Embora ndo sejam
fatores de viruléncia "classicos”, a expressdo dos seguintes fatores estd associada a
patogenicidade de Candida spp.: enzimas hidroliticas extracelulares, hemolisinas, adesinas,
hidrofobicidade da superficie celular, formacdo de hifas e biofilme (GOW et al., 2012;
HAZEN et al., 1991; LIU; FILLER, 2011; ZHU; FILLER, 2010).

Estudo de Jayatilake et al. (2006), comparando espécies do género Candida, mostrou
que C. albicans era a espécie mais invasiva em epitélio humano reconstituido, em comparacao
com C. tropicalis, C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei. Arendrup, Horn e
Frimodt-Moller (2002) ao avaliar a patogenicidade de Candida spp.em modelo murino,

organizaram as espécies em grupos conforme sua viruléncia. C. albicans e C. tropicalis foram
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as especies mais virulentas, seguidas pelo grupo de C. glabrata, C. kefyr e C. lusitaniae,

sendo que o grupo menos virulento incluia C. parapsilosis, C. krusei e C. guilliermondii.

O primeiro evento na colonizacdo ou infeccdo por Candida spp. € a adesdo do
organismo as células epiteliais presentes na mucosa do hospedeiro, processo dependente de
interacdes da parede celular da levedura e a superficie das células epiteliais. Estas interacdes
podem ser especificas, mediadas por adesinas, ou inespecificas como aquelas mediadas pela
hidrofobicidade da superficie celular (HSC) da levedura (CHAFFIN, 2008). O contato com as
celulas do hospedeiro estimula a transicdo para a forma de hifas, naquelas leveduras que
apresentam essa caracteristica, como C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis. Estas
estruturas invadem o tecido epitelial, durante o processo infeccioso, por dois mecanismos
distintos: a endocitose induzida, pelas células epiteliais, e a penetracdo ativa do fungo. A
proteina Als3 (agglutinin-like sequence 3) é uma das invasinas que induz rearranjos no
citoesqueleto da celula hospedeira desencadeando o processo de endocitose (PHAN et al.,
2007). Na penetracdo ativa, ocorre uma combinacdo de forca fisica exercida pela hifa,
secrecdo de enzimas hidroliticas e outros fatores ainda desconhecidos que conduzem ao
rompimento da membrana celular do hospedeiro (WACHTLER et al., 2011). Na penetracdo
ativa a invasdo acarreta dano celular, podendo evoluir para infeccbes sistémicas. Este
processo ativo desencadeia uma resposta inflamatoria que atrai neutrofilos e macréfagos para
a regido afetada, que podem eliminar o fungo (BRUNKE; HUBE, 2013; JACOBSEN et al.,
2012; ZHU; FILLER, 2010). As pseudohifas teriam papel similar no processo infeccioso em
espécies incapazes de formar hifas verdadeiras, como C. krusei e C. parapsilosis (GACSER et
al.,, 2007a SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 1994). O processo de invasdo em
espécies ndo dimdrficas, como C. glabrata, ainda ndo esta claro, mas acredita-se que ocorra
por endocitose induzida (BRUNKE; HUBE, 2013).

As Saps (Secreted aspartyl proteinases) pertencem a familia das aspartil proteases e
possuem dois residuos de &cido aspartico, associados ao processo hidrolitico e residuos
conservados de cisteina, implicados na manutencdo da estrutura tridimensional destas
proteinas. Dez SAPs foram identificadas em C. albicans (SAP1-10), oito em C. dubliniensis
(SAPCD1-SAPCD4; SAPCD7-SAPCD10), quatro em C. tropicalis (SAPT1-SAPT4) e trés
em C. parapsilosis (SAPP1-SAPP3) (MONOD et al. 1994; PICHOVA et al. 2001; ZAUGG et
al. 2001). As enzimas hidroliticas, Saps, fosfolipases e lipases, estdo associadas a adesdo,

invasdo e dano tecidual no hospedeiro durente a infec¢do por Candida spp. (SILVA et al.,
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2012). As Saps facilitam a colonizacdo e infeccdo pois sdo capazes de degradar proteinas
estruturais e de defesa, e danificar membranas mucosas do hospedeiro (PICHOVA et al.,
2001; SILVA et al., 2012).

A atividade de fosfolipases ja foi relatada em C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei e C. lusitaniae (GHANNOUM, 2000). Estas enzimas causam dano
celular ao hidrolisar fosfolipideos presentes na membrana do hospedeiro, expondo receptores
que facilitam a aderéncia da levedura (GHANNOUM, 2000; SILVAet al., 2012). Ibrahim et
al. (1995) ao utilizar modelo murino, mostraram que isolados de C. albicans coletados de
infeccOes sanguineas causaram mortalidade aumentada em relacdo a isolados colonizadores
da cavidade bucal. O Unico fator de viruléncia que teve correlacdo positiva com a mortalidade
foi a atividade de fosfolipases. As lipases, responsaveis pela hidrolise de triacilglicerois, sdo
encontradas em algumas espécies, como C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Em C.
albicans, mutantes para o gene CaLIP8 apresentaram viruléncia diminuida em um modelo
murino de candidemia, indicando sua participacdo na patogénese da infeccdo (GACSER et al.,
2007b; IBRAHIM et al., 1995; SILVA et al., 2012).

A producdo de hemolisinas permite a sobrevivéncia e persisténcia de diversos
microrganismos no hospedeiro através da liberacdo de ferro pela lise de eritrocitos. Embora
autores relatem atividade hemolitica para algumas espécies de Candida, pouco se sabe sobre
0s genes relacionados a tal caracteristica ou seu real papel na viruléncia desta levedura
(SILVA et al., 2012).

A morfogénese também tem sido associada a viruléncia de determinadas espécies. C.
albicans é um fungo polimérfico, capaz de transitar entre véarias formas como leveduriforme,
pseudohifas (acarretada pela ndo separacdo de blastoconideos ap6s o brotamento) ou hifas
verdadeiras. Estudos mostram que cepas mutantes de C. albicans incapazes de alterar sua
forma sdo menos virulentas que o fenotipo selvagem (LO et al., 1997; ZHENG; WANG,
2004).Varios fatores, além da adeséo na superficie do hospedeiro, sdo capazes de influenciar a
formacdo de hifas como: temperatura, presenca ou auséncia de nutrientes, acidez, hipoxia,
densidade celular, células embebidas pela matriz polimérica extracelular durante a formacéo
do biofilme, inibicdo do reparo ou replicacdo do DNA e produgdo de espécies reativas de
oxigénio (GOW et al., 2012).A producéo de adesinas como ALS3, ALS1 e HWP1 pelas hifas
promovem forte adesdo as células epiteliais e endoteliais do hospedeiro. As hifas tambem

produzem enzimas hidroliticas como as SAPs 4 e 6 que facilitam a invasdo, além de aumentar
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0 dano tecidual causado pela extensdo da hifa durante o processo de penetracdo ativa
(WACHTLER et al., 2011). A producéo de hifas também é uma forma de evasdo da resposta
imune inata. Leveduras fagocitadas por macréfagos podem formar hifas que perfuram a célula
de defesa e garantem a sobrevivéncia do patdgeno. Além disso, as hifas sdo capazes de
produzir a enzima superdxido dismutase, neutralizando as espécies reativas de oxigénio
produzidas pelos fagocitos (MARTCHENKO et al., 2004).

A adesdo da levedura a uma superficie pode também conduzir a formacgdo de
biofilmes. O biofilme microbiano (figura 2) é uma forma de organizagdo dos microrganismos
definido como células aderidas em uma superficie ou interface (células sésseis), que secretam
e sdo embebidas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (RAMAGE;
MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006). A maioria dos estudos na microbiologia envolve
celulas planctdnicas (que apresentam crescimento livre). No entanto estimativas apontam que
cerca de 80% dos microrganismos do ambiente participem de biofilmes, inclusive em
processos infecciosos (DONLAN; COSTERTON, 2002; RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-
RIBOT, 2006). A formacdo do biofilme de Candida sp. pode ser dividida em varias etapas
(figura 3). Inicialmente um filme condicionante é depositado na superficie, permitindo a
adesdo do microrganismo. Moléculas sinalizadoras, produzidas pelos microrganismos
aderidos, sdo difundidas no ambiente, processo denominado quorum sensing. Uma
determinada concentracdo de moléculas indica uma alta densidade celular, e a expressao
génica dos microrganismos é alterada, ativando genes necessarios para a formacdo do
biofilme. Na proxima etapa ocorre a producdo e secrecdo da matriz polimérica extracelular
que envolve microcoldnias resultantes da multiplicacdo das células aderidas. O biofilme
maduro é uma estrutura complexa, e contém canais em seu interior que possibilitam a
propagacdo de nutrientes para todas as células (CHANDRA; MUKHERJEE; GHANNOUM,
2011; FOX; NOBILE, 2012; PADERA, 2006).

As células do biofilme possuem vantagens em relagéo as células plancténicas, como
maior resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos. A maioria
dos antifungicos utilizados atualmente para o tratamento de candidiases apresenta pouco ou
nenhum efeito sobre biofilmes maduros de Candida spp. Ja foram relatados resisténcia ao
fluconazol (BIZERRA et al., 2008; FIORI et al., 2011;MARTINS et al., 2011; NETT et al.,
2010) anfotericina B (BIZERRA et al., 2008; FIORI et al., 2011; MARTINS et al., 2011),
voriconazol (FIORI et al., 2011; KATRAGKOU et al., 2008) e nistatina (CHANDRA et al.,



20

2001). Entretanto, formulacBes lipidicas da anfotericina B e equinocandinas apresentam
atividade antifungica em biofilmes de C. albicans (FIORI et al., 2011; RAMAGE et al.,
2013).

Figura 2 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura do biofilme de C. tropicalis em
catéter de PVC em diversos periodos de tempo. Nas primeiras 3 horas (1) observa-se
microcol6nias de leveduras aderidas a superficie. No desenvolvimento do biofilme (2), assim
como no biofilme maduro de 24 e 48 horas (3 e 4) predominam formas filamentosas.

Fonte: BIZERRA et al., 2008.

A sensibilidade reduzida das células sésseis aos antifingicos parece estar relacionada
com o desenvolvimento temporal do biofilme. Um estudo de Chandra et al. (2001) com
biofilmes de C. albicans formados em silicone mostrou que a resisténcia do biofilme a
diversos antifingicos aumentou proporcionalmente ao tempo de formacdo do biofilme. Para
biofilmes com 72 horas de formacao, as concentragdes inibitérias minimas de anfotericina B,
fluconazol e nistatina foram de até 128 vezes superiores quando comparados com biofilmes
nos estagios iniciais do desenvolvimento. Além disso, estudos mostram que antiflngicos com
pouco efeito sobre biofilmes maduros, sdo capazes de prevenir o inicio da formacdo do
biofilme (VALENTIN et al., 2012).
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Figura 3 - Etapas da formacéo do biofilme por C. albicans. Adeséo das células plancténicas a
superficie/interface (1), com posterior proliferacdo e adesdo entre as leveduras (2). O biofilme
maduro (3) é composto por uma camada de hifas e uma camada basal de blastoconideos,
envoltos por matriz polimérica extracelular. Ap6s a maturagdo ocorre a dispersao (4) de
leveduras do biofilme que irdo colonizar outras superficies.

Fonte: FOX e NOBILE, 2012.

A matriz polimérica extracelular é composta por carboidratos, como B- 1,3 glucana,
proteinas, hexosamina, fosforo, acido urdnico e DNA extracelular e pode funcionar como uma
barreira, dificultando a penetracdo e difusdo dos agentes antimicrobianos e anticorpos
(PADERA, 2006; RAMAGE et al., 2012). Neste sentido, Nett et al. (2010) estudaram o papel
da B-1,3 glucana sintase sobre a resisténcia do biofilme ao fluconazol, utilizando mutantes
heterozigotos para o gene FKS1. As células planctonicas das cepas, mutante (FKS1/fks1A) e
selvagem, foram sensiveis ao fluconazol. No entanto, o biofilme da cepa selvagem foi
resistente ao fluconazol em concentracdes até 1000 pg/mL, enquanto o tratamento da cepa
mutante com 250 pg/mL de fluconazol causou uma dréstica reducdo do biofilme. Os autores
sugerem que a glucana agiria sequestrando o fluconazol na matriz polimérica extracelular e

impedindo sua internalizacao celular.

A presenca de DNA exd6geno na matriz do biofilme também reduz sua sensibilidade
aos antimicrobianos, embora néo se saiba o papel exato desta molécula na resisténcia. Martins
et al. (2011) mostraram que a adicdo de DNA se associada a anfotericina B e equinocandinas
aumentou a sensibilidade do biofilme a estes antifingicos, porém este efeito ndo foi
observado com o fluconazol. Este autor sugere que o DNA exdgeno é um componente

estrutural de biofilmes maduros de C. albicans, contribuindo para sua estabilidade, mas nédo
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seria essencial para a adesdo inicial de células planctdnicas a superficie ou para fases iniciais
da formacgdo do biofilme, como ocorre em algumas espécies bacterianas. Os mecanismos
propostos para a liberacdo de DNA exdgeno seriam lise celular, excrecdo de vesiculas
contendo 0 DNA, e este processo estaria relacionado ao quorum sensing (MARTINS et al.,
2010).

Anélises de modelos animais com candidiase orofaringea mostraram que nestes casos
0 biofilme é mais complexo. Essa comunidade é formada pela levedura em associa¢do com
bactérias da microbiota, além de sua matriz conter componentes do hospedeiro como células
de defesa, e queratina proveniente de células epiteliais (DONGARI-BAGTZOGLOUet al.,
2009). As interacdes entre fungos e bactérias influenciam na sobrevivéncia e proliferacdo das
espécies participantes do biofilme e tanto relagbes agonistas, como maior resisténcia aos
antimicrobianos, como antagonistas podem ocorrer (GANGULY; MITCHELL, 2011).

Candida spp. também tem a capacidade de formar biofilme em superficies abidticas
como, proteses cardiacas, lentes de contato, stents, shunts e varios tipos de cateteres. A
maioria das infec¢Bes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) por Candida spp. estd
associada a formacdo de biofilmes em dispositivos médicos, frequentemente evoluindo para
candidemia com altas taxas de mortalidade (RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006;
TUMBARELLO et al., 2012; ZAOUTIS et al., 2005). As infec¢des relacionadas a biofilmes
em dispositivos médicos requerem tratamento prolongado com antifingicos, ou até mesmo a
retirada do dispositivo para o controle da infeccdo (RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-
RIBOT, 2006).

2.5 PRODUTOS NATURAIS COM EFEITO ANTIMICROBIANO - MEIS

A toxicidade, via de administracdo, elevado custo e aparecimento de resisténcia sao
limitages dos poucos antifungicos atualmente disponiveis. Como alternativa estudos com
produtos naturais tém sido conduzidos (ADWAN et al.,, 2012; SARDI et al., 2013;
TRAMMEL et al., 2012).

O mel ja era utilizado por civilizagBes antigas, como 0s assirios, gregos, romanos e

egipcios para o tratamento de tosse, inflamac6es, diarreias e outras doencas intestinais. Em
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algumas regides da Asia e Africa o mel ainda é utilizado na medicina popular para o
tratamento de feridas, exantema causado por sarampo, Ulceras gastricas e dor de ouvido
(MOLAN, 2009). Estudos cientificos mostram que 0s meéis possuem propriedades anti-
inflamatdrias, anticarcinogénicas, antivirais, antimicrobianas, cicatrizantes e nematicidas
(GOERDT et al., 2013; LIU et al., 2013; MAGHSOUDI et al., 2011; SAJID; AZIM, 2012;
SHAHZAD; COHRS, 2012; SIMON et al., 2009; WEN et al., 2012).

O mel é produzido principalmente pelas abelhas pertencentes a sub-familia
Meliponinae e ao género Apis. O néctar e polen sdo processados na colmeia através de
reacOes enzimaticas e de evaporacdo para originar o produto final e podem ser coletados de
uma ou varias espécies de planta. A composicdo do mel varia de acordo com a origem
botanica, regides fitogeograficas, as estacdes do ano e a espécie da abelha, porém os
principais componentes independem do tipo de mel (DEMERA; ANGERT, 2004; JEFFREY;
ECHAZARRETA, 1996; LIUet al., 2013; PIMENTEL et al., 2013). Aproximadamente 95%
dos solidos do mel sdo carboidratos, sendo que os principais sdo a frutose e glicose, porém
outros aclcares como sucrose, maltose, isomaltose e acUcares complexos também estdo
presentes. Outras substancias presentes em menor quantidade no mel incluem: minerais,
aminoéacidos, vitaminas, acidos organicos, flavonoides e enzimas. A quantidade de agua nos
méis varia de 15% a 21% (v/v) (AURONGZEB; AZIM, 2011; FERREIRAet al., 2009;
JEFFREY; ECHAZARRETA, 1996).

O efeito inibitério do mel foi extensivamente avaliado em trés espécies bacterianas:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, mas também podem ser
encontrados relatos dos efeitos desta substancia em uma grande variedade de microrganismos

(Tabela 1), incluindo fungos resistentes aos antiflngicos tradicionais.

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de méis em diferentes espécies de microrganismos

Microrganismo Referéncia

Bactérias Gram-positivas
Actinomyces viscosus Mel manuka BADET; QUERO, 2010

Bacillus spp. Cinco méis brutos da peninsula ardbica AL-WAILI etal., 2013
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Corynebacterium spp.

Enterococcus spp.

Kocuria rhizophila

Lactobacillus rhamnosus

Listeria monocytogenes

Micrococcus lysodeikticus

Staphylococcus spp.

Streptococcus spp.

Bactérias Gram-negativas

Acinetobacter baumannii

Aerobacter aerogenes

Dezessete méis comerciais de diferentes regides

do mundo

Mel de urze

Dois méis brutos nativos da Australia e méis

comerciais: dourado, australiano, langanese, pak e

Capilano

Mel langaneza

Medihoney™

Mel bruto de Trigona carbonaria, capilano e
Medihoney™

Cinco méis brutos da peninsula arabica

Mel manuka

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Dois méis brutos nativos da Australia e méis

comerciais: dourado, langanese, pak, marhaba

ehamdard

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Cinco méis brutos da peninsula arabica

Mel de urze

Seis méis brutos nativos de Taiwan

Nove méis brutos e comerciais da Argentina

Mel manuka

Medihoney™

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Dois méis brutos nativos da Australia e méis

comerciais: dourado,australiano,langanese, pak e

Capilano

ALMAINAT,
WAINWRIGHT;
AL'ABRIK, 2012

FEAS etal., 2013

SHEIK, 1995

AL MASAUDI; AL
BUREIKAN, 2012

GEORGE; CUTTING,
2007; GOERDT et al.,
2013

BOORN et al., 2009

AL-WAILI etal., 2013

BADET; QUERO, 2010

BOORNet al., 2009

SHEIKH, 1995

BOORN et al., 2009
AL-WAILI etal., 2013
FEAS et al., 2013

LIU et al., 2013;

BASUALDO etal.,
2007

BADET; QUERO, 2010

GEORGE; CUTTING,
2007

BOORN et al., 2009

SHEIKH, 1995
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Alcaligenes faecalis

Citrobacter spp.

Enterobacter spp.

Escherichia coli

Helicobacter pylori

Klebsiella pneumoniae

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella spp.

Mel de lavanda, de viperina roxa, de eucalipto,
rewa-rewa, manuka e Medihoney™

Mel de lavanda, de viperina roxa, de eucalipto,
rewa-rewa, manuka e Medihoney™

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Seis méis brutos nativos de Taiwan
Medihoney™

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Cinco méis brutos da peninsula arabica

Oito méis brutos de abelhas indigenas brasileiras
Mel de urze

Mel branco, vermelho e tamza mar

Seis meis brutos nativos de Taiwan

Maéis brutos das abelhas indigenas brasileiras
Melipona subnitida e Melipona compressipes
manaosensis, mel de eucalipto e mel comercial

Mel manuka

Cinco méis brutos da peninsula arabica
Seis méis brutos nativos de Taiwan

Maéis brutos das abelhas indigenas brasileiras M.
subnitida e M. compressipes manaosensis, mel de
eucalipto e mel comercial

Dois méis brutos nativos da Australia e méis
comerciais: dourado, langanese e pak

Méis brutos das abelhas indigenas brasileiras M.
subnitida e M. compressipes manaosensis, mel de
eucalipto e mel comercial

Cinco méis brutos da peninsula arabica
Mel de urze

Mel branco, vermelho e tamza mar
Medihoney™

Mel de lavanda, de viperina roxa, de eucalipto,

LUSBY; COOMBES;
WILKINSON, 2005

LUSBY; COOMBES;
WILKINSON, 2005

BOORN et al., 2009

LIU et al., 2013

GEORGE; CUTTING,
2007

BOORN et al., 2009
AL-WAILI et al., 2013
BORSATO et al., 2013
FEAS etal., 2013
GETANEH et al., 2013
LIU etal., 2013

PIMENTELet al., 2013

AL SOMALet al., 1994

AL-WAILI etal., 2013
LIU etal., 2013

PIMENTEL et al., 2013

SHEIKH, 1995

PIMENTEL et al., 2013

AL-WAILI etal., 2013
FEAS etal., 2013
GETANEH et al., 2013
GOERDT etal., 2013

LUSBY; COOMBES;
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Serratia marcescens

Shigella spp.

Vibrio spp.

Yersinia enterocolitica

Bactérias Acido-alcool

resistentes

Mycobacterium phlei

Fungos
Allescheria boydii

Aspergillus spp.

Candida spp.

rewa-rewa, manuka e Medihoney™
Cinco méis brutos da peninsula arabica
Seis méis brutos nativos de Taiwan

Méis brutos das abelhas indigenas brasileiras M.
subnitida e M. compressipes manaosensis, mel de
eucalipto e mel comercial

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Dezessete méis comerciais de diferentes regides
do mundo

Cinco méis brutos da peninsula arabica

Dois méis brutos nativos da Australia e méis
comerciais: australiano, dourado, langanese, pak,
capilano, marhaba e hamdard

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Méis brutos das abelhas indigenas brasileiras M.
subnitida e M. compressipes manaosensis, mel de
eucalipto e mel comercial

Dois méis brutos nativos da Australia e méis
comerciais: australiano, dourado, langanese, pak,
capilano, marhaba e hamdard

Mel bruto de T. carbonaria, capilano e
Medihoney™

Mel de lavanda, de viperina roxa, de eucalipto,
rewa-rewa, manuka e Medihoney™

Mel Capilano

Mel de citrus, jujube, de laranja e multifloral
Quatro méis comerciais da Nigéria
Cinco méis brutos da peninsula arabica

Mel manuka, jarrah e Medihoney ™

WILKINSON, 2005
AL-WAILI et al., 2013
LIU etal., 2013

PIMENTEL et al., 2013

BOORN et al., 2009

ALMAINAT,
WAINWRIGHT;
AL'ABRIK, 2012

AL-WAILI etal., 2013

SHEIKH, 1995
BOORN et al., 2009

PIMENTEL et al., 2013

SHEIKH, 1995

BOORN et al., 2009

LUSBY; COOMBES;
WILKINSON, 2005

SHEIKH, 1995

MOUSSA et al., 2011
ANYANWU, 2012
AL-WAILI et al., 2013

IRISH et al., 2006
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Microsporum spp.

Penicillium chrysogenum
Rhodotorula mucilaginosa

Saccharomyces cerevisiae

Tinea spp.
Trichosporon spp.

Tricophyton spp.

Virus

Varicela-Zoster

Mel bruto da Turquia

Cinco méis brutos da peninsula arabica

Oito méis brutos de abelhas indigenas brasileiras
Mel de urze

Medihoney™

Dezessete méis brutos do Ird

Mel australiano e capilano
Quatro méis comerciais da Nigéria

Quatro méis comerciais da Nigéria
Seis méis brutos nativos da Argélia

Cinco méis brutos da Costa Rica

Quatro méis comerciais da Nigéria

Mel de acécia
Mel bruto da Turquia

Mel bruto nativo da Australia e méis comerciais:
australiano, langanese e capilano

Mel de trevo e manuka

KOC et al., 2011
AL-WAILI et al., 2013
BORSATO etal., 2013
FEAS etal., 2013
GOERDT et al., 2013;

KHOSRAV et al.,
2008; KHOSRAVI-
DARANI, 2013

SHEIKH, 1995
ANYANWU, 2012

ANYANWU, 2012
MOUSSAet al., 2012b

DEMERA; ANGERT,
2004

ANYANWU, 2012

NGATU, 2011
KOCet al., 2011

SHEIKH, 1995

SHAHZAD; COHRS,
2012

Fonte: o préprio autor

Vérios estudos mostram que os méis capilano, langaneza, Medihoney™ assim como

méis ndo processados produzidos pelas abelhas Trigona carbonaria, Apis mellifera e Apis

mellipodae apresentam efeito antibacteriano tanto em S. aureus sensivel (MSSA) quanto S.

aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus sensivel (VSE) quanto resistente
(VRE) a vancomicina (AL MASAUDI; AL BUREIKAN, 2012; BOORN et al., 2009;
GETANEH et al., 2013; GOERDT et al., 2013). George e Cutting (2007) avaliaram o efeito

do Medihoney™, mel comercial voltado para uso hospitalar, em E. coli, K. pneumoniae,
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Enterobacter cloacae e P. aeruginosa produtoras de B-lactamases de espectro estendido, A.
baumannii multirresistente, S. aureus com perfis variados de resisténcia antimicrobiana,
incluindo MRSA, e VRE. A CIM para todos os isolados testados variou de 4% a 14% (v/v),
sendo que ndo houve diferenca significativa entre isolados sensiveis e resistentes da mesma
espécie. Mulu et al. (2010) compararam o efeito do mel multifloral da Etidépia em isolados de
Candida spp. sensiveis, dose-dependentes e resistentes ao fluconazol. A Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) variou de 35% a 40% (v/v).

Para o género Candida sdo descritos efeitos inibitorios de méis para as seguintes
espécies: C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. famata, C. kefyr, C. krusei, C.
parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. reukaufii, C. stellatoidea, C. tropicalis (AL-WAILI et
al., 2013; CAVANAGH; BEAZLEY; OSTAPOWICZ, 1970; FEAS et al., 2013; KHOSRAVI
et al., 2008; KHOSRAVI-DARANI, 2013). C. dubliniensis apresentou maior sensibilidade
aos méis de abelhas nativas do Ird (KHOSRAVI et al., 2008) e manuka, Medihoney™ e mel
jarrah (IRISH et al., 2006). C. krusei é frequentemente relatada entre as espécies mais
sensiveis ao mel (ESTEVINHO; AFONSO; FEAS, 2011; FEASet al., 2013). C. glabrata foi a
espécie mais resistente aos méis testados (BOORN et al., 2009; IRISH et al., 2006).

Em diferentes estudos, a CIM do mel de diferentes espécies de abelhas para Candida
spp.variou de 6,75% a 100% (v/v), fato que pode ser explicado ndo somente por diferencas na
composicdao do mel, mas também por diferencas nas metodologias utilizadas que incluem:
diluicdo em 4gar, difusdo em &gar (disco difusdo ou difusdo em pogo), espectrofotometria,
diluicdo em caldo (macro ou microdiluicdo). Embora os métodos de dilui¢do ou difusdo em
agar sejam bastante empregados, estudos que comparam efeito do mel usando diversas
metodologias, mostram que a diluicdo em caldo é mais sensivel (AL MASAUDI; AL
BUREIKAN, 2010; ANYANWU, 2012; PATTON et al., 2006; PIMENTEL et al., 2013). Al
Masaudi e Al Bureikan (2010) avaliaram o efeito de sete meéis naturais e comerciais
empregando duas metodologias. A inibicdo do crescimento de diversos fungos e bactérias
ocorreu a partir de 10% (v/v) empregando-se a metodologia de macrodiluicdo em caldo e
somente a partir de 50% empregando a metodologia de difusdo em pogos. Segundo Pimentel
et al. (2013), a maior sensibilidade dos fungos aos meis, associada a metodologia de diluicdo
em caldo em relacdo as metodologias de diluicdo/difusdo em &gar pode ser explicada pela

presenca de substancias no mel que ndo se difundem apropriadamente no agar, devido a
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diferencas na polaridade destas moléculas e do meio solidificado. No meio liquido, entretanto,
moléculas polares e apolares possuem boa mobilidade.

A terapia antimicrobiana tradicional visa farmacos com o potencial de matar ou inibir
0 crescimento do microrganismo no hospedeiro, entretanto tem se discutido novos farmacos
cujo alvo seja a inibicdo de fatores de viruléncia (JACOBSEN et al., 2012; WATANABE et
Piatti (2012) mostraram que o extrato de mel multifloral italiano rico em flavonoides foi
capaz de impedir a formacéo de tubo germinativo e hifas em C. albicans, além de diminuir a
producdo de espécies reativas de oxigénio, que podem desempenhar um papel na

patogenicidade desta espécie.

O efeito inibitério de méis na adesdo em superficies bidticas e abidticas ou em
diferentes etapas do biofilme j& foi relatado nos seguintes microrganismos: Enterobacter
cloacae, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Proteus mirabilis, A.
viscosus, C. albicans, E. coli, L. rhamnosus, P. aeruginosa e Streptococcus spp.(ANSARI et
al., 2013; BADET; QUERO, 2011; LEE et al., 2011; LOK, 2013; MADDOCKS et al., 2012;
MAJTAN et al., 2013;0KHIRIA et al., 2009). Badet e Quero (2011) mostraram que 0 mel
manuka em concentracdes de 0,01% (p/v), foi capaz de inibir a formacdo do biofilme de
varias espécies bacterianas participantes da microbiota bucal, além de inibir a aderéncia de
estreptococos em superficie abidtica. Lee et al. (2011) mostraram que o mel de acécia e o mel
de trevo foram capazes de reduzir a formacao do biofilme em 95% em E. coli na concentragédo
de 0,5% (v/v), assim como inibir a adesdo desta espécie em uma linhagem de células de
adenocarcinoma de célon (HT-29). Segundo Ansari et al. (2013) o mel jujube a partir de
concentracdes de 10% (p/v) foi capaz de reduzir a atividade metabolica do biofilme em

estagios iniciais de formacao, assim como romper biofilmes maduros de C. albicans.

O efeito antimicrobiano dos méis € atribuido a uma série de fatores como: pH,
higroscopicidade, produgéo de peroxido de hidrogénio, efeito osmatico, flavonoides, &cidos
organicos, entre outros (AURONGZEB; AZIM, 2011).

Os acucares presentes no mel interagem fortemente com a agua, deixando poucas
moléculas de agua disponiveis para o microrganismo. A agua livre é mensurada como
atividade da agua (aw) € em méis ndo diluidos este valor se encontra na faixa de 0,479 a 0,557,

valores abaixo de 0,6 ndo permitem a proliferacdo de nenhum tipo de microrganismo. Grande
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parte das bactérias é inibida se a a, se encontra abaixo da faixa de 0,94 a 0,99, o que
corresponderia a mel diluido em concentracbes de 2% a 12% (v/v), no entanto algumas
bactérias como S. aureus (a, = 0,86) sdo mais resistentes. Para leveduras e fungos
filamentosos a atividade da agua minima para permitir seu crescimento esta entre 0,61 e 0,90,
porém varia muito conforme a espécie. Os fungos Trichothecium roseum (a, = 0,90),
Saccharomyces cerevisiae (ay = 0,90) e Candida spp. (aw = 0,88) séo 0s mais sensiveis a falta
de &gua livre enquanto Saccharomyces rouxii (a, = 0,62) e Monascus bisporus (ay = 0,62) 0s
mais resistentes (AURONGZEB; AZIM, 2011; BARBOSA-CANOVAS et al., 2007;
MOLAN, 2009).

Durante a coleta do néctar, as abelhas secretam através da glandula hipofaringea a
enzima glucose oxidase, responsavel pela producdo de duas substancias importantes para a
atividade antimicrobiana dos méis: o acido gluconico e o peroxido de hidrogénio. O &cido
glucénico ¢ a principal substancia que confere acidez ao mel. O pH do mel varia entre 3,2 e
4,5, sendo que a acidez contribui parcialmente para o efeito inibitério deste produto natural
(MOLAN, 2009).

O peréxido de hidrogénio é atribuido por muitos autores como a principal substancia
responsavel pelo efeito antimicrobiano dos méis (AURONGZEB; AZIM, 2011; MOLAN,
2009). Sua quantidade em determinado tipo de mel é influenciada por varios fatores como 0s
niveis da enzima catalase, quantidade de agua, luz e temperatura. A enzima catalase no mel é
originaria do pélen floral e decompde o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, logo a
quantidade de peréxido no mel é o resultado do equilibrio entre a taxa de formacdo pela
glucose oxidase e a taxa de decomposicdo pela catalase. A atividade da enzima glucose
oxidase ¢é dependente da quantidade de agua, sendo que esta encontra-se praticamente inativa
no mel puro. No entanto em dilui¢des do mel entre 30 e 50% a atividade da enzima é 6tima,
acarretando na producdo de altas quantidades de peroxido de hidrogénio. Alguns ions
metalicos e o acido ascorbico podem reagir com o peréxido de hidrogénio causando sua
degradacdo (AURONGZEB; AZIM, 2011). Além disso, 0 aguecimento ou a exposicao a luz
desnaturam a enzima glucose oxidase, acarretando em uma menor producdo de peroxido de
hidrogénio (MOLAN, 2009). Chen et al. (2012) avaliaram o efeito do processamento do mel,
através de aquecimento e filtragdo, sobre a atividade antimicrobiana. Em treze amostras das
dezessete utilizadas no estudo, o processamento do mel diminuiu ou ndo alterou o efeito

antifungico em C. albicans. Neste estudo houve alta correlacdo entre a quantidade de
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peroxido de hidrogénio no mel e a atividade antimicrobiana. O aquecimento levou a uma
diminuigdo, em variados graus, da concentracdo de perdxido de hidrogénio nas amostras.
Porém, segundo os autores, a producdo desta substancia ndo é o unico responsavel pelo efeito
dos méis, uma vez que amostras que ndo continham peroxido de hidrogénio, assim como o
mel artificial, foram capazes de inibir o crescimento da levedura. Feés et al. (2013) também
avaliaram o efeito do perdxido de hidrogénio sobre a atividade antimicrobiana do mel de urze
para microrganismos. ApoOs tratamento do mel com catalase, houve uma diminuicdo da
inibicdo, sendo que a CIM média aumentou 2,23% e 4,65% para bactérias e leveduras,

respectivamente.

Alguns méis possuem fatores adicionais, além dos citados acima, que contribuem para
sua atividade antimicrobiana. A lisozima esta presente em alguns méis, em maior quantidade
quando este € recém coletado da colmeia (MOLAN, 2009). Flavonoides como a
pinocembrina, apigenina, naringenina, rutina, kaempferol, quercetina, galangina,
tectochrysina e chrysina foram detectados em méis de varias regides do mundo (MAJTAN et
al., 2013; MOLAN, 2009; PIMENTEL et al., 2013; SABATIER et al., 1992). Acidos
fendlicos como o &cido siringico, metil-siringato e acido 3,4,5 trimetdxi-benzoico, além de
metilglioxal foram isolados do mel manuka (Leptospermum scoparium), e o 14
dihidroxibenzeno do mel de viperina (ADAMS et al., 2008; MOLAN et al., 1989).

O sinergismo do mel com diversas substancias também pode ser um aliado no
tratamento de infeccdes. Al Masaudi e Al Bureikan (2012) mostraram que a mistura de
extrato de cebola e mel comercial originario da Alemanha, teve efeito sinérgico em cinco
espécies de bactérias e C. albicans. Khosravi-Darani et al. (2013) mostraram que trés
variedades de méis provenientes do Ird, possuiam atividade em S. aureus, P. aeruginosa, E.
coli e C. albicans. Houve efeito inibitério aditivo para todas as espécies quando o mel foi
misturado com pequenas concentracdes de diversas substancias como: extrato de menta,
extrato de gengibre, extrato de Zataria e amido de gengibre, sendo que, a exce¢do do mel,
nenhum destes compostos teve efeito inibitdrio sozinho. Al-Waili et al. (2012) mostraram que
0 mel e prépolis em combinagdo possuem efeito sinérgico para C. albicans, S. aureus e E.
coli. Alguns estudos avaliaram o efeito aditivo da suplementacdo de uma variedade de méis
com amido em fungos (BOUKRAA; BENBAREK; MOUSSA, 2008; MOUSSA et al., 2011,
2012a). Moussa et al., (2012b) analisaram quatro méis algerianos com CIM média de 38% a

42% (v/v) para C. albicans, sendo que a adi¢cdo de amido reduziu de 14% a 16% a CIM dos
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mesmos. Segundo o autor, o efeito pode ser explicado pela presenca da enzima amilase no
mel, que degradaria as cadeias do amido produzindo dextrina e maltose e aumentando o efeito

osmotico do mel.

Atualmente o mel tem sido uma alternativa para o tratamento de feridas, queimaduras,
escaras, Ulceras, entre outros, que ndo respondem ao tratamento convencional com
antissépticos e antibioticos. Estudo de Maghsoudi et al. (2011) com 100 pacientes que
sofreram queimaduras mostrou que a aplicagdo tdpica de mel multifloral puro foi mais
eficiente que o acetato de manefide no controle infeccioso, além de mais rapido no processo
de atenuacdo da inflamacdo aguda, epitelizacdo e cicatrizacdo das queimaduras. No grupo
tratado com mel apo6s 21 dias todos os pacientes haviam sido curados, enquanto o grupo
tratado com acetato de manefide 26% ainda apresentavam feridas e destes, metade
apresentava culturas das feridas positivas para crescimento bacteriano. Ngatu et al. (2011)
mostraram que a aplicacdo topica com mel de Acécia e o extrato de propo6lis verde foram
capazes de amenizar sintomas de Tinea capitis e Tinea versicolor, como descamacéo, prurido,
eritemas e formacdo de papulas ou puUstulas. O Medihoney™, mel coletado da planta
Leptospermum spp., tem beneficios relatados no tratamento de doengas cronicas da superficie
ocular, feridas infeccionadas, prevencao de inflamacGes como mucosite e gengivite, comuns
em pacientes submetidos a quimioterapia e tratamento das lesdes ocasionadas por herpes
genital e labial (Simon et al., 2009). Abdelmonem, Rasheed e Mohamed (2012) compararam
uma mistura de iogurte e mel com o antiflngico tioconazol para o tratamento de candidiase
vulvovaginal. Apos sete dias de tratamento, a mistura mel/iogurte foi mais eficiente que o
azolico para eliminacdo de sintomas como corrimento, coceira e vermelhidao vulvo-vaginal.
Além disso, a taxa de cura clinica para o grupo tratado com esta mistura foi maior (82,7%) em
relacdo ao grupo tratado com tioconazol (72,3%).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi verificar o potencial antifungico dos méis
produzidos pelas abelhas indigenas sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona

postica em Candida albicans isoladas da cavidade bucal.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinacdo do perfil de sensibilidade de células plancténicas de Candida spp. aos

méis, antes e apds a adicdo da enzima catalase.

e Determinagdo do efeito sinérgico entre as combinacdes dos méis e entre a combinagédo

de cada mel com o fluconazol.
e Auvaliacdo do efeito dos méis sobre a morfogénese, adesao e biofilme de C. albicans.

e Avaliacdo do efeito hemolitico dos méis em eritrocitos humanos.



34

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo deste trabalho foram apresentados na forma de dois artigos

cientificos.

4.1 ARTIGO1: POTENCIAL ANTIFUNGICO DE MEIS PRODUZIDOS POR ABELHAS INDIGENAS
SEM FERRAO BRASILEIRAS SCAPTOTRIGONA BIPUNCTATA E SCAPTOTRIGONA POSTICA

(MELIPONINAE, APIDAE, HYMENOPTERA) EM CANDIDA ALBICANS
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RESUMO

Candida albicans € um fungo oportunista que normalmente participa da microbiota humana,
colonizando diversos sitios anatdbmicos. O estado imunolégico e 0 ambiente da mucosa bucal
do individuo, e os fatores de viruléncia da levedura como adesdo, producdo de biofilme e
transicdo para a forma de hifas, contribuem para o estabelecimento da candidiase orofaringea.
A toxicidade, via de administracdo, elevado custo e aparecimento de resisténcia sdo
limitacbes dos poucos antifungicos disponiveis para o tratamento de candidiases.
Comoalternativa, estudos com produtos naturais tém sido conduzidos. Os meis possuem
propriedades anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, antivirais, antimicrobianas, cicatrizantes e
nematicidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos méis das espécies de
meliponineos Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona postica sobre o crescimento e
expressdo de fatores de viruléncia de células planctdnicas de C. albicans. Também foi
avaliada a atividade hemolitica em eritrocitos humanos. Os dezesseis isolados analisados
foram sensiveis a ambos os méis, e a ClIMs variou entre 10% a 40% (v/v). O tratamento dos
méis com catalase aumentou a CIM média em 12,5% para o mel de S. bipunctata e 7,5% para
o mel de S. postica, sugerindo que o peréxido de hidrogénio é parcialmente responsavel pelo
efeito antifungico dos méis. Nao houve efeito sinérgico entre os méis, ou a combinacdo de
cada mel com o fluconazol. O mel de S. bipunctata reduziu a adesdo em poliestireno em até
26,4% e a biomassa do biofilme em 62,6% das leveduras. O mel de S. postica reduziu a
adesdo em poliestireno em 35,2% e a biomassa em 63%. Ambos os méis a partir da
concentracdo de 20% reduziram de forma significativa a morfogénese do isolado clinico 82 e
da cepa de referéncia ATCC MYA-2876. Nenhum dos méis apresentou efeito hemolitico nas
concentracdes testadas neste estudo. A microscopia revelou morte das leveduras apos trés
horas de tratamento com o mel de S. bipunctata e seis horas de tratamento com o mel de S.

postica. Em conjunto os resultados indicam o potencial antifungico dos meis analisados.

Palavras chave: C. albicans; produtos naturais; mel; Meliponinae; antifungicos
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INTRODUCAO

O progndstico das candidiases tem sido dificultado pela eficacia reduzida dos poucos
farmacos comercialmente disponiveis tanto para células plancténicas (HORNet al.,
2009;PASQUALE et al., 2008; PFALLER et al., 2010; TORTORANO et al., 2012) quanto
biofilmes (BIZERRA et al., 2008; CHANDRA et al., 2001a, b; HAWSER; DOUGLAS, 1995;
JAIN et al., 2007; KATRAGKOU et al., 2008; KUHN et al., 2002; MELO; COLOMBO;
ARTHINGTON-SKAGGS, 2011; RAMAGE et al., 2001a, b). Assim, o desenvolvimento de
novas substancias com atividade antifungica sem toxicidade para células de mamiferos e de
baixo custo tem sido um desafio para pesquisadores e para a industria farmacéutica.

Fontes naturais tém sido uma das alternativas na busca por componentes mais efetivos
e menos toxicos para o tratamento de candidiases. O uso do mel na medicina popular para o
tratamento de infec¢es microbianas e cicatrizacdo de feridas é uma préatica comum desde a
antiguidade. O mel e seus derivados sdo alimentos funcionais que contribuem para a
manutencdo da saude, reduzindo o risco de doencas (ROSS, 2000). De fato, uma série de
efeitos bioldgicos tem sido associados ao mel como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante, antitumoral e prebiética (VIUDA-MARTOS et al., 2008). O efeito
inibitério do mel, no crescimento de diferentes microrganismos inclusive aqueles que sdo
resistentes aos agentes antimicrobianos disponiveis, renovou o interesse de muitos
pesquisadores para a aplicacdo clinica deste alimento. Assim, diversos autores tem mostrado o
potencial antimicrobiano de diferentes tipos de méis em bactérias (BOORN et al., 2009;
IRISH; BLAIR; CARTER, 2011; KWAKMAN; ZAAT, 2012; RIGHI et al., 2011;), virus
(ZEINA; OTHMAN; AL-ASSAD, 1996), protozoarios (FREITAS et al., 2006) e fungos
(DOTA et al., 2011; KOC et al., 2011).

As abelhas sem ferrdo (Meliponinae, Apidae, Hymenoptera) sdo nativas de areas
tropicais e subtropicais do mundo como América Latina, Africa, Asia e Australia (PEDRO;
CAMARGO, 1991). Meliponinae € o mais rico e abundante taxon de abelhas encontrado na
mata Atlantica (abrangendo da Paraiba a Santa Catarina) no Brasil (GONCALVES;
BRANDAO, 2008). Particularmente, 19 espécies de 12 géneros de abelhas sem ferrdo nativas
pertencentes a subfamilia Meliponinae foram encontradas na cidade de Londrina e municipios
vizinhos [Norte do estado do Parana, Brasil (PRONI, 2000)].

Atividade antibacteriana do mel obtido da abelha sem ferrdo nativa da Australia
Trigona carbonaria foi descrito na literatura (BOORN et al., 2009; IRISH; BLAIR;
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CARTER, 2011), indicando seu potencial antimicrobiano. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial antifungico do mel produzido pelas abelhas sem ferrdo nativas do
Brasil Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona postica (Meliponinae, Apidae,
Hymenoptera) sobre Candida albicans. O efeito sobre a adesdo, morfogénese e biofilme

também foi analisado.

MATERIAIS E METODOS

MICRORGANISMOS

Um total de 14 isolados de Candida albicans coletados da cavidade bucal de pacientes
HIV-positivos (n=9), e individuos saudaveis (n=5) foram selecionados a partir da cole¢do do
Laboratdrio de Biologia Molecular de Microrganismos do Departamento de Microbiologia da
Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil. A identificacdo das espécies dos isolados
bucais foi realizada por métodos micoldgicos e moleculares padronizados (KURTZMAN;
FELL, 1998). As cepas de referéncia C. albicans ATCC 26790 e ATCC MYA-2876
(gentilmente cedidas pela FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) também foram incluidas em
determinados ensaios. Todos os isolados de Candida e cepas de referéncia foram previamente
cultivadas a 37 °C por 24 horas em caldo Sabouraud Dextrose (SD) (Himedia, India). As
leveduras foram centrifugadas, lavadas duas vezes em tampao fosfato de s6dio 100 mM pH
7.4 contendo 0,15 M NaCl (PBS) e a densidade celular ajustada segundo a escala 0,5 de
McFarland para 1 a 5 x 10° UFC/mL em PBS antes dos experimentos. Os isolados e as cepas
foram mantidos em SD agar e subcultivadas mensalmente. As leveduras também foram
mantidas a -80 °C. O protocolo do estudo estava de acordo com as normas do Comité de Etica
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL no. 036/10).

MEL

Méis puros de Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona postica foram coletados em

Maua da Serra, Parana, Brasil. Os méis de ambas as abelhas sem ferrdo foram previamente
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esterilizados por filtracdo (0.22 pm, Millipore, S&o Paulo, Brasil), diluidos em meio RPMI
1640 (Invitrogen, Brazil) tamponado com MOPS pH 7.0como solugdes volume/volume (v/v)
e adicionados assepticamente ao meio de crescimento em concentracfes determinadas. Os

méis foram mantidos a 4 °C no escuro.

PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos méis e do fluconazol (Sigma Chemical
Co., Brasil) para todos os isolados e cepas de referéncia foi determinado pela técnica de
microdiluigdo em caldo para leveduras de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Os meis (40 - 0,08% v/v) e fluconazol (128 - 0.25 pg/mL)
foram diluidos seriadamente (1:2) em meio RPMI 1640. O controle de qualidade Candida
parapsilosis ATCC 22019 foi incluido em cada experimento. Dois pogos de cada placa
serviram como controles de esterilidade e crescimento. A CIM foi definida como inibigéo
visual do crescimento de 50% das leveduras (ClIMsp) apds incubagdo de 24 horas em
comparacdo as células planctdnicas sem tratamento. Os critérios interpretativos para a
susceptibilidade ao fluconazol foram aqueles publicados pelo CLSI (2008). Para avaliar se a
atividade antifungica do mel é dependente da presenca de perdxido de hidrogénio, aliquotas
de 1 mL de cada mel foram tratados por 2 horas com 2700 U/mL de catalase (Sigma
Chemical Co., Brasil). A determinacéo do perfil de sensibilidade ao méis tratados ou ndo com
catalase foi realizada para os isolados clinicos E, O e 82 e para a cepa de referéncia ATCC
26790. A avaliagdo do sinergismo entre as combinagdes mel de S. bipunctata/fluconazol, mel
de S. postica/fluconazol e mel de S. bipunctata/mel de S. postica foi realizada para o isolado
clinico 82, segundo Cantén et al. (2005) utilizando-se a metodologia de microdiluicdo em
caldo “checkerboard”. A Concentracdo Inibitoria Fracionéria (FICI) foi definida como a soma
da CIM de cada substancia quando utilizada em combinacéo dividida pela CIM da substancia
sozinha. Efeitos sinérgicos ¢ antagOnicos foram definidos como FICI <0,5 e > 4,

respectivamente.

EFEITO DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO NA ADESAO EM SUPERFICIE ABIOTICA

Para determinar o efeito dos méis na adesdo de C. albicans em poliestireno foram

utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato (Techno Plastic Products, Switzerland).
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Aliquotas contendo 1 x 10° leveduras foram adicionados em cada poco das placas que
continham méis em diferentes concentracfes (40% - 10% v/v). Apds 2 horas de incubacdo a
37 °C o meio foi aspirado e cada poco foi lavado trés vezes com PBS. Foi realizada a leitura
da biomassa das células aderentes segundo Borges, Silva e Teixeira (2012). Duzentos
microlitros de metanol foram adicionados em cada pogo para a fixacdo das leveduras nas
placas. Apos 15 minutos o metanol foi retirado e as placas secas a temperatura ambiente. 100
WL de cristal violeta a 2% foram adicionados em cada poco e apés incubagdo por 5 minutos as
placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de agua destilada . Foram adicionados 160 pL de

acido acético glacial a 33% e realizada a leitura do sobrenadante a 595 nm.
EFEITO DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO NO BIOFILME

Para determinar o efeito inibitorio em células sésseis, biofilmes foram formados em
placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (Techno Plastic Products, Switzerland)
segundo Pierce et al. (2008). Uma suspensdo (100 pL) em meio RPMI 1640 com 1 X
10°leveduras foi colocada em cada poco das placas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas. O meio foi aspirado e cada poco foi lavado trés vezes com PBS.Uma aliquota de100
pL de meio RPMI 1640 contendo diferentes concentragdes dos méis (40% - 10% v/v)foram
adicionadas e as placas incubadas por mais 24 horas a 37 °C. O experimento incluiu pogos de
controle de esterilidade e crescimento. A leitura da biomassa dos biofilmes foi realizada

conforme descrito anteriormente.
EFEITO DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO NA MORFOGENESE

O efeito dos méis na morfogénese do isolado clinico 82 e da cepa de referéncia ATCC
MYA-2976 foi determinado de acordo com Candiracci, Citterio e Piatti (2012) com
modificacdes. 100 uL de uma suspensdo leveduriforme (1 x 10° UFC/mL) foram adicionados
ao meio RPMI 1640 contendo diferentes concentracfes de méis (40 — 10% v/v). Apos 2-3
horas de incubacdo a 37 °C, as células foram observadas. Duzentas células foram contadas em
microscopio de luz (Olympus) e a porcentagem de germinacdo (tubos germinativos, hifas e
pseudo-hifas) foi calculada.
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EFEITO HEMOLITICO DOS MEIS DE ABELHAS SEM FERRAO EM ERITROCITOS HUMANOS

Para este experimento, realizado segundo lzumi et al. (2012), o sangue foi obtido
voluntariamente de um doador humano saudavel, desfibrinado e lavado com PBS para o
isolamento de eritrocitos. Os eritrocitos foram diluidos a 3% em PBS juntamente com 0s méis
em concentracdes que variaram de 20% a 2,5% v/v e incubados por 3 horas a 37 °C. Apos 0
periodo de incubacdo, a leitura do sobrenadante foi realizada a 550 nm. Triton X-100 a 1% foi
utilizado como controle positivo, para calcular a porcentagem de hemdlise, e eritrocitos
diluidos em PBS foram utilizados como controle negativo. A concentragdo capaz de causar

hemadlise em 50% dos eritrécitos (CCsp) foi determinada por regressao linear.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A microscopia com o kit LIVE/DEAD® Yeast Viability (Molecular Probes, USA) foi
realizada para avaliar a viabilidade das células planctdnicas de C. albicans. Aliquotas do
isolado clinico 82 (1 x 10° UFC/mL) foram tratadas com 4 x CIMs, dos méis por 3 e 6 horas,
lavadas com PBS e incubadas com os corantes fluorescentes FUN-1 e Calcofluor White
(Molecular Probes, USA), segundo instrucbes do fabricante. A viabilidade celular foi
analisada em microscépio de fluorescéncia (LEICA DM2500),utilizando-se os filtros de

fluoresceina para o corante FUN-1 e DAPI para o corante Calcofluor White.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0,
utilizando-se os testes t de Student e correlacdo de Pearson. Foram consideradas
estatisticamente significativas, diferencas entre as médias no nivel de significancia de 95%
(p<0.05).
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RESULTADOS

PERFIL DE SENSIBILIDADE DAS CELULAS PLANCTONICAS AOS MEIS E FLUCONAZOL

A CIMso dos méis variou de 10% a 40% para ambos os méis e de 0,5 pg/mL a 128
pg/mL para o fluconazol (Tabela 1). Os isolados E e 122, originarios da cavidade bucal de
\aindividuos saudaveis foram resistentes ao fluconazol, segundo as diretrizes do CLSI, e suas
CIMsp foram de 64 pg/mL e 128 pg/mL, respectivamente. Para avaliar se a atividade
antifangica do mel € dependente da presenca de peroxido de hidrogénio nos méis de S.
bipunctata e S. postica, comparamos o perfil de sensibilidade de quatro isolados para 0s méis
com ou sem tratamento prévio com a enzima catalase. Nos méis tratados com catalase a CIM
média para os méis de S. bipunctata (25%) e S. postica (25%) foi maior que a CIM média dos

méis nao tratados (12,5% para o mel de S. bipunctata; 17,5% para o mel de S. postica).

EFEITO DOS MEIS NA ADESAO DE C. ALBICANS EM SUPERFICIE ABIOTICA

Apo6s duas horas, a adesdo produzida pelos isolados ndo tratados variou de 0,084 a
0,186 (média = 0,125 *+ 0,035). A presenca dos meis diminuiu a adesdo de C. albicans em
poliestireno em todas as concentracdes testadas (Figura 1), sendo que para o mel de S.
bipunctata a reducdo média da adesdo foi de até 26,4% (p = 0,0012) e para o0 mel de S. postica
até de 35,2% (p = 0,0008) em relacdo ao controle.

EFEITO DOS MEIS EM BIOFILMES MADUROS DE C. ALBICANS

A biomassa produzida pelos biofilmes maduros néo tratados (Figura 2) dos isolados e
cepas de referéncia variou de 0,300 a 3,533 (média = 1,263 + 0,915) e houve correlacdo
positiva com a adesdo em poliestireno (p = 0,0021). A reducdo média da biomassa ocorreu em

todas as concentracBes testadas para ambos os méis, e foi de até 62,6% para o mel de S.
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bipunctata e de até 63% para 0 mel de S. postica, entretanto foi considerada significativa
somente para o tratamento com mel de S. postica em concentracdo de 40%. A SCIMsy média
calculada por regresséo linear foi de 33,06% para o mel de S. bipunctata e 29,96% para o mel

de S. postica.

EFEITO DOS MEIS NA MORFOGENESE DE C. ALBICANS

Para o isolado clinico 82 e a cepa de referéncia ATCC MYA-2876 a porcentagem de
formas germinativas ap6s incubacdo em meio RPMI 1640 foi de 86,16% + 4,69 e 82,23% +
25,72, respectivamente (Figura 3). No isolado clinico houve reducdo significativa na
morfogénese apos tratamento com ambos os méis em todas as concentragdes testadas. Para a
cepa ATCC MYA-2876 a reducdo na morfogénese foi significativa apds o tratamento com o
mel de S. bipunctata nas concentracdes de 20% e 40% ou tratamento com o mel de S. postica

na concentracao de 40%.

EFEITO HEMOLITICO DOS MEIS EM ERITROCITOS HUMANOS

O tratamento com ambos 0s méis ndo resultou em hemolise superior a 50% em todas
as concentracOes testadas (Figura 4). A CCs obtida através de regressao linear foi de 39,28%

para 0 mel de S. bipunctata e 54,14% para o mel de S. postica.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A viabilidade celular de C. albicans foi verificada utilizando-se o kit LIVE/DEAD®. O
corante fluorescente, FUN-1 é convertido em estruturas intravacuolares vermelhas, em células
metabolicamente ativas (Figura 5A), enquanto células mortas emitem fluorescéncia verde
difusa (Figura 5C, 5D e 5F). Ja o corante Calcofluor White (Figura 5B) € um marcador de

parede celular do fungo. O tratamento com o mel de S. bipunctata (Figura 5C e 5D) resultou
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em morte celular apds trés horas, enquanto o tratamento com o mel de S. postica (Figura 5E e
5F), resultou em morte celular apds seis horas de tratamento.

DISCUSSAO

Leveduras do género Candida participam como comensais da microbiota humana em
diversos sitios anatdbmicos, e estdo presentes na microbiota bucal de 30% a 50% dos
individuos saudaveis, sendo C. albicans a espécie mais comum. A candidiase orofaringea se
estabelece em individuos imunossuprimidos, mas também € influenciada pelo ambiente da

mucosa bucal e os fatores de viruléncia da levedura (RAO, 2012).

O mel foi utilizado por civilizacBes antigas para o tratamento de tosse, inflamacdes,
feridas, doencas intestinais e ainda esta presente na medicina popular de regides da Asia e
Africa. Estudos cientificos mostram que os méis possuem uma série de propriedades, entre
elas, atividade inibitéria contra uma variedade de patdgenos, como bactérias, fungos, virus e
parasitos (MOLAN, 2009; PIMENTEL et al., 2013; SAJID; AZIM, 2012; SHAHZAD;
COHRS, 2012).

No presente estudo, o efeito inibitdrio de dois méis obtidos de abelhas indigenas sem
ferrdo da subfamilia Meliponinae (familia Apidae, ordem Hymenoptera) foi avaliado sobre C.
albicans isoladas da cavidade bucal de individuos saudaveis ou portadores do virus HIV.
Todos os isolados e as cepas de referéncia ATCC 26790 e ATCC MYA-2876 foram sensiveis
aos méis produzidos por S. bipunctata e S. postica, incluindo os isolados E e 122, que
apresentaram resisténcia ao fluconazol. Similarmente, Borsato et al. (2013) mostraram que a
CIM do mel de S. bipunctata em um isolado de C. albicans foi de 12,5%. Embora seja de
origem diferente, o mel multifloral da Etiopia também foi capaz de inibir o crescimento de

isolados de C. albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol (MULU et al., 2010).

A atividade de outros méis também foi avaliada em espécies do género Candida. Al-
Waili et al. (2013), relataram efeito inibitério de méis brutos da Arabia Saudita em
concentragdes de 40% a 60% em C. albicans e C. tropicalis. Irish et al. (2006), mostraram
efeito inibitorio dos méis comerciais Jarrah, Comvita® e Medihoney®, em C. albicans, C.
dubliniensis e C. glabrata, sendo que a CIM variou entre 15,4% a 43,1%. Kog et al. (2011),
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ao avaliarem o efeito do mel monofloral de Brassica napus L. observou que a CIM variou
entre 10% a 80% para as especies C. albicans, C. krusei e C. glabrata.

O efeito antimicrobiano dos méis é atribuido a uma série de fatores, como a presenga
de peroxido de hidrogénio, produzido pela enzima glucose oxidase, originaria das abelhas. A
catalase, que decompde o peroxido, também pode estar presente no mel, sendo originaria do
polen floral. Logo o nivel de peroxido presente em determinado mel é o resultado do
equilibrio entre a taxa de formacdo pela glucose oxidase e a taxa de decomposicdo pela
catalase (AURONGZEB; AZIM, 2011).

Neste estudo, o tratamento prévio dos méis com catalase promoveu um aumento nos
valores da CIM para os dois méis. Estes resultados sugerem que o peréxido de hidrogénio
contribui parcialmente no efeito antifingico dos méis. Chen et al. (2012) mostraram uma
correlacdo entre a producdo de peréxido de hidrogénio e atividade antifingica entre méis
brutos nativos da Australia.

Diferentes méis apresentam sinergismo com Varias substdncias como extrato de
cebola, extrato de menta, extrato de gengibre, extrato de Zataria, propolis (AL MASAUDI;
AL BUREIKAN, 2012; KHOSRAVI-DARANI et al., 2013; AL-WAILI et al., 2012).
Entretanto em nosso estudo ndo foi detectado sinergismo entre os méis e o fluconazol e a

mistura dos méis de S. bipunctata e S. postica nos isolados testados.

Candida spp. possuem uma série de fatores que contribuem para a sobrevivéncia e
persisténcia da levedura no hospedeiro, pois facilitam a adeséo, invaséo, dano celular e evaséo
da resposta imune do hospedeiro (ZHU; FILLER, 2010). Neste trabalho avaliamos o efeito
dos méis sobre a capacidade de adesdo, producdo de biofilme e morfogénese. O tratamento
com o0s méis a partir da concentracao de 20% (v/v) foi capaz de reduzir de forma significativa
a morfogénese para ambos os isolados. Este efeito também foi observado para o extrato de
mel multifloral rico em flavonoides (CANDIRACCI; CITTERIO; PIATTI, 2012). Em C.
albicans, a transicdo para a forma de hifas é essencial para a viruléncia da espécie e tal
morfologia, estd associada com maior dano as células epiteliais do hospedeiro (BRUNKE;
HUBE, 2013).

O tratamento com o mel de S. bipunctata reduziu de forma significativa a adesao de C.
albicans em poliestireno a partir da concentracdo de 20% e o tratamento com o mel de S.

postica a partir da concentracdo de 10%. O tratamento com 0s meis também reduziu a
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biomassa do biofilme maduro de C. albicans, entretanto a reducdo foi considerada
significativa somente para o tratamento dos biofilmes com mel de S. postica a 40%. Embora
na literatura revisada ndo existam artigos apontando o efeito de méis na adesédo de fungos,
autores como Badet e Quero (2010) e Lee et al. (2011), relataram a reducdo da adesdo de
bactérias em superficies bidticas e abioticas, apds o tratamento com méis. Ansari et al. (2013),
mostraram que o mel Jujube a partir de concentragdes de 10% (p/v) inibiram o biofilme de C.
albicans em estagios iniciais e tardios. Células organizadas na forma de biofilme apresentam
maior resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos, como
fluconazol, anfotericina B, voriconazol e nistatina (CHANDRA et al., 2001b; BIZERRA et
al., 2008; FIORI et al., 2011).

CONCLUSOES

Neste estudo, foi mostrada atividade antifingica dos méis produzidos pelas abelhas
indigenas sem ferrdo S. bipunctata e S. postica em células plancténicas de C. albicans e este
efeito parece ser dependente da presenca de peroxido de hidrogénio. Os méis foram capazes
de inibir a adesdo em superficie abidtica e morfogénese. Além disso, os méis foram capazes
de reduzir a biomassa do biofilme maduro. Nas concentracbes testadas 0s méis nao
apresentaram atividade hemolitica. Os resultados indicam o potencial antifungico dos méis
obtidos das abelhas indigenas S. bipunctata e S. postica sobre C. albicans.
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LEGENDAS

Tabela 1- Perfil de sensibilidade das células planctonicas de Candida albicans aos méis de
Scaptotrigona bipunctata, Scaptotrigona postica e fluconazol

Figura 1- Efeito dos méis de Scaptotrigona bipunctata (A) e Scaptotrigona postica (B) na
adesdo de Candida albicans em superficie abiotica. O valor da adesdo esta expresso como
densidade Optica a 595 nm. * p < 0,05

Figura 2 - Efeito dos méis de Scaptotrigona bipunctata (A) e Scaptotrigona postica (B) na
producdo de biomassa pelo biofilme maduro de Candida albicans. O valor da biomassa esta
expresso como densidade Optica a 595 nm. * p < 0,05

Figura 3 - Efeito dos méis de Scaptotrigona bipunctata (E&) e Scaptotrigona postica (EZ3)
em diferentes concentragdes na morfogénese da cepa de referéncia ATCC MYA-2856 (A) e
do isolado clinico 82 (B) de Candida albicans. O valor esta expresso como porcentagem de
tubos germinativos em relacdo as leveduras totais.

Figura 4- Efeito hemolitico dos méis de Scaptotrigona bipunctata (A) e Scaptotrigona
postica (B).

Figura 5- Microscopia de fluorescéncia de células planctonicas de Candida albicanstratados
com méis. Controle ndo tratado corado com FUN-1 (A) e Calcofluor White (B). Efeito do
tratamento com o mel de Scaptotrigona bipunctata apds 3 horas (C) e 6 horas (D). Efeito do
tratamento com o mel de Scaptotrigona postica apds 3 horas (E) e 6 horas (F).
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Amostra S. bipunctata S. postica Fluconazol
(%) (%) (Hg/mL)
ATCC 26790 10 10 4
ATCC MYA-2876 20 20 1
E 20 40 64
0 10 10 0,5
12 20 20 1
18 40 20 4
21 40 20 4
27 20 40 2
29 20 10 0,5
82 10 10 0,5
122 20 40 128
134 10 10 2
167 10 10 0,5
179 10 40 8
191 10 10 1
212 20 10 1

Tabela 1
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4.2 ARTIGO 2. MEL, UM AGENTE NATURAL ALTERNATIVO PARA O TRATAMENTO DE
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RESUMO

Na antiguidade diversas civilizagdes como o0s egipcios, assirios, chineses, gregos e
romanos, usavam o mel para o tratamento de doencas. O mel ainda é usado como tratamento
na medicina popular de regides da Asia e Africa. Estudos cientificos relatam as propriedades
anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, antivirais, antimicrobianas, cicatrizantes e nematicidas
de meis. O efeito antimicrobiano é atribuido a uma série de fatores como pH,
higroscopicidade, producdo de peroxido de hidrogénio, efeito osmético, flavonoides, acidos
organicos. A acdo se estende a bactérias e fungos, inclusive aqueles resistentes a
antimicrobianos atualmente disponiveis para o tratamento de infecgdes. O efeito inibitorio em
microrganismos pode ser potencializado pela combinagdo do mel a outros compostos como
extratos de plantas, propolis e amido. Os méis também afetam fatores de viruléncia dos
microrganismos, reduzindo sua adesdo em superficies bidticas e abioticas assim como a
producdo de biofilme. Atualmente, o uso do mel tem sido direcionado para o tratamento de
feridas, queimaduras, escaras, Ulceras, principalmente quando 0s microrganismos infecciosos
sdo recalcitrantes ao tratamento convencional. O baixo custo e facil acessibilidade fazem do

mel um promissor agente antimicrobiano.

Palavras chave: Mel, atividade antimicrobiana.

INTRODUCAO

O mel e seus derivados séo alimentos funcionais que contribuem para a manutencao
da satde humana. O mel é produzido por diferentes espécies de abelhas a partir do néctar das
flores, exsudatos de plantas e frutas, ou ainda de secre¢des de plantas ou insetos sugadores,
denominados méis florais, méis extraflorais e méis de melato, respectivamente. Os méis
florais séo classificados em monoflorais ou multiflorais pela analise microscopica da origem e
quantidade de gréos de polen. No mel monofloral o polen de determinada origem botéanica é
predominante sobre os demais, e a frequéncia deve ser superior a 45% do total de grdos de
polen. J& no mel multifloral ndo existe dominancia entre grdos de pélen de diferentes origens
(MOLAN, 1998).
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Abelhas pertencentes as subfamilias Apinae e Meliponinae da familia Apidae s&o
reconhecidas como produtoras de mel. Apinae compreende as abelhas com ferrdo, entre elas a
espécie Apis mellifera que é nativa da Europa, Asia e Africa, e foi introduzida na América do
Norte no século 17 disseminando-se em todo continente americano (WINSTON, 1987). O
mel produzido por esta espécie é utilizado no mundo todo e suas propriedades bioldgicas
amplamente estudadas (JULL; WALKER; DESHPANDE, 2013). As abelhas sem ferrdo
pertencem a subfamilia Meliponinae e sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais da
Austrélia, Africa, sudeste da Asia e América (WILLE, 1983). Em contraste a A. mellifera, o
mel produzido por meliponineos é utilizado na medicina popular do norte da Australia,
América Central e do Sul, e na Africa (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

A composicdo do mel pode variar de acordo com a origem fitogeografica, fonte do
néctar, as estacGes do ano, a espécie da abelha e as técnicas de processamento (DEMERA;
ANGERT, 2004; JEFFREY; ECHAZARRETA, 1996; LIU et al., 2013; PIMENTEL et al.,
2013). Aproximadamente 95% dos s6lidos do mel sdo carboidratos, sendo que 0s principais
sdo frutose e glicose, porém outros agucares como sucrose, maltose, isomaltose e agucares
complexos também estdo presentes. Outras substancias presentes em menor quantidade no
mel incluem: minerais, amino&cidos, vitaminas, &cidos organicos, flavonoides e enzimas. A
quantidade de agua nos méis pode variar entre 15% a 21% (v/v) (AURONGZEB; AZIM,
2011; FERREIRAet al., 2008; JEFFREY; ECHAZARRETA, 1996; LEE et al., 2011; WANG;
LI, 2011).

O uso do mel como medicamento para uma série de enfermidades remonta a
antiguidade. Diversas civilizacbes como 0s egipcios, assirios, chineses, gregos e romanos,
usavam o mel, sozinho ou em combinagdo com plantas, para o tratamento de inflamacdes na
garganta e amigdalas, tosse, feridas, queimaduras, Ulceras, diarreia. Na medicina popular de
algumas regides, ainda € utilizado, principalmente para o tratamento de Ulceras gastricas e dor
de garganta (MOLAN, 2009). Estudos cientificos mostram que 0s méis possuem propriedades
anti-inflamatorias, anticarcinogénicas, antivirais, antimicrobianas, cicatrizantes e nematicidas
(GOERDT et al., 2013; LIU et al., 2013; MAGHSOUDI et al., 2011; SAJID; AZIM, 2012;
SHAHZAD; COHRS, 2012; SIMON et al., 2009; WEN et al., 2012).

Na Tabela 1 estdo sumarizados os dados obtidos em vinte e quatro artigos, publicados
entre o periodo de 1994 a 2013 sobre o efeito de meéis obtidos de abelhas pertencentes a sub-
familia Meliponinae e ao género Apis em diferentes espécies de microrganismos. Foram

incluidos os artigos nos quais foi possivel identificar a origem botanica do mel.
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A atividade antimicrobiana dos méis ja foi descrita em varios microrganismos,
inclusive em isolados resistentes a antibacterianos de uso clinico (BOORN et al., 2009;
GEORGE; CUTTING, 2007). Méis de variadas origens botanicas apresentaram efeito
inibitério sobre as espécies bacterianas Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurum,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes e Serratia marcencens, sendo
que estes isolados eram resistentes a pelo menos um antibidtico (AL-WAILI et al., 2013).
Vérios autores descreveram a atividade antifingica de diferentes méis sobre células
planctonicas de Candida spp., sendo que a maioria dos trabalhos utilizaram Candida albicans
(AL-WAILI et al., 2011, 2012; BORSATO, 2013; CHEN et al., 2012; KHOSRAVI et al.,
2008; KOC et al. 2011; MOUSSA et al., 2012a; MULU et al., 2010; PATTON et al., 2006;
THEUNISSEN; GROBLER; GEDALIA, 2001). Alguns méis produziram efeitos similares
tanto em isolados de Candida sensiveis, quanto resistentes ao fluconazol. Mulu et al. (2010)
compararam o efeito do mel multifloral da Etiopia em isolados de Candida spp. sensiveis,
dose-dependentes e resistentes ao fluconazol. A Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
variou de 35% a 40% (v/v) e ndo houve diferenca significativa entre a CFM dos trés grupos
analisados. Entretanto, Getaneh et al. (2013) ao avaliarem o efeito dos méis multiflorais da
Etidpia, mostraram que maiores valores de CIM foram observados para MRSA para 80% dos
méis avaliados. A CIM média dos méis foi de 17% (v/v) para MSSA e 18,87% para MRSA.

Tabela 1 -Efeito inibitério de diferentes méis sobre microrganismos

Microrganismos Origem boténica do mel CIM Referéncia

Bactérias Gram-positivas

2% (vIv) PATTON et al., 2006
Acacai tortilis; Acacia spp.;Erica 30-70 (M/v) % AL-WAILI et al.. 2013
Bacillus spp. sp.; Leptospermum sp.; Zizphus
spina-christi )
1,51 (viv) % FEASetal., 2013
- T . 6,25
Clostridium difficile Leptospermum scoparium HAMMOND: DONKOR. 2013
) (vIv) %
Enterococcus sp. Leptospermum sp. (Medihoney®); 8-16 BOORN et al., 2009

Multifloral
6-8 GEORGE; CUTTING, 2007
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Enterococcus sp. (VRE)

Micrococcus luteus

Staphylococcus spp.

Staphylococcus aureus
(MRSA)

Streptococcus spp.

Acinetobacter
baumannii (multi-
resistente)

Alcaligenes faecalis

Campylobacter spp.

. (VvIv) %
Leptospermum sp. (Medihoney®) 6-8
Acacai tortilis; Acacia spp.; Zizphus (VIv) %
spina-christi; 30-50
(VIv) %
0,78
Acacai tortilis; Acacia 4
spp.;Acalypha spp.; Aglaia 1-16
formosana; Banara spp.; Banksia 30
sp.; Brassica napus; Bidens pilosa; 10-50
Citrus maxima; Corymbia spp.;
S maxima, L.orymbia spp., (M) %
Delonix regia; Dimocarpus longan;
Dryandra sessilis; Echium 5
plantagineum; Erica sp.; Eucalyptus
spp.; Faramea spp.; Lavandula 50
xallardii; Leptospermum sp.; Litchi 1221
chinensis; Melaleuca spp.;
Micromyrtus ciliata; Mimosa 1,56-50
scabrella; Trifolium repens; Zizphus 4,73
spina-christi; ZI (mm)
Heterofloral;Multifloral 30,7-40,7
FE %
5-34,5
(VIV) %
Multifloral 4
2-16
(VIvV) %
2-32
Aglaia formosana; Citrus maxima,; (M) %
Bidens pilosa; Dimocarpus longan; 50
Litchi chinensis;Heterofloral;
Multifloral 20
Z1l (mm)
35,3-38

Bactérias Gram-negativas

(VIV) %
Leptospermum sp. (Medihoney®) 6-8
Echium plantagineum; Eucalyptus (m/v) %
macrorrhyncha; Lavandula 5
xallardii
(VIV) %

Leptospermum scoparium .

GEORGE; CUTTING, 2007

AL-WAILI et al., 2013

PATTON et al., 2006
GEORGE; CUTTING, 2007
BOORN et al., 2009
AL-WAILI et al., 2012
AL-WAILI et al., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

AL-WAILI et al., 2011
CHEN et al., 2012
BORSATO et al., 2013
FEAS et al., 2013
LIU etal., 2013

IRISH; BLAIR; CARTER, 2011

GEORGE; CUTTING, 2007
BOORN et al., 2009

BOORN et al., 2009

AL-WAILI etal., 2011
MADDOCKS et al., 2012

LIU et al., 2013

GEORGE; CUTTING, 2007

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

LIN; MOLAN; CURSONS, 2009
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Citrobacter spp.

Enterobacter cloacae
(ESLB)

Enterobacter spp.

Escherichia coli

Escherichia coli (ESLB)

Helicobacter pylori

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Aglaia formosana; Citrus maxima;
Bidens pilosa; Dimocarpus longan;
Echium plantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha; Lavandula
xallardii; Multifloral

Leptospermum sp. (Medihoney®)

Abies alba; Acacai tortilis; Acacia
spp.; Crataegus laeevigata; Echium
plantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha; Lavandula
xallardii; Leptospermum sp.;
Robina pseudoacacia; Zizphus
spina-christi;

Acacai tortilis; Acacia spp.;
Acalypha spp.; Aglaia formosa;
Banara spp.; Bidens pilosa; Citrus
maxima; Delonix regia;
Dimocarpus longan; Echium
lantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha; Faramea spp.;
Heterofloral; Lavandula xallardii;
Leptospermum sp.; Litchi chinensis;
Mimosa scabrella; Multifloral;
Zizphus spina-christi;

Leptospermum sp. (Medihoney®)

Leptospermum sp.

Acacai tortilis; Acacia spp.;Aglaia
formosa; Bidens pilosa; Citrus
maxima; Dimocarpus longan;

Echium lantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha;Lavandula
xallardii; Litchi
chinensis;Multifloral; Zizphus
spina-christi

Leptospermum sp. (Medihoney®)

(m/iv) %
1

Z1 (mm)

21,3-27

(VIv) %
6

(VIV) %

30-50

(miv) %

5

12,5->25
(VIv) %
5,6
8-16
30
30-50
(m/v) %
1

30
3,12-50
7,6
Z1 (mm)
22,3-31,7
(VIV) %
6-8
(miv) %
10
Z1l (mm)
0-25,6
(VIV) %
8-16
20-60
(m/v) %
5

Z1 (mm)
15,7
(vIv) %

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

LIU et al., 2013

GEORGE; CUTTING, 2007

AL-WAILI etal., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

MAJTAN et al., 2013

PATTON et al., 2006
BOORN et al., 2009
AL-WAILI et al., 2012
AL-WAILI et al., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

AL-WAILI et al., 2011
BORSATO et al., 2013
FEAS et al., 2013

LIU et al., 2013

GEORGE; CUTTING, 2007

NDIP et al., 2007

AL SOMAL etal., 1994

BOORN et al., 2009
AL-WAILI etal., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

LIU et al., 2013
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(ESLB)

Porphyromonas
gingivalis

Proteus mirabilis

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa (ESLB)

Salmonella spp.

Serratia marcescens

Shigella sonei

Stenotrophomonas
maltopilia

Mycobacterium phlei

Aspergillus nidulans

Candida spp.

6-8
. (m/iv) %
Leptospermum scoparium )
Abies alba; Crataegus laevigata; (miv) %
Leptospermum sp.; Robina 12,5-25
pseudoacacia
(VIv) %
Acacai tortilis; Acacia spp.;Erica 8
sp.; Leptospermum sp. 4-16
(Medihoney®); Multifloral; Zizphus 30-50
spina-christi (M) %
11,63
Lept (Medih ®) (vv) %
eptospermum sp. (Medihone
prosp P y 12-14
(VIV) %
Acacai tortilis; Acacia spp.; Aglaia 8-16
formosa; Bidens pilosa; Citrus 30-40
ma}X|ma; D|m_ocarpus longan; (M) %
Echium lantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha;Lavandula 1
xallardii; Litchi chinensis;
Multifloral; Zizphus spina-christi ZI (mm)
25-28,3
Acacai tortilis; Acacia spp.; Zizphus (VIv) %
spina-christi 30-70
. . (m/v) %
Echium lantagineum; Eucalyptus
macrorrhyncha;Lavandula xallardii 5
. (m/v) %
Leptospermum scoparium
7,5-22,5

Bactérias Acido-alcool resistentes

Echium plantagineum; Eucalyptus (m/v) %
macrorrhyncha; Lavandula 1
xallardii
Fungos
Acacai tortilis; Acacia spp.; Zizphus (Viv) %
spina-christi 30-50
Acacai tortilis; Acacia spp.; (VIv) %

Acalypha spp.; Astragalus spp.; 251
Banara spp.; Brassica napus; 25.43

Crataegus momogyna; Delonix

regia; Erica sp.; Eucalyptus sp.; 10-80

GEORGE; CUTTING, 2007

EICK etal., 2014

MAJTAN et al., 2013

GEORGE; CUTTING, 2007
BOORN et al., 2009
AL-WAILI etal., 2013

FEAS etal., 2013

GEORGE; CUTTING, 2007

BOORN et al., 2009
AL-WAILI et al., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

LIU et al., 2013

AL-WAILI et al., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

MAJTAN et al., 2013

LUSBY; COOMBES; WILKINSON,
2005

AL-WAILI et al., 2013

PATTON et al., 2006
KHOSRAVI et al., 2008
KOC etal., 2011
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Familia Apiceae; Familia 30 AL-WAILI et al., 2012
Asteraceae; Faramea spp.; 40-70 AL-WAILI et al., 2013
Glycyrrihza gla}bra}; Het.erofloral; (M) %
Menta longifolia; Mimosa
scabrella; Myrica cordifolia; 20 THEUNISSEN; GROBLER,;
Multifloral; Zataria multiflora; GEDALIA, 2001
Zizphus spina-christi 70 AL-WAILI etal., 2011
19-36 CHEN et al., 2012
12,5-50 BORSATO et al., 2013
14,33-23,33 FEAS et al., 2013
Z1 (mm)
6-10 MOUSSA et al., 2012a
Cryptococcus . (m/v) %
Erica sp. .
neoformans 19,33 FEAS etal., 2013
Rhodotorula Familia Apiaceae; Eucalyptus sp.: ZI (mm)
mucilaginosa Familia Asteraceae; Multifloral 6-20 MOUSSA et al., 2012a
. . (Vviv) %
Trichosporon sp. Multifloral
5-80 KOC et al., 2011

ELSB - Produtoras de B-lactamases de espectro estendido; FE — Fenol Equivalente; MRSA - S. aureus resistente
a meticilina; VRE - Enterococcus resistente a vancomicina; ZI — Zona de inibicao.

O efeito antimicrobiano dos méis € atribuido a uma série de fatores como: pH,
higroscopicidade, producdo de peroxido de hidrogénio, efeito osmético, flavonoides, acidos
organicos, entre outros (AURONGZEB; AZIM, 2011).

Os agucares D-glicose e D-frutose presentes no mel interagem fortemente com a agua,
desidratando e impedindo a proliferacdo de microrganismos (AURONGZEB; AZIM, 2011,
BARBOSA-CANOVAS et al., 2007; MOLAN, 2009). A agua livre é mensurada como
atividade da agua (a,) € em méis nao diluidos este valor se encontra na faixa de 0,479 a 0,557.
Valores de a, abaixo de 0,6 ndo permitem a proliferacdo de nenhum tipo de microrganismo.
As bactérias sdo mais sensiveis que os fungos a falta de agua. Grande parte das bactérias é
inibida se a a,, se encontra abaixo da faixa de 0,94 a 0,99, no entanto algumas espécies como
S. aureus (aw = 0,86) sdo mais resistentes. Para leveduras e fungos filamentosos a atividade da
agua minima para permitir seu crescimento esta entre 0,61 e 0,90, porém varia conforme a
espécie. As leveduras Saccharomyces cerevisiae (ay = 0,90) e Candida spp. (aw = 0,88) sédo
mais sensiveis a falta de agua livre enquanto Saccharomyces rouxii (a, = 0,62) a mais
resistente (AURONGZEB; AZIM, 2011; BARBOSA-CANOVAS et al., 2007; MOLAN,
2009).



63

Durante a coleta do néctar, as abelhas secretam através da glandula hipofaringea a
enzima glucose oxidase, responsavel pela producdo de duas substancias importantes para a
atividade antimicrobiana dos méis: o &cido glucdnico e o peréxido de hidrogénio. Os niveis
de perdxido de hidrogénio nos méis também sdo resultado de acdo de outra enzima, a catalase,
que decompbe o perdxido em &gua e oxigénio. Deste modo a quantidade de perdxido em
determinado mel é o resultado do equilibrio entre a taxa de formac&o pela glucose oxidase e a
taxa de decomposicdo pela catalase. Chen et al. (2012) mostraram uma correlacdo positiva
entre 0s niveis de peroxido de hidrogénio produzidos e a atividade antimicrobiana em S.
aureus e C. albicans. Porém esta substancia ndo € a Unica responsavel pela atividade
antimicrobiana, uma vez que méis que ndo continham peréxido de hidrogénio, assim como o

mel artificial, foram capazes de inibir o crescimento da levedura.

O pH dos méis geralmente varia entre 3,2 e 4,5, e também tem efeito parcial na
inibicdo, sendo o acido glucénico a principal substancia responsavel por sua acidez (MOLAN,
2009).

Alguns méis possuem fatores adicionais, além dos citados acima, que contribuem para
sua atividade antimicrobiana. A lisozima esta presente em alguns méis, em maior quantidade
quando este é recém coletado da colmeia (MOLAN, 2009). Flavonoides foram detectados em
méis de varias regides do mundo (MAJTAN et al., 2013; MOLAN, 2009; PIMENTEL et al.,
2013; SABATIER et al., 1992).Acidos fendlicos como o &cido siringico, metil-siringato e
acido 3,4,5 trimetdxi-benzoico, além de metilglioxal foram isolados do mel Manuka, e o0 1,4
dihidroxibenzeno do mel de viperina (MOLAN et al., 1989; ADAMS et al., 2008).

Diversos autores também relatam o sinergismo do mel com varias substancias como
extrato de cebola, extrato de menta, extrato de gengibre, extrato de Zataria, prépolis
(ALMASAUDI; AL BUREIKAN, 2012; AL-WAILlIet al., 2012; KHOSRAVI-DARANI et
al., 2013). Alem disso, a suplementacdo do mel com amido tem efeito aditivo para a inibicéo
de fungos (BOUKRAA; BENBAREK; MOUSSA, 2008; MOUSSAet al., 2011, 2012b).
Moussa et al., (2012b) analisaram quatro meéis algerianos com CIM média de 38% a 42%
(v/v) para C. albicans, sendo que a adi¢do de amido reduziu de 14% a 16% a CIM dos
mesmos. O efeito pode ser explicado pela presenga da enzima amilase no mel, que degradaria

as cadeias do amido produzindo dextrina e maltose e aumentando o efeito osmotico do mel.
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A terapia antimicrobiana tradicional visa farmacos com o potencial de matar ou inibir
o0 crescimento do microrganismo no hospedeiro, entretanto tem se discutido novos farmacos
cujo alvo seja a inibicdo de fatores de viruléncia (JACOBSEN et al., 2012; WATANABE et
al., 2012). O efeito inibitério de méis na adesdo em superficies bidticas e abidticas ou em
diferentes etapas do biofilme j& foi relatado nos seguintes microrganismos:E. cloacae, P.
mirabilis, C. albicans, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans e S. pyogenes (ANSARI et
al., 2013; LEE et al., 2011; LOK, 2013; MADDOCKS et al., 2012; MAJTAN et al., 2013;
OKHIRIA et al., 2009).

A incubacdo de S. pyogenes em presenca do mel Manuka em concentracdes de 20%
(m/v) reduziu a expressao das proteinas Sof e Sfb I. Acredita-se que estas proteinas medeiem
a adesdo da bactéria ao tecido do hospedeiro. O tratamento com o mel reduziu em 74% a
adesdo do patogeno a fibronectina (MADDOCKS et al., 2012). O tratamento com o mel de
acacia reduziu a adesdo da bactéria E. coli em células humanas de carcinoma de colon (HT-
29) (LEE et al., 2011).

O mel Manuka foi capaz de reduzir a biomassa do biofilme maduro de P. aeruginosa
na concentracdo de 40% (m/v) (OKHIRIA et al., 2009). O mel comercial Langnese foi capaz
de reduzir a biomassa do biofilme em estagios iniciais, assim como o biofilme maduro de S.
mutans a partir da concentracdo de 12,5%, sendo mais eficaz que o mel artificial (NASSAR,;
LI; GREGORY, 2012). ConcentracBes sub-inibitdrias (10% m/v) dos méis de Crataegus
laevigata, Abies alba, Robinia pseudoacacia e Manuka inibiram a formacéo do biofilme de E.
cloacaee P. mirabilis (MAJTAN et al., 2013). Lee et al. (2011) mostraram a expressao
reduzida de genes relacionados a formacdo do biofilme e quorum-sensing em E. coli tratado

com 0,5% (v/v) de mel de acacia.

O uso do mel tem sido direcionado atualmente para o tratamento de feridas,
queimaduras, escaras, Ulceras, principalmente quando os microrganismos infecciosos nao
respondem ao tratamento convencional com antissépticos e antibidticos. Estudo de
Maghsoudi et al. (2011) com pacientes que sofreram queimaduras mostrou que a aplicagéo
topica de mel multifloral puro foi mais eficiente que o acetato de manefide no controle da
infeccdo. Além disso, acelerou o processo de atenuagdo da inflamagdo aguda, epitelizacdo e
cicatrizacdo das queimaduras. Ngatu et al. (2011) mostraram que a aplicacao topica do mel de
acaciae o extrato de propolis verde foram capazes de amenizar sintomas de Tinea capitis e

Tinea versicolor, como descamacéo, prurido, eritemas e formacdo de papulas ou pustulas.
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Abdelmonem, Rasheed e Mohamed (2012) verificaram diminuicdo de corrimento, coceira e
vermelhidao vulvo-vaginal, além de uma taxa de cura clinica maior para um grupo tratado
com mistura de mel/iogurte em relagdo ao grupo tratado com tioconazol. Méis de
Leptospermum sp., cujas propriedades foram extensivamente analisadas, sdo utilizados
atualmente na pratica hospitalar e tem beneficios relatados no tratamento de doencgas cronicas
da superficie ocular, feridas infeccionadas, prevencdo de inflamag¢fes como mucosite e
gengivite, comuns em pacientes submetidos a quimioterapia e tratamento das lesbes

ocasionadas por herpes genital e labial (SIMON et al., 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

O mel foi utilizado na medicina popular durante a antiguidade para o tratamento de
diversas doencas e a pesquisa cientifica atual corrobora suas propriedades anti-inflamatorias,
anticarcinogénicas e cicatrizantes. Méis de diferentes origens possuem atividade
antimicrobiana contra uma série de patdgenos, como bactérias, fungos, virus e parasitas
(GOERDT et al., 2013; LIU et al., 2013; MAGHSOUDI et al., 2011; MOLAN, 2009; SAJID;
AZIM, 2012; SHAHZAD; COHRS, 2012; SIMON et al., 2009; WEN et al., 2012). Além da
atividade inibitdria sobre células planctdnicas, o0 mel também é capaz de inibir fatores de
viruléncia de diferentes microrganismos como a adesdo em superficie bidtica ou abidtica e

biofilmes.

Atualmente produtos compostos pelo mel Manuka sdo os Unicos aprovados para
aplicacdo clinica como antimicrobiano. Este mel € produzido de Leptospermum sp., uma
planta nativa da Nova Zelandia e Australia, e sua atividade é atribuida principalmente ao
metilglioxal (MAVRIC et al., 2008). Porém, varios tipos de meis tém sido analisados quanto
ao efeito antimicrobiano em diferentes microrganismos (Tabela 1), inclusive contra aqueles
que sdo resistentes aos farmacos disponiveis. O conhecimento dos componentes dos méis
responsaveis por sua atividade antimicrobiana podem contribuir no desenvolvimento de

produtos para aplicacdo em varias areas da medicina.
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5 CONCLUSAO

Os méis produzidos pelas abelhas indigenas sem ferrdo Scaptotrigona bipuncata e
Scaptotrigona postica tiveram efeito inibitério em células plancténicas de Candida albicans e
interferiram em fatores de viruléncia desta espécie, reduzindo a morfogénese das leveduras,
assim como a adesdo em superficie abiotica e a biomassa do biofilme. Os méis ndo possuiram
efeito sinérgico entre si ou em combinacdo com o fluconazol. Nas concentracdes avaliadas
ambos os méis ndo apresentaram efeito hemolitico em eritrécitos humanos. Os resultados
deste estudo sugerem a presenca do peroxido de hidrogénio como uma substancia
parcialmente responsavel pelo efeito inibitorio dos meis, uma vez que quando tratados com a
enzima catalase, o efeito antifungico diminuiu. A elaboracdo de produtos antimicrobianos a
base de méis é uma possivel alternativa aos antifungicos utilizados para o tratamento de
candiases.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer de aprovacéo do uso de isolados clinicos originarios da cavidade bucal

de pacientes HIV-positivos pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Londrina

- '“TJI] o
,“. Universidade

Estadual de Londrina
CW" OE ETICA EM PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana
Registro CONEP 268

Parecer de Aprovagao N° 036/10
CAAE N° 0036.0.268.000-10 . | Londrina, 18 de maio de 2010.
FOLHA DE ROSTO N° 325267 ¢

PESQUISADORA: SUELI FUMIE YAMADA OGATTA
CCB/DEPTO DE MICROBIOLOGIA

Prezada Senhora:

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)—
de acordo com as orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“CANDIDA SPP. ISOLADAS DE MUCOSA BUCAL DE PACIENTES PORTADORES DE HIV:
DETERMINAGAO DOS FATORES DE VIRULENCIA, FORMAGAO DE BIOFILME E SENSIBILIDAE
AOS ANTIFUNGICOS”

Situagéo do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

/ :
/{ 2.{4,1,\, ',)7'% e W‘/w
Prof?. Dra. Paula Mariza Zedu Alliprandini

Vice-Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL

“Campus Universithrio: Rodovia Celw Garcia C3d (PR #45), kam 380 - Fone (043) 3714000 PABX - Fax 335 440 - Calma Postal 001 - CEP 86051990  Internet Itips//www meLbr
Hospital Universitirie/Contre do Climcins da Sade: Av. Robert Koch, 60 - Vila Operiria - Fone (043) 3512000 PABX — Fax 337-4041 ¢ 3377495 - Cutxa Postal 791 - CEP 86035440
LONDRINA - PARANA . BRASIL

Porm. G50 11.764 - Formaio A4 (210257 tm)
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ANEXO B - Parecer de aprovacao do uso de isolados clinicos originarios da cavidade bucal

pelo Comité de Etica da Faculdade Uninga

CoMITE PERMANENTE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS - REGISTRADO NA CONEP EM 29/03/2011

CAAE N° 0017.0.362.000 — 11 PARECER N° 0017/11

Pesquisador(a) Responsavel: Natalia de Souza Botelho

Curso de graduagdo/Curso pés-graduagao/Empresa: Curso de Biomedicina/Uninga

Titulo do Projeto: Identificagdo e caracterizagdo de leveduras isoladas da mucosa oral de
pacientes diabéticos

Consideragoes:

O presente projeto de pesquisa cientifica do curso de Biomedicina busca analisar amostras de
saliva provenientes de pacientes diabéticos em tratamento com insulina registrados em Unidades
Basicas de Saude de Maringé — PR.

e Todos os itens proposto pelo relator foram corrigidos pelo pesquisar responsavel deste projeto.

Desta forma, os membros do comité de ética foram favoraveis a aprovacéo do projeto.

Situagao:
APROVADO (X) PENDENTE ( )
| ( ) para registro SISNEP ( ) para analise e parecer CONEP Data: / /

O pesquisador(a) devera apresentar:
( ) Relatério(s) semestral (ais) em
( ) Relatério final para este comité em

O protocolo foi aprovado de acordo com a resolugdo n° 196/96 e complementares do

CNS/MS, na 0000° reunido do CEP-INGA em 29/04/2011. i
Prof. Ms. Maria do RoséﬁgAManins

Coordenador CEP- INGA
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ANEXO C - Autorizacao de acesso aos méis de Scaptotrigona bipunctata e Scaptotrigona

postica para fins cientificos

Autorizagio de Acesso e de Remessa de
Componente do Patrimanio Genetico

O Conselho Macional de Desenvolvimente Cientifico e
Tecnolbgico - CHPg, nos termos DeliberacBo 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético, autoriza a
instituicdo identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patrimdnio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 17 de Maio de 2013

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Sadde
PO 161/2010

Processo: 010326/2013-8

Validade: 17/05/2013 a 13/05/2018

Instituig@o: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
CNPJ: 786.404 850/0001-53

Pesquisador: Gerson Makazato

CPF: 176.843.348-83

RG: 21981716 - SSP/ SP

Para visualizar a versdo digital da Autorizagio de Acesso e
de Remessa de Componente do Patrimdnio Genético, V.Sa.
poderd utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPg para
esse fim na pagina

hitp/servicosweb.cnpg brivisualizador/</a= & informar o
numero do protocolo 3281781225021035 para recuperd-la
do bance de dados do CNFPg






