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RESUMO. Desde os primérdios da civilizacdo a busca pela cura dos males que
afligem a humanidade € uma constante. Considerando as inUmeras doencas que
podem acometer 0s seres humanos, as causadas por micro-organismos
merecem um destaque especial. Embora a antibioticoterapia tenha
revolucionado a medicina quanto ao tratamento das doencas infecciosas, a
ponto de acreditarmos que este tipo de doenca nao seria mais um problema
doravante, a verdade, porém nos foi apresentada de forma bastante angustiante.
Poucos anos depois do inicio do uso da penicilina, por exemplo, ja existiam
relatos sobre as primeiras ocorréncias de linhagens de Staphylococcus aureus
resistentes a esta droga. Obviamente a idéia de que nossos problemas com as
doencas infecciosas estavam resolvidos foi decorrente de uma visao ingénua,
pOiS NOS esquecemos por um momento que a interacdo entre micro-organismos
e drogas antimicrobianas era uma classica condicdo de pressdo seletiva que
culminou com a selecdo de linhagens resistentes a este grupo de substancias.
Este fenbmeno levou os pesquisadores, e a industria de medicamentos, a
buscarem de forma incisiva novas drogas antimicrobianas para introduzi-las ao
arsenal ja existente. A titulo de informacao, o desenvolvimento de drogas semi-
sintéticas por muito tempo tem sido a forma usual para contornar o problema da
resisténcia antimicrobiana, pois entre os anos de 1960 e 2000 nenhum grupo de
drogas antimicrobianas foi apresentado com alternativa para o tratamento das
doencas infecciosas. Considerando os comentérios feitos, acreditamos que a
natureza, como ja foi em momentos anteriores, serd novamente a fonte de
compostos antimicrobianos uma vez que o fenbmeno da antibiose — producéo e
liberacdo de substancias por seres vivos com capacidade de inibir o
desenvolvimento de outros seres — rege 0s principios da antibioticoterapia.
Desta forma, o objetivo deste texto € reportar dados de literatura, bem como os
varios trabalhos realizados sob nossa responsabilidade, quanto ao potencial de
uso de derivados antimicrobianos obtidos tanto a partir de propolis - produto
resinoso elaborado pelas abelhas e que apresenta inUmeras fun¢gdes na colméia
— como também daqueles originados durante o metabolismo secundario das
plantas ditas medicinais. Nossas pesquisas foram direcionadas para o aspecto
antimicrobiano destes produtos, seja objetivando esclarecer o seu potencial para
o tratamento das doencas infecciosas como também na forma de aditivo em
alimentos.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, produtos naturais, prépolis, plantas
medicinais, 6leos essenciais, extratos de plantas
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Embora eu tenha obtido os titulos de mestre e doutor em agronomia, com
énfase na éarea de tratamento de residuos agroindustriais por biodigestao
anaerobia, foi na area de produtos naturais com propriedades antimicrobianas que
consolidei a minha linha de pesquisa, com inicio no ano de 1993 por ocasido de
minha contratagdo no Departamento de Microbiologia e Imunologia do IBB/UNESP.
Idealizei esta linha de pesquisa segundo uma visdo bastante ampla e com objetivo
claro de realizar uma prospeccado de produtos antimicrobianos naturais com
finalidade de contribuir com a terapéutica das doencas infecciosas, quem sabe num
futuro na forma de um produto comercial.

Todos os trabalhos na é&rea de produtos naturais publicados, e
mencionados neste material, referem-se as minhas orientagdes tanto de iniciacéo
cientifica, especialmente para elaboracdo de trabalho de conclusdo de curso
(TCC), como também de alunos de pds-graduacdo. No caso da pos graduacéo,
ingressei em meu primeiro programa (Biologia Geral e Aplicada do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESP) no ano de 2008, e até o presente foram
finalizadas quatro orientacbes de Mestrado, todas elas com produtos naturais,
sendo dois Biomédicos, um Nutricionista e um profissional em Naturologia
Aplicada. Além destas, orientei um doutoramento, neste caso uma profissional em
Tecnologia de Alimentos. Atualmente estou orientando dois doutorados, um
mestrado e duas inicia¢des cientificas, sendo todos estas orienta¢cdes com projetos
também na area de produtos naturais.

Inicialmente realizei os estudos com produtos antimicrobianos preparados
com a propolis de abelha da espécie Apis mellifera e também com abelhas nativas
do grupo dos Meliponineos, também conhecidas com abelhas sem ferrdo. Em
seguida, realizamos estudos utilizando derivados antimicrobianos de plantas, com
destaque para aquelas utilizadas na medicina popular objetivando o tratamento das
doencas infecciosas. Assim sendo, sera dado énfase neste material aos aspectos
da propriedade antimicrobiana destes produtos e o0 sinergismo com drogas
antimicrobianas de uso convencional. Saliento também que ja realizamos em nosso

laboratério pesquisas com finalidade de testar o uso potencial destes produtos,



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

especialmente os 6leos essenciais, como aditivos em alimentos com finalidades
antimicrobianas ou mesmo flavorizantes.

Gostaria de destacar que outros projetos que também resultaram em
publica¢cdes ndo serdo mencionados aqui, embora alguns destes também tenham
como objeto central os produtos naturais, especialmente aqueles relacionados as
areas especificas de Microbiologia de Alimentos, Bioquimica e Imunologia. Todas
estas publicacdes estdo devidamente apresentadas no memorial.

O texto a seguir foi redigido de acordo com o disposto no artigo 6° da
Resolugdo UNESP numero 27 de 14 de abril de 2009, o qual, dentre as provas
realizadas para obtencéo do titulo de Livre-Docente, inclui a defesa de uma tese ou
texto que sistematize criticamente a obra do candidato ou parte dela, sumarizando
de forma integrada os trabalhos desenvolvidos pelo candidato dentro de uma linha
de pesquisa, evidenciando a originalidade de sua contribuicdo nos campos da
ciéncia. Desta forma, o texto é apresentado em duas partes especificas, sendo
gue na primeira parte abordarei os aspectos antimicrobianos relacionados aos
estudos realizados com a propolis, especialmente a de Apis mellifera, e na
sequéncia aqueles realizados com antimicrobianos vegetais, especialmente os

derivados de plantas medicinais.
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2. PROPOLIS E ACAO ANTIMICROBIANA DOS SEUS PRODUTOS
DERIVADOS

2.1.Comentarios gerais sobre as abelhas

Deste a antiguidade as abelhas sdo valorizadas pelos seus produtos e
admiradas pelo seu comportamento. Elas ja foram desenhadas em quadros e
pinturas em cavernas, descritas em manuscritos, livros cientificos, liricos, cunhas
em medalhas, bijuterias, moedas e objetos de barro. Supde-se que 0s egipcios
foram o0s pioneiros na apicultura - arte de criar abelhas - tendo o mel sido
considerado um medicamento popular com participacdo em um ndmero expressivo
de remédios utilizados naquela época (COUTO & COUTO, 1996).

Acredita-se que as abelhas surgiram no planeta Terra ja com uma intima
relacdo com as plantas Angiospermas. Inicialmente esses insetos coletavam néctar
de flores e predavam pequenos animais como fonte protéica. Contudo, em um
determinado momento da evolucdo, trocaram a proteina animal por vegetal,
passando a consumir polen que elas também recolhiam das plantas visitadas
(CARVALHO & MARCHINI,1999).

As abelhas sociais mais utilizadas comercialmente pertencem ao género
Apis (Hymenoptera, Apidae), sendo classificadas em 7 espécies diferentes: Apis
florea, A. andreniformes, A. dorsata, A. cerana, A. mellifera, A. laboriosa e A.
koschevnikovi. Segundo Wiese (2005), a A. mellifera L foi introduzida no Brasil no
ano de 1839 oriundas de Portugal. Porém, com a chegada dos imigrantes
europeus, no ano de 1845, houve a introdugcdo de uma raca alema denominada A.
mellifera mellifera, conhecida como abelha alema ou preta. Entre 1870 e 1880,
houve outra nova entrada de abelha no pais de raca italiana denominada A.
mellifera ligustica e, finalmente em 1956, houve introducdo da raca africana
denominada A. mellifera scutellata. A consequéncia destas introducdes, e repetidos
cruzamentos, € que ha no Brasil atualmente uma abelha da espécie A. mellifera
com caracteristicas morfoldgicas e comportamentais préximas das africanizadas.

Outro grupo de abelhas que ultimamente vem recebendo atencdo de
pesquisadores é o das abelhas-sem-ferrdo da tribo Melliponinae (Meliponineos),
que habitam as regifes tropicais, sendo que na América Latina existem
aproximadamente 300 espécies e a maioria € produtora de méis de grande



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

aceitacao principalmente nas préprias regides produtoras. Estas abelhas séo
excelentes agentes polinizadores e muitas vezes utilizadas nas plantacbes em
estufas. Também produzem propolis, embora em gquantidades reduzidas e com
composicdo quimica ainda pouco estudada (MENEZES, 2005).

Embora produzam mel em menor quantidade, os meliponineos sédo
importantes por fornecer um produto que se diferencia do mel de A.mellifera,
principalmente na dogura inigualavel, sabor diferenciado, seguramente mais
aromético e que possui consumidor alvo distinto o que possibilita alcancar precos
elevados no mercado de méis (KERR, 1996; LEVY JUNIOR, 1997; NOGUEIRA
NETO, 1997). O interesse crescente pelo mel dos meliponineos tem gerado um
esfor¢co no sentido de determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes
méis produzidos pelas espécies que ocorrem no Brasil (PAMPONA, 1989;
EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2003). O estudo realizado por LEVY JUNIOR
(2997) nos forneceu subsidios para a realizacdo de nossos estudos sobre a agéo
antimicrobiana de prépolis de meliponineos, comparativamente ao de A. mellifera
(FERNANDES JUNIOR et al., 2001), o qual faremos comentarios por ocasido da

atividade antimicrobiana de prépolis.

2.2.Aspectos gerais sobre a propolis

A propolis é empregada desde a antiguidade pelos diferentes povos como
0S assirios, gregos, romanos, incas e egipcios (PEREIRA et al.,, 2002). O
reconhecimento do efeito antisséptico da prépolis é baseado no emprego desta na
prépria colméia, como, por exemplo, sobre predadores que as invadem e Ssao
mortos, mas cuja carcaca nao € removida por ser pesada. Estas sdo cobertas com
prépolis pelas abelhas, com o intuito de prevenir que a colméia seja acometida por
uma infeccdo bacteriana. A acdo se assemelha ao processo de embalsamento
empregado as mumias egipcias (SALATINO et al., 2005). Segundo Trevisan (1983)
e Angerami (1991), a prépolis € uma resina extraida de certos vegetais, de cor
castanho-esverdeado, constituida por 55% de resinas e balsamos, 30% de cera,

10% de 6leos volateis e 5% de polen.

E considerado um forte produto natural empregado na diminuicdo da
abertura de entrada e saida da colméia, assim como para cobrir paredes internas
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da colméia e interior das células para defendé-las dos micro-organismos, bem
como possibilitar reparos dos favos estragados ou consolidar os favos méveis. Na
Figura 1 sdo apresentadas ilustracdes referentes a coleta de matéria para
elaboracdo da propolis, a elaboracdo propriamente dita e prépolis bruta sendo
preparada para elaboracao de seus derivados.

A prépolis é resultante da coleta de substancias de natureza gomosa,
resinosa e/ou balsamicas, recolhidas pelas abelhas especialmente de brotos,
flores, cascas, latex, ramos, polen e frutos, entre outras partes, de espécies
vegetais presentes no ambiente em que se situa a colméia. As abelhas adicionam
e modificam a composi¢cao dos materiais coletados, através de secrecdes proprias
como a saliva, a partir da adicdo de ceras, ou ainda pelo processo de digestao do
polen pelas préprias abelhas (PINTO et al., 2001; FERNANDES JUNIOR et al.,
2003).

A sua coloracao pode variar desde o creme ao pardo-escuro, passando por
tonalidades de amarelo e verde. Algumas amostras se apresentam friaveis e de
textura dura, podendo indicar a presenca de teor elevado de resina. Por outro lado,
outras se mostram elasticas e pegajosas, podendo indicar elevado contetudo de
ceras (FUNARI & FERRO, 2006).

Atualmente, a propolis € recomendada pela sua agdo antimicrobiana,
antifangica, antiviral, hepatoprotetora e antiinflamatéria, por aumentar a resisténcia
natural do organismo a infeccdes, e para o tratamento de Ulceras gastroduodenais.
Externamente pode ser aplicada no controle de dermatites causadas por fungos e
bactérias. E utilizada em formulagdes comerciais, como capsulas, géis, po, extrato,
enxaguantes bucais, e constituindo produtos da indastria de cosméticos
(CASTALDO & CAPASSO, 2002). Além destas propriedades, Cueto (1991)
relacionam também as propriedades antioxidante, antialérgica, desodorante,
cicatrizante, hipertensora e termoestabilizadora.

Em outros estudos que abordaram as propriedades biolégicas da propolis
sdo destacadas as atividades: antibacteriana, (MOCHIDA et al., 1985;
GHISALBERTI, 1979; VELIKOVA et al.,, 2000, PEPELJNJAK et al.,, 1985),
antifangica (DIMOV et al., 1991; SCHEIDEWIND et al., 1979; MURAD et al., 2002),
antiviral ( AMOROS et al., 1992; AMOROS et al., 1994), anestésica local
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Figura 1. Fotos ilustrativas dos passos para elaboracdo da prépolis de Apis
mellifera até momento prévio ao preparo do derivado da propolis.
http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-
prépolis-with-mortar.jpg. (Disponivel em 04/04/2012)
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(PAINTZ & METZNER, 1979), antiinflamatoria (STREHL et al., 1994; MIYATAKA et
al., 1997), antioxidante (SUN et al., 2000; ISLA et al., 2001), hepatoprotecéo
(GONZALES et al., 1995), imunoestumulante (DIMOV et al., 1991) e citostéatica
(FRENKEL et al., 1993).

A composi¢do quimica da propolis € complexa e relacionada a diversidade
vegetal encontrada em torno da colméia. Embora a propolis seja amplamente
utilizada na medicina popular, a falta de padrbes que avaliem de maneira precisa
suas atividades farmacoldgicas, dificulta a padronizacdo de produtos comerciais
gue garantam a sua eficacia e seguranca terapéutica para humanos e animais
(MENEZES, 2005). As suas caracteristicas fisico-quimicas sao influenciadas por
inUmeros fatores, sendo estes referentes a propria amostra de prépolis, local de
coleta, clima e flora locais, além da espécie de abelha produtora. Estes aspectos
interferem na composicdo deste apiterapico bem como em seus espectros de
atividades biol6gicas (SOUZA et al., 2004; FERNANDES JUNIOR et al., 2006;
MANTOVANI et al., 2008). Tosi et al. (2007), em estudo onde foram analisadas 15
amostras de prépolis de diferentes origens, reportaram que a porcentagem de
guercetina, galangina, acido caféico + crisina, e alguns compostos solUveis néo
identificados possuem influéncia sobre a atividade antimicrobiana de cada amostra,
fazendo com que a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seja variavel e
diretamente dependente da amostra utilizada nos ensaios.

Quatro compostos fendlicos foram verificados em amostras de prépolis
brasileira, sendo estes identificados como: (1) acido 3-prenil-4-hidroxicindAmico
(PHCA); (2) 2,2-dimetil-6-carboxiethenil-2H-1 benzopirano (DCBEN); (3) acido 3,5-
diprenil - 4-hidroxicinamico (PCT); e (4) 2,2-dimetil-6-carboxiethenil-8-prenil-2H-1-
benzopirano (DPB) (MARCUCCI et al., 2001).

Pelo menos 200 compostos ja foram identificados em diferentes amostras
de prépolis, sendo que até 100 compostos diferentes foram identificados numa
Unica amostra de prépolis. Dentre estes sdo destacados os acidos graxos e acidos
fendlicos e seus ésteres, flavondides (flavonas, flavanonas, flavondis
diidroflavonois, chalconas), terpenos, B-esteroides, aldeidos arométicos e alcoois ,
sesquiterpenos, naftaleno e derivados de estilbeno (GREENAWAY et al., 1990;
GREENAWAY et al., 1991; AGA et al.,1994; BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI et
al., 1995). Em um tipo de propolis brasileira, denominada propolis vermelha, foram
identificados 14 compostos, sendo seis destes considerados inéditos em amostras
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de propolis e caracterizados como fendlicos simples, triterpenoides, isoflavonoides,
prenilados benzofenonas e um epoxido naftoquinona isolada também pela primeira
vez de um produto natural (TRUSHEVA et al., 2006).

Segundo alguns autores, amostras de propolis do Brasil apresentam
diferencas em suas composi¢des quimicas quando comparadas com amostras de
zonas temperadas. Além disto, diferencas também entre propolis de zonas tropicais
foram detectadas em funcdo da flora local e o local de coleta. Dentre essas
amostras de propolis é possivel destacar a propolis verde, obtida a partir do alecrim
do campo (Baccharis dracunculifolia) e, mais recentemente a propolis denominada
vermelha, obtida na regido norte do pais (SALOMAO et al., 2008). Além, disto
mencionam 0s autores que enquanto a acao antimicrobiana da prépolis européia
se deve a acdo de flavondides e dos derivados do &cido caféico, as de areas
tropicais destacam-se como compostos ativos os acidos fendlicos e derivados
prenilatados.

Bankova (2005) também relatou que as combinagdes diversas de
compostos quimicos apresentadas pelas amostras de prépolis sdo responsaveis
pelas atividades biolégicas caracteristicas de cada uma, ressaltando assim a
necessidade de estudos com objetivos de comparar as atividades bioldégicas em
funcdo da origem geografica, possibilitando assim uma padronizagdo do uso e
aplicacdes terapéuticas da prépolis.

Se a composicdo de uma propolis € determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeogréaficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA et al.,
2004), Sforcin et al., (2000) relataram que a composi¢cado da propolis também varia
sazonalmente em uma mesma localidade. Variagcdes na composi¢cao também foram
observadas entre amostras de propolis coletadas em uma mesma regido, por
diferentes racas de A. mellifera (SILICI & KUTLUCA, 2005).

Estudos tém revelado aspectos mais aprofundados sobre caracteristicas e
composicdo quimica de prépolis. Silva et al., (2006) reportaram que a prépolis
obtida de A. mellifera em diferentes épocas do ano, assim como a prépolis oriunda
de diferentes colméias, apresentaram diferentes valores para a composi¢ao
bromatoldgica e bioativa, tendo a propolis amostrada nos periodos de maior
precipitacdo pluviométrica os melhores valores referentes aos compostos bioativos

presentes.
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Por outro lado, Garedew et al. (2004) reportaram que, mesmo tendo sido
estudadas amostras de propolis de diferentes origens geogréficas (Colémbia,
Etiopia, Alemanha, Itdlia, Czaquistdo, Polonia, Russia e Africa do Sul ) e dois
preparos distintos dos extratos (etandlico e aquoso), todas as amostras
apresentaram atividade antimicrobiana seja por inibir a multiplicagdo dos micro-
organismos testados ou por causar a sua morte deles. Também foi relatada a
menor agéo dos extratos sobre Escherichia coli e a menor sensibilidade dos fungos
filamentosos em comparacdo as linhagens de bactérias e leveduras testadas.
Concluiram os autores que a atividade antimicrobiana da prépolis é
significativamente complexa e representa o resultado das interagdes dos inUmeros
componentes presentes nas amostras.

A atividade antibacteriana da propolis € reportada como sendo devido aos
flavondides, 4cidos aromaticos e seus ésteres e € reportado gue 0 mecanismo para
esta propriedade é atribuido ao sinergismo entre os compostos fendlicos e outros
compostos presentes (BURDOCK, 1998). Outros estudos revelaram também que a
acao antimicrobiana da propolis ocorre em funcdo da presenca dos compostos
fendlicos e novamente com o destaque para os flavondides (MENEZES, 2005;
ANGELO & JORGE, 2007; SIMOES et al., 2008). A titulo de esclarecimentos, estes
compostos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, especialmente em
folhas, frutas, sementes e em outras partes da planta em forma de glicosideos, ou
agliconas, e que sdo reconhecidos pela sua acdo antioxidante (ANGELO &
JORGE, 2007; PACKER & LUZ, 2007). Durante muito tempo as preparagdes
contendo estes compostos fisiologicamente ativos tém sido utilizadas para tratar
doencas humanas, bem como tem sido objeto de investigacdo antimicrobiana.
Além disso, varios grupos tém demonstrado sinergia entre flavonoides ativos, bem
como entre tais flavondides e antimicrobianos de uso ja corrente (CUSHNIE &
LAMB,2005)

MANTOVANI et al. (2008) avaliaram a composi¢cdo quimica de amostras
de prépolis coletadas na regido Sul e Sudeste do Brasil, sendo que a amostra
originaria do Sul apresentou maior quantidade de flavondides em sua composicao,
enquanto que a amostra proveniente do Sudeste apresentou maior quantidade de

compostos fendlicos totais.
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2.3. Propriedade antimicrobiana da propolis

Os relatos sobre acdo antimicrobiana de produtos obtidos a partir do
processamento da propolis sdo amplos. A primeira investigacdo sistematica quanto
a propriedade antibacteriana da propolis foi realizada por Kikalvina em 1948
(GHISALBERTI, 1979), quando foi relatado a acado bacteriostatica sobre
Staphylococcus aureus e outras bactérias. Com base neste, muitos outros estudos
foram realizados, utilizando-se de propolis de varias outras origens geogréficas,
formas de preparo dos extratos além de namero significativo de micro-organismos.

Indmeros estudos in vitro sobre acdo antimicrobiana de prépolis foram
realizados a partir dos estudos pioneiros de 1948. Ficou estabelecida a acdo sobre
Bacillus subtilis, Mycobacterium segmentaris (AZEVEDO et al., 1963), Bacillus
gartner, Escherichia coli, Bacillus dysenterique sonnei, Bacillus dysenterique
schmitse (DEREVICE et al., 1965), Bacillus larvae (LINDENFELSER, 1967), cocos
Gram positivos e Gram negativos (SCHELLER et al.,, 1968), cepas de
estafilococos, de estreptococos (CHERNYAK, 1973), Aspergillus niger,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans (BECKEMEIER et al., 1973), Proteus
vulgaris, Bacillus alari, Salmonella pullorum, Salmonella gallinarum, Salmonella
dublin (LAVIE, 1975), Streptococcus pyogenes (SUCHY & SCHELLER, 1975).

Dentre os inumeros estudos in vitro sobre a acdo antimicrobiana da
propolis, discutiremos a seguir agueles realizados em nossos laboratorios, tomando
como inicio o ano de 1995, quando realizamos a nossa primeira publicagéo sobre o
assunto em questéao.

Quanto ao estudo publicado no ano de 1995 por FERNANDES JUNIOR et
al. (1995) salientamos que este foi 0 nosso primeiro estudo realizado na linha de
pesquisa sobre produtos naturais. Foi publicado no que é hoje um importante
veiculo de divulgacao cientifica de estudos realizados com animais peconhentos, o
Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases-
JVATITD, que na época encontrava-se no seu segundo nimero. . Consideramos
este estudo um marco importante de nossa producgéo cientifica, pois testamos um
total de 392 amostras de micro-organismos sendo estes isolados de materiais
biol6gicos humanos (118 S. aureus, 108 E. coli, 60 Salmonella Typhimurium, 50
Candida albicans, 23 C. parapsilosis, 19 C. tropicalis e 14 C. guilliermondii ) frente

a uma amostra de propolis de A. mellifera obtida na regido de Botucatu e que foi
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gentilmente fornecida pela Profa. Dra. Silvia Regina Cunha Funari, pesquisadora
responsavel pelo Setor de Apicultura do Depto de Producdo Animal da
FMVZ/UNESP/Botucatu. Com esta amostra foi preparado o respectivo extrato
etandlico denominado 50% (50g de proépolis bruta em 100 mL de etanol) e, através
da metodologia da diluichio em Agar Mueller Hinton (MHA), e semeadura das
linhagens utilizando multi-inoculador de Sterr, foram determinados os valores de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para cada linhagem, seguido do célculo da
ClIMgg, para cada espécie microbiana estudada. Foram realizados também ensaios
controles para verificacdo do efeito inibitorio do etanol, ou seja, para o solvente
utiizado no preparo do extrato de propolis. Na Figura 2 ilustramos o0s
procedimentos para realizacdo dos ensaios utilizando a metodologia da diluicdo em
agar.

Neste estudo foi verificado que as bactérias Gram negativas foram menos
susceptiveis ao extrato testado, como valores de ClMggy, ao redor de 22 mg/mL
enguanto o S. aureus foi susceptivel as concentracdes ao redor de 1,0 mg/mL. As
espécies de Candida apresentaram susceptibilidade variaveis, tendo o menor valor
de ClIMggy sido obtido com as linhagens de C. tropicalis (2,1 mg/mL) e o maior
(10,9 mg/mL) frente a C. parapsilosis. Acreditamos que este € um dos Unicos
estudos sobre acéo in vitro de propolis em que houve preocupacdo em testar um
namero relativamente elevado de linhagens de uma mesma espécie microbiana.
Com a parceria iniciada com o Setor de Apicultura da FMVZ/UNESP/Botucatu,
foram possiveis outros estudos conforme mencionado a seguir utilizando outras
amostras de propolis de A. mellifera.

Considerando que houve uma diferenca significativa quanto ao potencial
antimicrobiano da propolis de A. mellifera obtida na regido de Botucatu/SP sobre as
bactérias Gram positivas e Gram negativas entendemos que seria necessario
demonstrar o efeito antimicrobiano desta propolis em funcédo do tempo de contato
das bactérias e extratos etanodlicos utilizando a metodologia da curva de

sobrevivéncia.
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Figura 2. Aspecto geral dos ensaios pela metodologia da diluicdo em agar. (A) Preparo dos
in6culos padronizados, (B e C) Uso do carimbador de Sterr e (D) Placas com crescimento
bacteriano ap6s 37° C/24 horas. (Fonte-ARY FERNANDES JUNIOR)

12
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Assim, em FERNANDES JUNIOR et al. (1997) reportamos os resultados
em estudo cujo objetivo foi entdo verificar reducdo na contagem (Unidades
Formadoras de Colbnias - UFC/mL) para uma linhagem padrdo ATCC de S. aureus
(numero 25923) e outra de E. coli (humero 35218) em funcéo da CIM e do tempo.
Foram testadas concentracbes equivalentes aos valores de ClMgg, obtidos
previamente para ambas as espeécies bacterianas, bem como concentracfes
abaixo dos valores de CIMgyy. Tendo iniciado 0os ensaios, com uma contagem ao
redor de 10° UFC/mL, verificamos reducdo acentuada nas contagens bacterianas e
marcante efeito bactericida do extrato quando foram utilizados os valores de
ClMgoy, € efeito bacteriostatico quando testados os valores abaixo da ClMgge.

Portanto, foi possivel concluir em FERNANDES JUNIOR et al. (1997) que
a propolis, mesmo quando utilizada numa concentracdo abaixo da necesséria, foi
capaz de promover um efeito bacteriostatico, o que consideramos também
interessante quando se propde obter um produto com potencial de uso como
antimicrobiano. O efeito bacteriostatico é importante do ponto de vista terapéutico,
pois ao inibir a multiplicacdo bacteriana no hospedeiro, isto facilita a resolucédo do
processo infeccioso pelo proprio organismo afetado pela doenca.

Conforme mencionado na literatura a forma de preparo do extrato de
propolis também pode influenciar na sua propriedade antimicrobiana. Assim,
seguindo o0 que era preconizado para preparo de extratos de propolis, realizamos
pesquisa no ano de 1997 com finalidade de testar os extratos alcoolicos de propolis
de A. mellifera preparados de formas distintas sobre 61 amostras de S. aureus,
sendo estas isoladas de casos clinicos humanos (FERNANDES JUNIOR et al.,
2003). Neste estudo foram preparados extratos etandlicos de propolis a 25% (25 g
de prépolis bruta/100 mL de solugdes de etanol) utilizando solucdes de etanol
desde 10% até 100%, além de um extrato que consideramos tipo aquoso e que foi
obtido pelo aquecimento da prépolis bruta em agua a 70°C por duas horas. Foram
determinados 0s pesos secos dos extratos através da evaporacdo do solvente,
obtendo-se assim os respectivos valores de mg/mL para as ClMggy. Concluiu-se,
de acordo com os valores de ClIMgy, Obtidos pela metodologia da diluicdo em agar
para um total de 61 linhagens de S. aureus, que ndo houve diferenca significativa
de acdo anti-S. aureus quando os extratos foram preparados com solugbes de
etanol variando de 50 e 100%. Por outro lado, ficou também estabelecido que para

0 extrato denominado aquoso, e o preparado com 10% de etanol, a propriedade
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antimicrobiana ficou prejudicada, pois apresentaram valores elevados de ClMgg,
(acima de 5,0 mg/mL), quando feitas comparacdes com o0s extratos obtidos com as
solucdes de etanol acima de 50%, tendo estes apresentado valores de ClMgg,
extremamente baixos, ou seja, entre 0,53 e 0,71 mg/mL. O estudo anterior teve
desdobramento importante, e que embora ndo tenhamos publicado na época,
realizamos estudo para preparo de monografia de trabalho de conclusdo de curso
(COLOMBARI, 1997) que também revelou importancia tanto cientifica como
comercial quando consideramos que a propolis € uma matéria prima extremamente
valorizada e que o desenvolvimento de processos que visando otimizar o seu
aproveitamento integral durante o preparo de seus derivados sem prejuizos para a
sua propriedade antimicrobiana séo bastante apreciados. No estudo realizado por
Colombari (1997) procedemos preparo de extratos distintos, utilizando 50 g de
prépolis/100 mL de etanol; 30 g/100 mL etanol; 20 g/100 mL etanol, seguido de
periodo entre trés e sete dias para extracao, seguido da filtracdo. Verificamos que
0s extratos ndo apresentaram diferencas significativas quanto ao poder inibidor
sobre linhagens de S. aureus (n=60) e sobre E. coli (n=62). Assim sendo, foi
possivel concluir que a propolis poderia ter a sua utilizacdo otimizada e que isto
deveria obrigatoriamente passar pelo preparo dos seus derivados, que
normalmente inicia-se com a obtencao dos respectivos extratos etanolicos.

Visando diversificar os estudos com a propolis, tivemos oportunidade de
colaborar na realizacdo da parte experimental do projeto de doutoramento do Prof.
Dr. José Mauricio Sforcin, 0 que com isto permitiu iniciarmos uma parceria que tem
resultado em publicagbes importantes sobre este assunto. Objetivando caracterizar
a influéncia da sazonalidade da producdo da prépolis de A. mellifera sobre a
propriedade antimicrobiana, realizamos estudo (SFORCIN et al., 2000) utilizando
amostras de propolis coletadas durante um periodo de um ano as quais foram
nomeadas amostras de primavera, de verdo, de outono e de inverno. Com estas
amostras foram preparados os respectivos extratos etanolicos a 30% (30g/100 ml
etanol) e, com a metodologia da diluicAo em agar, foram determinados os valores
de CIMgoy, para amostras clinicas de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e
Salmonella Typhimurium, totalizando 30 amostras. Verificou-se novamente a maior
sensibilidade das linhagens de S. aureus, com valores de ClMggy, variando entre
0,4 e 0,6 %v/v, permitindo assim concluir que a sazonalidade da coleta n&o foi
capaz de interferir de forma acentuada na propriedade antimicrobiana da prépolis
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de A. mellifera sobre esta bactéria. Quanto as demais espécies bacterianas
também ndo foram verificadas diferencas significativas quanto a acao
antimicrobiana em funcéo da sazonalidade, embora neste caso os valores obtidos
de ClIMgge, tenham sido bem superiores (entre 5,70 e 5,76 %v/v para P. aeruginosa;
7,66 e 8,00 %v/v para E. coli; 6,00 e 8,00 %v/v para S. Typhimurium). Desta forma,
embora na época do estudo ndo tenha sido feita uma andlise quimica das
amostras, foi possivel concluir que nas condi¢cbes estudadas, a sazonalidade néo
foi suficiente para promover uma alteracdo significativa na composicédo quimica da
propolis, resultando assim numa acdo antimicrobiana similar para as quatro
amostras de propolis coletadas. Este estudo, de forma inédita, contou com a
participacdo de uma pesquisadora da Bulgéaria, Dra. V. Bankova do Institute of
Organic Chemistry-Centre of Phytochemistry, Sofia, Bulgaria, uma especialista em
prépolis, cuja parceria possibilitou a realizacdo de inUmeros estudos e publicacdes
na area.

Ainda referente ao material coletado que resultou na publicacdo Sforcin et
al. (2000), e objetivando com isto novamente caracterizar o efeito da sazonalidade
das coletas, realizamos um estudo com 30 linhagens de duas espécies de Candida
(C. albicans e C. tropicalis) (SFORCIN et al., 2001), também isoladas de casos
clinicos humanos. Assim, como ja verificado previamente, também n&o houve
diferenca significativa da acdo antimicrobiana em funcéo da sazonalidade, quando
amostras de propolis foram coletadas nas estacdes do ano, embora os valores de
ClIMggy, para estes micro-organismos tenham se mantido na faixa entre 2 a 3%v/v,
0 que ainda foram considerados valores bem abaixo dos obtidos previamente com
as bactérias Gram negativas. Assim, foi possivel reforcar os comentéarios prévios
gue provavelmente ndo houve variacdo na composicdo quimica das amostras de
propolis em funcdo da época de sua coleta, quando considerado a mesma area de
producéo.

No mesmo ano de 2001, publicamos um estudo sobre acao antimicrobiana
de propolis obtidas em colméias de abelhas do grupo meliponineos (FERNANDES
JUNIOR et al., 2001). Os objetivos deste estudo foram definidos apés participacao
em banca de defesa de mestrado do bidlogo Norton Claret Levy JUNIOR (LEVY
JUNIOR, 1997) do curso de Microbiologia Aplicada do Instituto de Biociéncias de
Rio Claro/UNESP. Foram obtidas amostras de prépolis das espécies Nannotrigona

testaceicornis (irai), Tetragonisca angustula (jatai), Trigona spinipes (arapud),
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Scaptotrigona sp (tidba), Partamona sp (cupira), Melipona scutellaris (urugu),
Melipona sp (manduri) e Melipona mandagaia (mandacgaia), além de também uma
amostra de A. mellifera. Foram preparados os extratos etandlicos a 30% (30 g/100
mL de etanol, seguido de sete dias para extragcdo a temperatura ambiente). Os
ensaios de sensibilidade foram sobre linhagens de S. aureus (n=30), Enterococcus
sp (n=30) e E. coli (h=30) e a metodologia utilizada foi a diluicho em agar Mueller
Hinton (MHA) para obtenc¢é&o dos valores de ClMggy,. NOovamente as bactérias Gram
positivas foram mais susceptiveis que as Gram negativas e algumas prépolis de
meliponineos foram mais efetivas sobre S. aureus que a de A. mellifera
(0,38mg/mL), a exemplo da urucu (0,23 mg/mL), manduri (0,17 mg/mL), cupira
(0,14 mg/mL), mandacaia (0,16 mg/mL). Sobre as linhagens de Enterococcus
também foi verificada a melhor eficiéncia das prépolis de manduri, cupira e
mandacaia (0,53, 0,23, 0,30 mg/mL respectivamente) em relacdo a A. mellifera
(1,46 mg/mL). Quanto a E. coli, novamente as propolis de urucu, manduri e cupira
(5,33, 4,18, 5,06 mg/mL respectivamente) foram mais eficiente que a prépolis de A.
mellifera (12,05 mg/mL). Assim, concluimos que a prépolis de algumas espécies de
abelhas do grupo dos meliponineos podem apresentar igual ou maior potencial
antimicrobiano que a de A. mellifera. Por outro lado acreditamos que a questéo
comercial para estas abelhas, e seus produtos, deve ser considerada uma vez que
a abelha A. mellifera apresenta todo um parque produtivo e tecnoldgico instalado,
enquanto que para os produtos da colméia de meliponineos ainda séo obtidos de
forma mais artesanal e considerado até mesmo como hobby por algumas pessoas,
por serem estas abelhas n&do agressivas e desprovidas de ferrdo. Na Figura 3 sao
mostradas fotos de algumas espécies de meliponineos, inclusive numas das fotos
€ mostrado a forma quase artesanal de obtencdo do mel destas abelhas.

Outro aspecto normalmente reportado é que sendo a proépolis o resultado
da coleta de material vegetal, este produto pode ter caracteristicas distintas, ou
préprias, em funcao do local de coleta, o que pode influenciar também na atividade
antimicrobiana e em outras propriedades bioldgicas.
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Figura 3. Fotos ilustrativas de espécies de Meliponineos (Abelhas sem Ferrao).
A-Urucu (Melipona scutellaris), B-Tilba (Melipona cupressipes), C-Jatai
(Tetragonisca angustula).

Fonte-http://www.meliponariodosertao.blogspot.com.br/

(Disponivel em 04/04/2012)

17



18
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Desta forma, realizamos estudo para comparar a agdo antimicrobiana de
propolis de A. mellifera obtidas em regifes distintas do Brasil (FERNANDES
JUNIOR et al., 2006). Foram preparados extratos etandlicos a 30% (30 g/100 mL
de etanol) e realizados ensaios para determinacdo da CIM sobre linhagens de S.
aureus (n=61), Enterococcus sp (n=32), E. coli (n=65), P. aeruginosa (n=30) e C.
albicans (n=32). Verificou-se novamente que as bactérias Gram positivas foram
mais susceptiveis, juntamente com a C. albicans. Porém, considerando que o
objetivo do estudo foi determinar o efeito antimicrobiano em funcéo do local de
coleta, concluimos que a amostra de propolis de A. mellifera obtida na regido de
Botucatu/SP, foi de forma geral mais eficiente quando comparada as obtidas nas
regibes de Mossor6/RN e Urubici/SC embora a prépolis de Urubici tenha sido a
mais eficiente sobre as linhagens de E. coli. Neste estudo, embora ndo salientado
no trabalho publicado, notou-se diferencas sensoriais entre as amostras, através de
coloracdo e consisténcia das propolis de acordo com o local de coleta. Outros
estudos também foram realizados tendo também como objetivo comparar a
atividade antimicrobiana em funcéo do local de coleta. Em um destes, as amostras
de propolis obtidas na regido nordeste (Mosséro/RN) e sul (Urubici/SC) do Brasil
foram novamente testadas (ORSI et al, 2005) utilizando linhagens de Salmonella,
sendo estas isoladas de alimentos (Salmonella Enteritidis - n=13) e de materiais
biolégicos humanos (Salmonella Thyphimurium - n=14). Apés determinacdo das
CIM para cada grupo bacteriano foram realizados ensaios para obtencéo da curva
de sobrevivéncia de cada espécie em relacdo as propolis estudadas, cujo objetivo
foi verificarmos o efeito destas em func&o da concentracéo utilizada e tempo de
contato frente aos respectivos extratos. Relatamos que o extrato da amostra de
propolis de Mossoro foi mais efetivo que o de Urubici, embora o efeito observado
tenha sido bacteriostético até aproximadamente 14 horas de experimentacdo, o
efeito bactericida foi visualizado somente apés 24 horas de contato quando 0s
ensaios foram iniciados com uma concentracdo bacteriana ao redor de 10°
UFC/mL. Vale destacar que no ensaio controle do etanol, o efeito obtido foi
bacteriostatico durante todo o periodo de experimenta¢do, o que nos faz concluir
gue, embora tenha ocorrido menor susceptibilidade das Gram negativas, a prépolis
assim mesmo apresentou acdo sobre estas bactérias mesmo tendo havido uma
acdo inibidora também do etanol presente no extrato. Novamente foram
necessarios elevados valores de CIM para haver a inibicdo do crescimento das
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linhagens, ou seja, valores ao redor de 10 %v/v, o qual correspondeu a uma
concentracao ao redor de 200 e 250 mg/mL.

Em outro estudo, publicado por Gonsales et al. (2006), objetivamos
comparar 22 amostras de propolis de A. mellifera, obtidas nos estados de Goias,
Parana e S&o Paulo, bem como relacionar os teores de flavondides. Foram
realizados ensaios utilizando a metodologia dos discos impregnados com 20 pL de
extratos etanolicos de propolis, além de discos controles contendo também 20 pL
de etanol 70%. Os discos foram colocados em placas de Petri inoculadas
individualmente com uma linhagem ATCC de S. aureus (25923) e outra de E. coli
(35218). ApoOs incubacgdo (35°C/24 horas), e feitas as medidas dos halos de
inibicdo formados, verificou-se que 21 dos 22 extratos foram capazes de formar
halos de inibicdo para a linhagem de S. aureus. A mesma eficiéncia nao foi
verificada para a linhagem de E. coli, sem a formacg&o de halos para todas as
amostras de propolis testadas. Foram realizados ensaios controles para etanol, os
quais nao formaram halos de inibicdo, e para drogas tais como ampicilina e
tetraciclina. Estes resultados confirmaram relatos prévios sobre a maior
sensibilidade de bactérias Gram positivas em relacdo a Gram negativas. Vale
destacar que a metodologia dos discos tem sua utilizagdo justificada quando se
pretende fazer um estudo preliminar sobre um produto antimicrobiano natural, bem
como quando o numero de amostras a ser testado € significativamente elevado.
Quanto aos teores de flavondides, foi detectada uma variacdo significativa entre
0,05 a 0,63%. Um resultado interessante foi que a Unica prépolis que néo inibiu o
crescimento do S. aureus foi exatamente aquela que apresentou o menor teor de
flavondide, ou seja, 0,05%. Isto reforca também o papel antimicrobiano dos
flavondides presentes nas amostras de propolis.

Em outro estudo, Orsi et al. (2007), reportamos o efeito inibidor de
amostras de proépolis obtidas no Brasil e na Bulgaria, sobre as linhagens de
Salmonella isoladas de amostras biol6gicas de humanos (Salmonella Typhimurium
— n=14) e de alimentos (Salmonella Enteritidis- n=13) e sobre duas linhagens
padroes ATCC de Salmonella Thyphimurium (13311) e outra de Salmonella Thyphi
(00238). A amostra de prépolis da Bulgaria foi cedida pela Dra. Vassya Bankova e
a do Brasil pela Profa. Dra. Silva Regina Funari (FMVZ/UNESP/Botucatu). De
acordo com os resultados de acgado antimicrobiana, verificamos que ambas as

amostras foram capazes de inibir tais linhagens, em concentracdes inibitorias ao
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redor de 220 mg/mL para a linhagem isolada de alimentos e ao redor de 250
mg/mL para as isoladas de materiais clinicos humanos. Desta forma confirmaram-
se novamente os perfis distintos de sensibilidade de linhagens pertencentes ao
mesmo grupo de bactérias.

De maneira geral, ficou estabelecido que a propriedade antimicrobiana da
propolis, assim como também pudemos verificar com outros produtos naturais a
serem abordados posteriormente, € passivel de variagdes em fungcdo dos inUmeros
fatores, sendo estes tanto edafo-climaticos como bioldgicos.

Outro aspecto também importante sobre os produtos naturais sdo as
explicacbes sobre os mecanismos de acdo destes sobre 0os micro-organismos, bem
como também as possiveis interagcbes entre estes produtos e drogas
convencionais.

A atividade bactericida da prépolis pode ser uma consequéncia da acao da
mesma sobre a estrutura da parede celular, levando a bacteridlise parcial e
formacdo de bactérias policaridticas. E capaz, também de desorganizar o
citoplasma, causar alteracbes na membrana citoplasmatica e inibir a sintese
protéica (PINTO et al.,, 2001). SCAZZOCHIO et al. (2006) avaliaram a mudltipla
acado da prépolis contra fatores de viruléncia presentes em algumas bactérias Gram
positivas. Na presenca de extrato de prépolis houve diminuicdo da atividade das
enzimas lipase e coagulase, observadas em linhagens de Staphyloccocus sp e
Streptoccocus sp, isolados de casos clinicos humanos, e também na adesdo do
biofilme caracteristico para S. aureus.

Quanto as possiveis interacbes com drogas antimicrobianas convencionais,
apesar da escassez dos estudos, é possivel relacionar alguns destes estudos.
Segundo Detoma & Ozino (1991) foi possivel verificar as trés possiveis interacdes
(sinergismo, antagonismo e indiferenca) entre drogas quando extrato alcoodlico de
prépolis foi incorporado ao meio de cultura previamente aos testes de sensibilidade
pelo método d da difusdo dos discos. Foram testadas varias drogas e varias
espécies bacterianas, sendo estas tanto Gram positivas como Gram negativas.

Outro estudo, utilizando metodologia da diluicAo tanto para o extrato
alcodlico como para a droga antimicrobiana, com objetivo também de verificar
interacOes destas substancias sobre S. aureus foi realizado por Krol et al (1993).
Uma concentracdo de 600 ug/mL de extrato alcodlico de prépolis foi incorporado ao

meio de cultura juntamente com concentracao variadas de drogas antimicrobianas
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tais como penicilina G, doxiciclina, estreptomicina, cloxacilina, cloranfenicol,
cefradina, ampicilina e polimixina B. Relataram os autores que foram possiveis
efeitos sinérgicos sobre a acdo antibacteriana para estreptomicina e cloxacilina e
efeito moderado sobre as demais drogas, exceto para ampicilina.

Segundo Strehl et al. (1994) foi verificado in vitro a inibicdo da enzima
diidrofolato redutase pelo extrato aquoso de propolis, bem como conclui-se que
esta atividade deveu-se a presenca de acido caféico na amostra estudada. A partir
desta informacéo, e sendo esta enzima importante no metabolismo bacteriano para
a sintese de acido folico, é possivel acrescentar que desta forma a propolis estaria
agindo de forma semelhante a uma droga antimicrobiana convencional, no caso o
trimetoprim, que também age nesta rota metabdlica.

O sinergismo foi estudado também entre extratos de propolis e drogas
antimicrobianas por Stepanovic et al. (2003) utilizado 13 amostras de prépolis de A.
mellifera, obtidas em regifes da Sérvia. As metodologias adotadas foram a difusdo
e diluicdo. Reportaram o0s autores que 0 sinergismo ocorreu com todas as drogas
testadas, sendo utilizadas 39 amostras de micro-organismos, incluindo bactérias
multiresistentes a drogas e fungos. Reportaram também que a capacidade dos
extratos de prépolis em potencializar a acdo antimicrobiana ocorreu especialmente
para os antifiingicos, bem como destacaram também no estudo o interesse médico
qguanto ao uso combinado de derivados da prépolis e drogas antimicrobianas.

Assim sendo, e considerando as possibilidades de interacdes in vitro entre
produtos naturais e drogas convencionais de uso na terapéutica das doencas
infecciosas, realizamos estudos que culminaram em publica¢des a partir do ano de
2005 (FERNANDES JUNIOR et al., 2005), sendo que em todos estes objetivamos
efeito sinérgico da propolis com drogas antimicrobianas convencionais.
Verificamos a ocorréncia de sinergismo entre extrato de propolis de A. mellifera da
regido de Botucatu/SP, frente a 13 drogas antimicrobianas utilizando as
metodologias da difusdo a partir de discos (Kirby & Bauer) e pelo E-teste. Os
ensaios foram realizados inicialmente visando obtencdo do valor de ClMggy, para
um total de 61 linhagens de S. aureus isoladas de processos infecciosos humanos
através da metodologia da diluicdo em agar. Feito isto, os ensaios de verificacao
de interacdes entre o extrato de propolis foram realizados adicionando ao meio de
Mueller Hinton Agar (MHA), valores equivalentes a % do valor do ClMggy, Obtidos

previamente e realizados dois tipos de antibiogramas, sendo estes considerados
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controles (placa de Petri com meio de MHA sem adi¢cdo do extrato de propolis) e
antibiogramas tratamentos (placas de Petri com meio de MHA adicionados de
volumes de extrato de prépolis). Neste estudo sobre as interacdes possiveis
compreenderam duas etapas sendo que na primeira foram realizados ensaios para
um total de 13 drogas utilizando discos de uso em antibiogramas e, apds analise
estatisticas dos resultados obtidos, foram selecionadas nove drogas que
novamente foram testadas quanto ao sinergismo, porém utilizando a metodologia
do E-teste.

Verificamos neste estudo, pela metodologia do disco, o sinergismo entre o
extrato de prépolis com cinco drogas das 13 drogas testadas, sendo estas o CLO,
GEN, NET, TET e VAN, enquanto que pela metodologia do E-Teste, observou-se
novamente o sinergismo do extrato com as drogas CLO, GEN, NET, TET, além da
CLI, que foi introduzida apenas nos ensaios utilizando as tiras de E-teste. Um
resultado de importancia deste estudo foi que houve prevaléncia de sinergismo da
propolis com as drogas que interferem com a sintese de proteinas na bactéria por
alterar a estrutura dos ribossomos. Este tipo de resultado também foi reportado
guando, ao invés de propolis, os estudos para verificacdo de sinergismo foram
realizados utilizando extratos de plantas, o que sera discutido no capitulo seguinte
deste texto. Como é possivel salientar, estes resultados in vitro certamente deverao
abrir linhas de pesquisas visando elucidar tal fendmeno observado. Na Figura 4
sédo mostradas fotos referentes a este estudo.

Apés este estudo pioneiro outros foram realizados, sendo que em Orsi et
al. (2006) testamos novamente a ocorréncia de sinergismo, utlizando a
metodologia da curva de sobrevivéncia, ou seja, foram feitas misturas de propolis
e drogas antimicrobianas (amoxacilina, ampicilina e cefalexina) e apos inoculacao
de linhagem bacteriana, foram feitas contagens bacterianas através do
plagueamento e obtencéo dos valores de unidades formadoras de col6nias (UFC)
por volume de meio. Nesta pesquisa utilizamos amostras de propolis hovamente
obtidas no Brasil e também da Bulgaria, obedecendo a propor¢éo de % dos valores
respectivos de CIM obtidos para as drogas antimicrobianas testadas e para os
extratos de prépolis, utilizando para esta avaliacdo cepas padroes ATCC de
Salmonella Typhi (00238).

Neste caso, os resultados revelaram sinergismo tanto para a propolis da
Bulgéria quanto para a amostra do Brasil frente as trés drogas testadas. Porém, o
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resultado diferencial neste estudo foi que para a prépolis do Brasil o efeito sinérgico
verificado foi bacteriostatico enquanto para a amostra da Bulgaria foi bactericida.
Tal observacdo € importante, uma vez que em se tratando das combinacfes de
antimicrobianos em concentragfes abaixo que a prevista, o efeito sinérgico
bactericida € mais interessante que o efeito bacteriostatico. Assim, pudemos
perceber que havia todo um universo a ser explorado quanto a questdo de
sinergismo entre produtos naturais e antimicrobianos.

Em outro estudo (MANTOVANI et al., 2008) objetivamos verificar a
ocorréncia de sinergismo entre prépolis e drogas antimicrobianas utilizando a
metodologia do E-teste e sobre linhagens de Staphylococcus coagulase negativos
(SCN) bem como procedemos a caracterizacao quimica (flavondides e compostos
fendlicos) dos extratos de propolis de A. mellifera obtidas em duas origens
(Botucatu/SP e Urubici/SC). Apos determinacdo dos valores de CIM para um total
de 32 amostras de SCN, foram realizados os ensaios de sinergismo conforme o
preconizado por Fernandes Junior et al. (2005). Verificamos a ocorréncia de
sinergismo para as propolis testadas, sendo que o indice de sinergismo obtido foi
maior para a propolis de Urubici, ou seja, com seis das sete drogas avaliadas. Uma
observacao importante foi que a amostra de Urubici apresentou uma concentracéo
maior de flavonodides (0,871 %) em relacdo a de Botucatu (0,59 %). Vale destacar
também que a amostra de Urubici, embora tenha mostrado melhor perfil de
sinergismo com as drogas testadas, apresentou um valor de ClMgg, de 1,63 %v/v
enquanto a de Botucatu foi capaz de inibir os SCN numa concentracdo 0,83 %v/v,
portanto, praticamente um valor 100% maior que a propolis de Botucatu. Assim
sendo, foi possivel concluir que o poder antimicrobiano maior ou menor do produto
natural ndo implica diretamente na capacidade de propiciar uma potencializacéo
das drogas antimicrobianas quando determinado o sinergismo entre 0s compostos
antimicrobianos. Isto pode ser um aspecto interessante quando se procura
produtos naturais com a capacidade de interferir positivamente no efeito inibidor da

droga antimicrobiana.
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B

Figura 4. Aspecto geral dos ensaios realizados para verificagcdo de sinergismo entre drogas
antimicrobianas e prépolis utilizando metodologia dos (A) discos e (B) E-. test (Fonte- ARY
FERNANDES JUNIOR)
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Considerando ainda a sequéncia dos estudos sobre extratos de propolis e
sinergismo com drogas convencionais, destacamos outros dois estudos publicados
recentemente (ORSI et al.,, 2012 a,b). Em Orsi et al. (2012a) relatamos que
embora tenha sido verificado a a¢do antimicrobiana das amostras de propolis de A.
mellifera testadas, sendo estas obtidas no Brasil e na Bulgaria, sobre linhagens de
Salmonella Typhi, ndo foram observados casos de sinergismo quando as drogas
testadas foram aquelas relacionadas a inibicdo da sintese de DNA (ciprofloxacina e
norfloxacina) e do acido folico (cotrimoxazol = sulfonamida e trimetoprim), embora
ambos extratos tenham mostrado agdo inibidora do crescimento da bactéria em
estudo. Vale destacar que neste estudo os ensaios para verificagcdo de sinergismo,
pela metodologia da curva de sobrevivéncia, foram realizados tanto na combinacéo
Y como também Y2 dos respectivos valores de CIM para as propolis e drogas
antimicrobianas em estudo. A proposta em testar nas proporcgdes % e Y2 de ClMggy
teve por objetivo aumentar as possibilidades de ocorréncia de sinergismo,
aumentando de certa forma as concentracdes utilizadas. Por outro lado, em Orsi et
al. (2012b), objetivamos testar nas mesmas condigdes mencionadas
anteriormente, porém variando as drogas antimicrobianas, sendo que neste caso
foram testadas aquelas com acéo sobre a estrutura dos ribossomos (cloranfenicol,
tetraciclina e neomicina). Novamente percebemos que os efeitos antimicrobianos
obtidos foram bacteriostatico sobre a Salmonella Typhi com a amostra do Brasil e
bactericida com a da Bulgaria. Assim, mais uma vez a propolis da Bulgaria
apresentou sinergismo com as trés drogas antimicrobianas testadas.

Estes estudos novamente mostraram sua importancia, pois mesmo
utilizando outro tipo de bactéria, parece existir uma preferéncia para o sinergismo
da propolis com drogas que interferem com a sintese de proteinas nas bactérias,
conforme ja verificado em Fernandes Junior et al. (2005).

Existem formulacbes de fitoterapicos obtidos a partir de associacdes entre
produtos antimicrobianos naturais, a exemplo principalmente dos colutérios, obtidos
a base de propolis, mel e extratos de plantas. Em estudo realizado por TAVARES
et al. (2006) foram realizados testes sobre a toxicologia clinica de um fitoterapico
com associacao de plantas, mel e prépolis (Saratosse®) que contém
concentracfes padronizadas de cada substancia ativa das plantas utilizadas. Cada

100 g do produto mencionado continha extrato fluido de Mikania glomerata (5,0 g),
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tintura de proépolis (1,5 g), esséncia de Mentha piperita (0,3 g), 6leo essencial de
Eucalyptus globulus (0,3 g), oleorresina de Copaifera multijuga (0,1g), solucdo de
sorbitol (70,0 g) e mel de abelhas g.s.p. O experimento foi conduzido com a
participacdo de 26 voluntérios sadios, adultos, sendo 13 homens e 13 mulheres e
cada voluntario atuou como seu préprio controle, considerando que seus proprios
dados coletados no periodo de pré-estudo seriam comparados com os obtidos
durante e apds o tratamento. De acordo com os resultados obtidos o xarope foi
bem tolerado, tendo sido relatados alguns eventos adversos classificados como
possivelmente ou ndo atribuidos ao fitoterapico. Os indices de hemoglobina, TGO
(Transaminase Glutamico Oxalacética), TGP (Transaminase Glutamico Piravica),
creatinina e leucécitos nao apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
pré-estudo. Todos o0s parametros bioquimicos estiveram dentro das suas
respectivas faixas de normalidade. Os exames clinicos, eletrocardiograficos e
laboratoriais ndo evidenciaram sinais de toxicidade nos Orgdos e sistemas
avaliados.

Desta forma, e considerando a possivel inocuidade destas combinacgdes,
recentemente realizamos estudo (PROBST et al., 2011) cujo objetivo foi verificar a
possibilidade de um produto natural potencializar o efeito de outro produto natural.
No caso em questdo, verificamos possiveis interacfes fazendo misturas entre
extrato etandlico de prépolis de A. mellifera da regido de Botucatu/SP e Oleos
essenciais de plantas (canela, gengibre, cravo da india e hortela pimenta).
Previamente foram determinados os valores de CIMggy, Sobre 16 linhagens de S.
aureus e 16 de E. coli, isoladas de materiais biolégicos de pacientes do Hospital
das Clinicas da FMB/UNESP.

De acordo com os resultados obtidos no estudo, o 6leo essencial de canela
foi o que revelou o maior potencial de agéo antimicrobiana com os menores valores
de ClMggy sobre linhagens de S. aureus (1,22 mg/mL) e E. coli (0,96 mg/mL).
Neste estudo foi utilizada a metodologia da curva de sobrevivéncia para verificacdo
de sinergismo, com um tempo de experimentacdo de 24 horas para contato das
bactérias e produtos naturais isoladamente e nas combinac¢fes definidas que foram
nas proporgdes de ¥ de CIM para cada produto natural e verificamos para as
combinacfes de extrato de prépolis e gengibre ou extrato de propolis e menta, e
combinagdes entre canela e gengibre ou canela e cravo da india, foram aquelas

gue apresentaram indicios de efeitos antimicrobianos potencializados. Salientamos
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também que pretendemos em estudos futuros elucidar as composi¢cfes quimicas
geradas ap0s as combinacdes efetuadas, pois caracterizar estas novas
combinacgdes fitoquimicas em comparacdo com os produtos naturais isoladamente
€ aspecto importante em se tratando de produtos naturais bem como testar tais
combinac¢des nos ensaios in vivo.

De forma geral, as pesquisas realizadas com propolis em nossos
laboratorios, tém mostrado dados interessantes sobre este importante produto
natural, que é ja é considerado um apiterapico por alguns autores. Quanto a sua
composicdo quimica, embora existam inumeros artigos publicados, ainda
consideramos necessario um melhor detalhamento quanto aos compostos
presentes e 0s respectivos mecanismos de acao que culminam com a inibicdo do
crescimento ou morte microbiana.

Assim sendo € possivel citar Sforcin & Bankova (2011) que mencionam
que a eficacia da propolis, seja in vitro ou in vivo, tem revelado as suas
propriedades terapéuticas. Porém relataram os autores que deve ser definida uma
estratégia para a utilizacdo deste produto das abelhas e que para isto devem ser
levados em conta: (a) natureza quimica das amostras de prépolis; (b) a sua
eficcia deve ser comparada com parametros ja bem estabelecidos bem como os
controles positivos e negativos, embora as possiveis interagdes entre prépolis e
outros medicamentos devam ser investigadas em seres humanos; (¢c) a
investigacao clinica € necessaria para avaliar o potencial da propolis em pacientes
ou individuos sadios, para compreender em que condicdes a prépolis pode
promover a saude. Assim, todos os resultados ja obtidos mostram a importancia
destas pesquisas, com repercussdo ndo sO para os leitores e pesquisadores da
area que carecem de esclarecimentos sobre o real potencial da propolis, mas
também para a industria farmacéutica, que tem como base a busca por novos

medicamentos.
2.4. Aspectos gerais sobre o mel
Embora o mel ndo tenha sido objeto de estudos mais aprofundados em

nossa linha de pesquisa, tivemos oportunidade de participar em um projeto de

doutoramento (CAMARGO, 2001) orientando a realizacéo dos ensaios com mel de
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A. mellifera objetivando sua acdo antimicrobiana. Assim alguns comentarios sobre
este importante produto da colméia sdo mencionados a seguir.

O mel, um produto natural elaborado por abelhas a partir do néctar das
flores, que é coletado e transformado por elas por meio de dois processos basicos,
um fisico, evaporacdo da agua e outro quimico, adicdo de enzimas. E um dos
produtos da colméia mais usados, tanto in natura quanto em diversas preparacoes
industrializadas (KOMATSU et al., 2002). Aléem disto, a quantidade de mel que
pode ser obtida de uma determinada planta varia com os fatores que influenciam a
producdo e a concentracdo de néctar e, ainda, com a concentracdo e proporcoes
de seus carboidratos, com a quantidade de flores da area e com o numero de dias
em que as flores estdo secretando néctar. A composicdo do mel depende,
basicamente, da composicdo do néctar de cada espécie vegetal produtora,
conferindo-lhe caracteristicas especificas enquanto que as condi¢des climaticas e o
manejo do apicultor tém influéncia menor (MACHINI et al., 2005).

Quanto a acéo antimicrobiana do mel, é relatado que a principal substancia
responsavel pela inibicdo do crescimento microbiano é o peréxido de hidrogénio,
sendo que a sua quantidade é dependente tanto dos niveis de glicose-oxidase
como da catalase no mel, uma vez que esta enzima destréi o peréxido de
hidrogénio (WESTON et al., 2000). Segundo Molan (1992) e Wahdan (1998), séo
responsaveis também pela propriedade antimicrobiana alguns fatores fisicos, como
por exemplo, a sua alta osmolaridade, considerando que muitas bactérias tém seu
crescimento inibido por uma atividade agua (ay,) baixa; a acidez e fatores quimicos
relacionados com a presenca de substancias inibidoras como por exemplo
substancias volateis. Dentre as substancias volateis destaque € dado para 0s
flavondides e acidos fenolicos, sendo que estes compostos volateis tém origem no
néctar além de contribuirem para o aroma das flores. Embora a variedade destes
componentes seja grande, sua quantidade no mel é muito pequena, o que leva a
concluir que estes ndo tém uma participacdo significativa nas propriedades
antibacterianas, pelo menos nos niveis de ocorréncia nos meéis (WESTON, 2000).

De acordo com Amiot et al. (1989); Tomaz-Barberan et al. (1993); Andrade
et al. (1997), a composicao fendlica do mel é essencialmente similar a encontrada
na propolis, sendo que os flavondides encontrados no mel sdo derivados da
propolis, mas em uma proporcdo 1000 vezes menor (FERRERES et al., 1992).
Segundo estes autores, a contribuicdo desses compostos fendlicos na atividade



29
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

antibacteriana do mel é pequena, se comparada com o papel, por exemplo, do
peréxido de hidrogénio.

Em estudo recente, Halawani & Shohayeb (2011) relataram efeito
antimicrobiano de amostras de méis consumidos na Arabia Saudita sobre bactérias
Gram positivas e negativas, inclusive sobre espécie de micobactéria. Verificaram
que a P. aeruginosa foi a Gram negativa mais sensivel enquanto a Klebsiella
pneumoniae foi a menos sensivel. O Streptococcus pyogenes foi o Gram positivo
mais sensivel. O Mycobacterium phlei apresentou uma sensibilidade intermediéaria
em relacdo aos dois grupos bacterianos mencionados. Também foi reportado que
as bactérias Gram positivas foram mais susceptiveis que as Gram negativas. Este
tipo de resultados tem sido verificado em inimeros estudos, inclusive os realizados
em nossos laboratorios quando foram testados outros produtos naturais além do
mel.

Assim sendo, em estudo realizado por Camargo (2001), a atividade
antimicrobiana de mel foi verificada em nosso laboratério tendo o mel sido
produzido por um nucleo de A. mellifera, do tipo africanizada, confinado em
ambiente fechado, cuja Unica fonte floral era a planta Lippia alba. As instalactes
para obtencdo da amostra de mel foram feitas na Fazenda Experimental S&o
Manoel, UNESP, localizada na cidade de S&o Manoel, SP, onde foi montado um
recinto com 150 m?, utilizando tela de nylon. Neste local foi feito o plantio de um
total de 200 plantas de Lippia alba. Um nucleo de A. mellifera, tipo africanizada, foi
mantido confinado nesta area, e o mel obtido nesta condi¢do foi testado para
verificacdo da acédo inibidora sobre S. aureus e E. coli utilizando metodologia da
diluicdo em caldo BHI. De acordo com as concentracdes testadas, entre 5 e 80
%vlv, verificou-se, através de sub-culturas para determinacdo da Concentracao
Bactericida Minima (CBM), que o mel testado inibiu o crescimento bacteriano em
concentracOes elevadas, sendo estas ao redor de 30 %v/v.

Embora o mel de Apis mellifera ndo tenha sido um dos produtos
antimicrobianos naturais que tivemos oportunidade de considerarmos tal produto
de forma mais aprofundada, estudos futuros sédo imaginados visando sua utilizacao
como veiculo na formulacao de fitoterapicos com finalidade de potencializar a acéao

antimicrobiana de outros derivados antimicrobianos naturais.
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3. ANEXOS DAS PUBLICACOES SOBRE ACAO ANTIMICROBIANA DA
PROPOLIS

A sequéncia de artigos apresentada a seguir representa uma parte das
publicagbes com propolis, segundo ordem cronologica. Algumas publicacdes
mencionadas no texto referem-se a orientagcbes que foram finalizadas como
dissertacdes, teses, monografias de conclusado de curso ou apenas orientacoes de
iniciagdo cientifica. Assim, sdo apresentadas as publicacdes que considero de

maior relevancia em minha linha de pesquisa.
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Anexo 1

FERNANDES JUNIOR, A, SUGIZAKI, M.F.; FOGO, M.L.; FUNARI,
S.R.C.; LOPES, C.A M. In vitro activity of propolis against bacterial and
yeast pathogens isolated from human infections. Journal of

Venomous Animals and Toxins, v.1, n.2, p.63-69, 1995.
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Anexo 2

SFORCIN, J.M., FERNANDES JUNIOR, A., LOPES, C.A.M., BANKOVA,
V., FUNARI, S.R.C. Seasonal effect on Brazilian propolis antibacterial

activity. Journal of Ethnopharmacology, v.73, p.243-249, 2000.
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Anexo 3

FERNANDES JUNIOR, A., LEOMIL, L. FERNANDES, AAMH.,
SFORCIN, J.M. The antibacterial activity of propolis produced by Apis
mellifera L. and Brazilian stingless bees. Journal of Venomous

Animals and Toxins, v. 7, n.2, p.173 — 182, 2001.
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Anexo 4

FERNANDES JUNIOR, A., BALESTRIN, E.C., BETONI, J.E.C., ORSI,
R. 0O., CUNHA, M.L.R.S., MONTELLI, A.C. Propolis: anti-
Staphylococcus aureus activity and with antimicrobial drugs.
Memoarias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 100, n. 5, p.563-566, 2005.



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

57



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

58



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

59



ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

60



61
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Anexo 5

MANTOVANI R.P., RALL V.L.M., BATALHA J.E.N., FERNANDES
A.AH., FERNANDES JUNIOR, A. Anti-coagulase-negative
Staphylococcus activity of ethanolic extracts of propolis from two
brazilian regions and synergism with antimicrobial drugs by the e-test
method. Journal of Venomous Animals and Toxins including
Tropical Disease. v. 14, n. 02, p. 357-365, 2008.
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Anexo 6

PROBST, I.S., SFORCIN, J.M., RALL, V.L.M., FERNANDES, A.A.H.,
FERNANDES JUNIOR A. Antimicrobial activity of propolis and
essential oils and synergism between these natural products. Journal
of Venomous Animals and Toxins including Tropical Disease. v.
17, n.02, p. 159-167, 2011.
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Anexo 7

ORSI, R.O.; FERNANDES JUNIOR, A.; BANKOVA, V.; SFORCIN,
J.M. Antibacterial effects of Brazilian and Bulgarian prépolis in vitro
against Salmonella Typhi and synergism with antibiotics on the
ribosome. Natural Product Research, v.26, p. 430-437, 2012
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5. PLANTAS MEDICINAIS E ACAO ANTIMICROBIANA DOS SEUS
PRODUTOS DERIVADOS

5.1. Aspectos gerais sobre plantas medicinais.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como
sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias
gque podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos” (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Além disto, pode-se
considerar como planta medicinal aquela que quando administrada sob qualquer
forma, e por alguma via, ao homem exerce algum tipo de acdo farmacoldgica. As
plantas podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia,
iniciando-se por aguelas empregadas diretamente na terapéutica, seguido das que
se constituem matéria-prima para manipulacdo e as empregadas na industria
objetivando a obtencdo de principios ativos ou precursores em semi-sintese. As
plantas medicinais também tém sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento
de vérias enfermidades com aplicacdo ampla que abrange desde o combate ao
cancer a inibidores do crescimento de micro-organismos patogénicos ao homem e
animais (CALIXTO, 2000; SILVA & CARVALHO, 2004).

Outra abordagem possivel também é que as plantas apresentam diversas
vias metabdlicas secundarias que levam a formacdo de compostos, cuja
distribuicdo é restrita para algumas familias, géneros ou mesmo espécies. O
conjunto de compostos secundarios - substéncias que geralmente ndo estdo
envolvidas em funcbes vitais das plantas, geralmente ndo fazem parte do
metabolismo basico e possuem caracteristicas quimicas muito variadas e as vezes
bem complexa nas plantas - € resultado do balango entre a formacéo e eliminacao
desses compostos durante o crescimento da planta, sendo que esse equilibrio é
influenciado tanto por fatores genéticos, portanto fixos, e os ambientais, a exemplo
de luminosidade, temperatura, tipo de solo, disponibilidade de &agua, além de
outros, que também sdo varidveis ou sazonais. Esses compostos desempenham
funcdes importantes nos vegetais, uma vez que sado constituidos de substancias
gue agem nha preservacdo da integridade das plantas. Por outro lado, esses
compostos ao serem incorporados pelo organismo animal, produzem efeitos

variados sobre a fisiologia destes e, quando benéficos, caracterizam estas plantas



103
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

gue os possuem como plantas medicinais. A fantastica variedade e complexidade
de metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam se formado e
evoluido, como mecanismo de defesa desses vegetais as condicbes ambientais
ricas em micro-organismos, insetos, animais e também as condi¢cfes de adaptacao
e regulacdo (REINBOTHE et al., 1990)

Segundo Gobbo Netto & Lopes (2007) inumeros sao os fatores ambientais
com capacidade de influenciar a quantidade e qualidade dos compostos
secundérios das plantas (Figura 1).

As plantas medicinais representam também um importante recurso
terapéutico, sendo que no passado com frequencia representavam o principal
recurso terapéutico conhecido, revelando que o uso das plantas medicinais
representa um dos tracos mais caracteristicos da espécie humana e por isto,
conhecido desde a antiguidade. E possivel acrescentar que esta pratica é t&o
antiga quanto o Homo sapiens e observada em praticamente todas as civilizacdes
ou grupos culturais conhecidos (ALMEIDA et al., 2008).

E estimado que exista na Terra entre 350.000 a 550.000 espécies de
plantas e que para a grande maioria ndo existem estudos quimicos, analiticos e
farmacoldgicos, embora muitas espécies sejam utilizadas de forma empirica na
medicina popular, sem qualquer respaldo cientifico quanto a eficicia e seguranca.
Em todo o mundo, algo em torno de 17% das plantas ja foi estudado de alguma
maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande
aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos. Assim, estas
informagbes mostram o enorme potencial das plantas quanto a descoberta de
novos fitomedicamentos (HAMBURGUER et al., 1991; MONTARI, 1995; CRAGG et
al., 1999) bem como isto representa um fator de incentivo aos estudos com plantas,
objetivando a sua utilizagdo como fonte de recursos terapéuticos e por ser um
vasto celeiro de biomoléculas ainda por serem descobertas (FOGLIO et al., 2006).

A utilizacdo, bem como a comercializacdo, de plantas medicinais é
amplamente realizada nas diferentes regiées do Brasil, estando estas praticas
relacionadas com 0s aspectos sociais, econdmicos, culturais e mais recentemente

0s ecoldgicos.
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Figura 1. llustracdo dos principais fatores que influenciam o acimulo de metabdlitos secundéarios
nas plantas (Fonte-GOBBO NETTO & LOPES, 2007).
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O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade de plantas do
mundo, contando com um nuamero estimado em 20% do numero total de espécies
do planeta, sendo este um numero superior a 55 mil espécies descritas. Esta rica
biodiversidade € acompanhada também pela grande aceitagdo do uso de plantas
medicinais e do conhecimento tradicional associado. Atualmente,
aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica tém origem
direta ou indiretamente de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais
(CARVALHO et al., 2007).

Muitas substancias isoladas de plantas continuam sendo fontes de
medicamentos como, por exemplo, os glicosideos cardiotbnicos obtidos da
Digitalis, usados para insuficiéncia cardiaca. Paises como China e india tém
encontrado meios de legalizar e reconhecer o uso tradicional das plantas. A cultura
chinesa utiliza o conhecimento popular das ervas ha cinco séculos, com mais de
cinco mil espécies utilizadas (FOGLIO et al., 2006). Relataram ainda os autores
gue no Brasil 20% da populacdo consomem 63 % dos medicamentos alopéticos e
0 restante encontram nos produtos de origem natural, especialmente as plantas,
uma fonte alternativa de medicacéo.

O interesse sobre pesquisas nesta area tem aumentado nos ultimos anos
com inumeros projetos financiados tanto por 6rgédos publicos como privados. Nos
anos 70, nenhuma das grandes empresas mundiais do ramo de medicamentos
mantinha programas de pesquisa nesta linha enquanto nos dias atuais isto tem se
mostrado uma prioridade na maioria delas. Dentre os fatores que também tém
contribuido para um aumento nas pesquisas com plantas € a comprovacao da
eficacia de inUmeras substancias originadas de espécies vegetais, a exemplo dos
alcal6ides da vinca, com atividade antileucémica; do jaborandi, com atividade
antiglaucoma, ambos ainda considerados indispensaveis para 0S respectivos
tratamentos.

Também deve ser considerado que com a difusdo dos conhecimentos
sobre plantas medicinais, as industrias vém elaborando produtos a base de
espécies vegetais sob variadas formas farmacéuticas, sendo portanto ja
comercializados em farméacias ou ainda em casas de produtos naturais. No
entanto, ndo ha garantia para a grande maioria destes produtos, quanto a sua
eficacia, seguranca e qualidade, podendo inclusive oferecer riscos a saude dos
consumidores, embora a ANVISA ja tenha regulamentado que plantas para preparo
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de chas devam ser vendidos como alimentos. Assim, torna-se importante o
estabelecimento de protocolos padronizados de controle de qualidade para os
produtos fitoterapicos (FONSECA & LIBRANDI, 2008) bem como normas de
qualidade precisam ser definidas quanto ao processamento dos extratos e uma
avaliacdo preliminar rigorosa baseado em modelos de screening farmacoldgicos
adequados (COS et al., 2006).

Finalmente, a formacéao cientifica dos pesquisadores e a infra-estrutura dos
laboratérios sdo adequadas para o desenvolvimento de pesquisa de qualidade na
area. A maioria dos trabalhos esta voltada para o isolamento e a identificacdo de
substancias, muitas vezes associada a ensaios bioldégicos ou mesmo estudos
qguimiotaxondmicos. Estas pesquisas resultaram em um ndmero significativo de
publicacbes em revistas indexadas nacionais e internacionais, além de contribuir
expressivamente para a formacdo de recursos humanos na area de produtos
naturais. Porém, algumas diferencas sdo observadas quando as pesquisas
brasileiras com produtos naturais sdo comparadas com as desenvolvidas no
exterior. Uma diferenca esta relacionada com a forte insercdo dos produtos
naturais na area bioldgica, fato que nas pesquisas brasileiras € observado quase

gue exclusivamente na busca de substancias bioativas (PUPO & GALLO, 2008).

5.2. Aspectos gerais sobre 0s antimicrobianos vegetais.

As doencas infecciosas sdo causadas por bactérias, virus, protozoarios e
fungos, e ocorrem devido a uma complexa interagdo entre o patdgeno, o
hospedeiro e o seu ambiente. O desenvolvimento da antibioticoterapia possibilitou
a erradicacdo de inumeras doencas que no passado devastaram populacbes
humanas. Por outro lado, o uso abusivo e indiscriminado desta classe de
medicamento possibilitou o0 surgimento dos chamados micro-organismos
multirresistentes (HEMAISWARYA et al.,, 2008). Tais doencas ainda sao uma
ameaca para a saude publica, apesar dos enormes progressos na medicina
humana, sendo seu impacto particularmente acentuado nos paises em
desenvolvimento devido a indisponibilidade relativa dos medicamentos e a
emergéncia de resisténcia as drogas (OKEKE et al., 2005). Assim, considero que a

investigacdo sobre novas substancias antimicrobianas deve ser continua bem
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como todas as estratégias possiveis para resolver tal problema devem ser
exploradas.

A resisténcia dos patdégenos, isolados de humanos ou animais, aos
antimicrobianos é um dos aspectos mais bem documentados de evolucao bioldgica
e um sério problema tanto em paises desenvolvidos como para 0s em
desenvolvimento. O consumo de mais de uma tonelada diaria de drogas
antimicrobianos em alguns paises da Europa tem resultado na resisténcia de
populacbes bacterianas, tendo como consequéncia um sério problema de saude
publica. Além disto, séo frequientes também os relatos sobre o perigo do retorno a
uma era pré-antibiotico, particularmente considerando que nenhuma nova classe
de antibiético foi descoberta nos ultimos anos, apesar das intensas pesquisas das
industrias farmacéuticas (DUARTE, 2006). Citam ainda os autores que grupos de
pesquisadores tém relatado as atividades biologicas de plantas medicinais
originarias de diversas regiées do mundo orientadas sempre pelo uso popular para
cada espécie. Por outro lado, os micro-organismos, especialmente os que causam
prejuizos a saude humana, estdo se mostrando resistentes a maioria dos
antimicrobianos conhecidos, o que tem incentivado ainda mais as pesquisas por
substancias antimicrobianas de ocorréncia natural.

Dentre os produtos antimicrobianos naturais, 0os 6leos essenciais e extratos
de plantas tem sido objeto de pesquisas nos ultimos anos com finalidade de testar
0 uso potencial destes como antimicrobianos na terapéutica de doencas
infecciosas (BURT, 2004; BENDAHOU et al., 2008; AL-REZA et al., 2010).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na
fisiologia e comportamento das plantas. Os compostos volateis presentes atuam
como uma linguagem que as plantas utilizam para comunicacao e interagdo com o
ambiente circundante. Um total de 1700 compostos volateis ja foi isolado de mais
de 90 familias de plantas. Estes compostos, liberados a partir de folhas, flores e
frutas para a atmosfera e de raizes no solo, tem como objetivo defender as plantas
contra herbivoros e patdgenos ou fornecer uma vantagem reprodutiva, atraindo
polinizadores e dispersores de sementes. De maneira geral, 0S compostos volateis
de plantas constituem cerca de 1% de seus metabdlitos secundarios (DUDAREVA
et al., 2006).

A composicdo quimica destes produtos vegetais é bastante variada e inclui
diversas classes de compostos, tais como saponinas, flavondides, tiossulfatos,
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glucosinolatos (TAJKARIMI et al., 2010), taninos, quinonas, alcaldides e acidos
organicos (TAN et al., 2007). Pesquisas recentes tém relacionado a atividade
antimicrobiana de fontes naturais com a presenca de uma classe de compostos
abundante em espécies vegetais, os chamados compostos fenélicos (MAJHENIC
et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009; MAIER et al., 2009).

Segundo Nascimento et al. (2007) e Martos et al. (2010), os Oleos
essenciais apresentam mais de 100 componentes, principalmente os polifendis,
terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos, sendo que alguns podem representar
mais de 85% do conteudo total.

Partes aéreas de espécies vegetais, como ramos, folhas e flores, e partes
subterraneas, como tubérculos, rizomas e raizes, sdo freqientemente utilizadas
nas pesquisas por novos compostos (BENKEBLIA, 2004; AIDI WANNES et al.,
2010) e o estudo de espécies utilizadas no preparo de infusdes, tais como chas e
outros tipos de bebidas, tem ganhado cada vez mais destaque (BASTOS et al.,
2006; BAHORUN et al., 2010).

Considerando os 6rgdos produtores e/ou acumuladores dos metabdlitos
secundarios, Marzoug et al. (2011) relataram em estudo sobre acéo antimicrobiana
de Oleos essenciais de partes distintas da planta de eucalipto (Eucalyptus oleosa)
(caule, folhas maduras e flores e frutos imaturos) que os respectivos Oleos
apresentaram acao antimicrobiana bem préximas, com uma ligeira maior eficiéncia
para o 6leo obtido com flores jovens da planta. Mencionam também uma relacéo
entre a presenca de monoterpenos oxigenados e ac¢do antimicrobiana do oleo.

Esta busca por novos agentes antimicrobianos tem sido realizada
normalmente por grupos de pesquisa envolvidos com a area de etnofarmacologia.
Assim, Recio et al. (1989), em artigo sobre revisdo de estudos relevantes sobre o
assunto desenvolvidos no periodo compreendido entre 1978 e 1988, mencionam
um total de 75 espécies microbianas testadas com relatos sobre atividade dos
extratos vegetais, juntamente com o0 espectro de acdo e 0s principios ativos
responsaveis por esta atividade. Esta revisdo revelou também que os fendlicos
foram os compostos ativos predominantes nas plantas estudadas e que bactérias
Gram positivas foram 0s micro-organismos mais susceptiveis a estes compostos.
Neste estudo foram mencionadas questdes referentes as metodologias utilizadas
para os ensaios de susceptibilidade in vitro, o que revelou também a existéncia de

inimeros resultados contraditorios obtidos entre grupos de pesquisas distintos.



109
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Na tentativa de equacionar este problema, RIOS et al. (1988) publicaram
uma revisado com finalidade de destacar os métodos experimentais utilizados, seja
para verificacdo de atividade antimicrobiana dos extratos e Oleos essenciais de
plantas. A recomendacao reportada neste estudo foi a da utilizacdo de métodos de
difusdo, tanto para compostos polares de pequeno ou médio tamanho molecular, e
para determinacdo do espectro de acdo de compostos sobre micro-organismos
susceptiveis. Por outro lado, a metodologia da diluicAo em agar foi a sugerida para
0os estudos com substancias polares e n&o polares, bem como para extratos
complexos de plantas. Este método, ou seja, a diluicho em agar, mostrou-se
especialmente adequado para a verificagdo do espectro de acdo de extratos e
Oleos essenciais, uma vez que com esta técnica € possivel testar diferentes
linhagens numa mesma placa de Petri. Finalmente, foi sugerido o método de
diluicdo em caldo por ser uma 6tima metodologia quando se pretende estabelecer
a poténcia real de um composto puro, embora a solubilidade do mesmo deva ser
um requisito Obvio durante a utilizacdo desta metodologia. Na Figura 2 sédo
apresentadas fotos referentes a ensaios feitos em nosso laboratorio utilizando
metodologia da diluicdo em caldo, tanto a macrodiluicdo como microdiluicao.

Kalemba & Kunicka (2003) apresentaram estudo de revisdo sobre os
métodos classicos normalmente utilizados na avaliagdo da atividade antibacteriana
e antifungica de Oleos essenciais, incluindo os métodos de difusdo em agar, seja a
partir de disco impregnados ou em cavidades no agar; de diluicdo, tanto em agar
como em meio liquido, e aqueles que objetivam proceder o acompanhamento do
crescimento microbiano utilizando métodos por turbidimetria (turvacdo do meio
devido o crescimento microbiano).

Esses relatos anteriores reforcam os aspectos referentes aos fatores que
podem influenciar a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais e 0s
mecanismos envolvidos na acéo inibidora, bem como fornecer uma visdo geral da
susceptibilidade das bactérias de origens humana e alimentar e fungos frente aos

diferentes Oleos essenciais e seus constituintes majoritarios.
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Figura 2. Fotos ilustrativas de ensaios de sensibilidade bacteriana pela a (A) macrodiluicdo
realizada para quatro extratos de plantas em placas de 24 pogos que substituiram os
tubos de vidro; e (B) microdiluicdo em placas de 96 pocos para um total de oito cepas
bacterianas distintas frente a um 6éleo essencial. A cor observada deve-se ao acréscimo de
resazurina para revelar crescimento bacteriano apos 24horas/37°C. (Fonte-ARY
FERNANDES JUNIOR).
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Em levantamento bibliografico mais recente sobre publicagdes na area de
atividade antimicrobiana de plantas medicinais no PubMed, Rios & Recio (2005)
reportaram que, comparativamente ao periodo entre 1966 e 1994 no qual foram
estabelecidos 115 artigos publicados, na década entre 1995 e 2004, as publicacdes
atingiram um numero de 307. Considerando as pesquisas especificas sobre
atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais, relataram que foram detectadas 187
referéncias no PubMed entre 1971 e 2005, embora uma pesquisa realizada com os
dados do ISI Web, o numero de referéncias sobre Oleos essenciais foi muito
superior totalizando 323 entre os anos de 1986 e 2005. Portanto, verifica-se pelos
nameros apresentados que ha um interesse crescente pela comunidade cientifica
pelos estudos das propriedades medicinais das plantas. Relataram ainda os
autores que em relacéo ao futuro desta linha de pesquisa, algumas consideracdes
gerais devem ser estabelecidas para os estudos de acdo antimicrobiana de
extratos vegetais, 6leos essenciais e respectivos compostos isolados.

Como exemplos reportados, ha necessidade de utilizacdo de parametros
comuns definidos, tais como a caracteriza¢cdo dos produtos derivados dos vegetais,
a metodologia empregada para os ensaios microbiol6gicos, bem como o tipo de
meio de cultura utilizado e micro-organismos testados nos ensaios. Além disto,
critérios cientificos devem ser utilizados durante a escolha do material vegetal, os
guais devem seguir uma perspectiva etnofarmacoldgica como, por exemplo, uma
descrigcao criteriosa sobre a realizacdo da coleta da planta (local, estacdo do ano,
data e hora do dia) e preparo dos extratos, sugerindo-se a preferéncia para a
utilizacdo de solventes que normalmente sdo utilizados no uso popular pelos
usuarios ou na fitoterapia.

Referente a época e local de coleta das amostras de plantas, Celiktas et al.
(2007) realizaram estudo com finalidade de determinar a agdo antimicrobiana de
extratos metanolicos e 0Oleos essenciais de amostras de Rosmarinus officinalis
obtidas em trés regides distintas no mediterraneo durante quatro diferentes épocas
(Dezembro de 2003, marco, junho e setembro de 2004). Os ensaios de atividade
antimicrobiana (metodologias dos discos e microdiluicdo) dos extratos e dos 6leos
essenciais foram realizados utilizando linhagens padrées ATTC (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Proteus vulgaris ATCC 6897, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae CCM 2318, Enterococcus faeacalis ATCC 29212,
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Escherichia coli ATCC 11230, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus
subtilis ATCC 6633 e Candida albicans ATCC 10239). Os resultados mostraram
que as bactérias foram mais sensiveis aos 6leos essenciais e, parcialmente frente
aos extratos metandlicos. O poder antimicrobiano dos 6leos essenciais sobre as
bactérias testadas foram também distintos de acordo com o local de coleta e
variacbes sazonais.

Outro aspecto mencionado na literatura € que 0os compostos secundarios
de plantas tém mostrado acao inibidora maior sobre as bactérias Gram positivas
guando comparadas as Gram negativas e leveduras (HEMAISWARYA et al., 2008).
A explicacdo possivel € que a presenca de membrana externa na parede das Gram
negativas representa uma barreira bastante eficaz a passagem de compostos
hidrofébicos e anfipaticos. Porém, alguns estudos também mostraram que Gram
negativas foram mais susceptiveis que Gram positivas. A titulo de exemplo, Tassou
et al. (1995) reportaram a maior eficiéncia de 6leo essencial de Mentha piperita
sobre linhagens de Salmonella Enteritidis que sobre Listeria monocytogenes.
Outtara et al. (1997) reportaram néo ter ocorrido diferengas de agédo de alguns
produtos antimicrobianos vegetais sobre Gram positivas e negativas quando o
tempo de contato estabelecido era de 24 horas embora apos 48 de contato a
sensibilidade foi significativamente maior sobre a Gram negativa que para a Gram
positiva.

Os locais, ou estruturas, da célula bacteriana que podem ser considerados
sitios de agdo para os componentes de produtos naturais séo ilustrados na Figura
3. Geralmente os mecanismos de acdo de compostos naturais sao desintegracéo
da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da forca préton motriz (FPM), fluxo
de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do contetudo da célula. Nem todos os
mecanismos de agcdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios ser
afetados em consequéncia de outros mecanismos (BURT, 2004). Segundo este
autor, se considerarmos 0s inUmeros compostos ativos presentes nos produtos
antimicrobianos naturais, € razoavel atribuir a acdo antimicrobiana dos mesmos a
uma somatéria de efeitos que ocorrem concomitantemente, ou seja, Varios

mecanismos de acédo atuando ao mesmo tempo.
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Figura 3. Locais e mecanismos de acdo que podem ser sitios para acdo de compostos
naturais na célula bacteriana (Fonte-BURT, 2004)
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Estudos mostraram que os efeitos antimicrobianos dos 0leos essenciais
normalmente ocorrem por causar danos estruturais e funcionais sobre a membrana
plasmatica da bactéria, especialmente devido a hidrofobicidade dos compostos
presentes (GONI et al., 2009), bem como a influéncia sobre sistemas enzimaticos e
no material genético das bactérias (BURT et al., 2007; ARQUES et al., 2008).

Os estudos sobre acdo antimicrobiana dos derivados vegetais e 0
sinergismo com drogas antimicrobianas convencionais tem sido frequente (BETONI
et al., 2006) apontando com isto que a interacdo sinérgica para as associagdes
entre antibioticos com extratos de plantas medicinais sobre linhagens microbianas
resistentes pode ser uma nova estratégia para tratamento de infeccdes,
possibilitando o uso de drogas antimicrobianas quando esta isoladamente n&o se
mostrou eficaz (KUMAN et al.,, 2009). Estudos de combinacdo com produtos
naturais de plantas e drogas sintéticas sdo limitadas a poucos relatos, porém os
resultados apresentados s&o muitas vezes positivos.

A 7 napthoquinone-methyljuglone, isoladas de raiz de Euclea natalensis,
uma planta africana, em combinacdo com isoniazida e rifampicina resultou em uma
reducdo de quatro a seis vezes a concentragdo inibitéria minima (CIM) para estas
drogas sobre Micobacterium sp. (BAPELA, 2006). Betoni et al. (2006) reportaram
a ocorréncia de sinergismo entre 8 extratos de plantas e 13 drogas
antimicrobianas, sendo verificado sinergismo para 2 drogas com extrato de
gengibre e com 11 drogas para capim liméo e cravo da india quando as linhagens
bacterianas testadas foram de S. aureus isoladas de casos clinicos humanos. Por
outro lado, Ushimaru (2007) ndo observou o mesmo perfil de sinergismo quando
este mesmo tipo de estudo foi realizado com linhagens de E.coli, tendo inclusive
observado casos de antagonismo entre 0s produtos naturais testados e drogas
antimicrobianas.

O extrato aquoso de sementes de Cuminum cyminum (cominho)
possibilitou um aumento de 35% dos niveis de rifampicina no plasma de ratos,
tendo esta atividade sido atribuida a presenca de um glicosideo flavondide no
extrato da planta testada (SACHIN et al., 2007).

Estudo desta natureza também foi realizado por Gallucci et al. (2006), que

testaram terpenos comuns em O6leos essenciais como carvona, carvacrol, timol,
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eugenol e mirceno em cultivo juntamente com penicilina sobre uma linhagens
padrdo ATCC de S. aureus meticilina resistente (MRSA) e outra de E. coli. Para a
linhagem de MRSA verificaram sinergismo apenas com a utilizacdo da carvona e
antagonismo com o timol. Em relac&o a E. coli mencionam sinergismo com eugenol
e timol, porém antagonismo com mirceno. Concluiram os autores que este tipo de
combinacdo entre terpenos e antibidticos apresenta um aspecto promissor para
uso no tratamento destas doencas.

Van Vuuren et al. (2009) reportaram existéncia de sinergismo nas
diferentes concentracdes de 6leos comerciais de Melaleuca alternifélia (tea tree),
Thymus vulgaris (tomilho), Mentha piperita (hortela pimenta) e Rosmarinus
officinalis (alecrim) juntamente com ciprofloxacina sobre linhagens de S. aureus e
K. pneumoniae; e com anfotericina B sobre linhagens de Candida albicans.
Relataram também um perfil predominantemente antagénico para R. officinalis com
as drogas testadas sobre S. aureus e C. albicans e sinergismo sobre K.
pneumoniae. Quanto a M. alternifolia verificaram frequéncia maior para
antagonismo quando comparado aos eventos de sinergismo. O T. vulgaris
apresentou antagonismo sobre todos 0s micro-organismos testados enquanto a M.
piperita mostrou sinergismo nos ensaios com S. aureus; antagonismo sobre C.
albicans enquanto para K. pneumoniae, os resultados revelaram antagonismo ou
sinergismo, porém dependente da concentracao utilizada.

Sinergismo entre produtos naturais e drogas antimicrobianas tem sido
assunto amplamente relacionado na linha de pesquisa sobre produtos naturais e,
segundo alguns resultados, ja foram esclarecidos mecanismos importantes para
explicar o uso potencial dos antimicrobianos vegetais em associacdo com algumas
drogas de uso na terapéutica de doencas infecciosas. Dentre os relatos feitos
destacamos a revisdo publicada por HEMAISWARYA et al. (2008) que reporta
alguns mecanismos responsaveis pela interacdo de composto ativos de plantas e
drogas antimicrobianas (Figura 4). Tais mecanismos descritos podem elucidar a
potencializacdo da acdo de drogas antimicrobianas quando utilizadas juntamente

com alguns dos antimicrobianos de origem vegetal.
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Figura 4. Metabdlitos secundarios de plantas com capacidade de influenciar nos
mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. (A*) Corilagina, tellimagrandina
I, diterpeno 416 e composto P inibem PBP2a; (B*) EGCg (Epigalocatequina) inibe a [3-
lactamase; (C*) timol, carvacrol, acido galico reduzem a permeabilidade da membrana
externa, e (D*) EGCg, 5-methoxyhydnocarpina, reserpina, acido carnésico e derivados
isopimarano inibem a bombas de efluxo (Fonte-Adaptado de HEMAISWARYA et al., 2008).
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Feitos os comentarios acima, gostaria de relacionar os varios estudos
realizados sob nossa coordenacdo e que tiveram por objetivo verificar acdo de
extratos de plantas de uso na medicina popular. Destacamos inicialmente aquele
que consideramos o primeiro, uma monografia realizada no ano de 1996
(RODOLFO, 1996), quando, além de extrato alcodlico de propolis de Apis mellifera,
foram testados os extratos de capim limdo (Cymbopogon citratus), carqueja
(Bacharis trimera), alho (Allium sativum), cravo da india (Syzygium aromaticum) e
guaco (Mikania glomerata). Neste estudo foi utilizada a metodologia da diluicdo em
agar para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para linhagens de
S. aureus e E. coli, isoladas de materiais bioldgicos humanos. Neste estudo
verificamos acéao inibidora consideravel do cravo da india sobre S. aureus, com um
valor de CIMgyy, de 1,25 mg/mL, enquanto para E. coli, este valor foi de 2,95
mg/mL. Uma eficiéncia inibidora também foi observado para o extrato do alho sobre
E. coli e S. aureus com valor de CIMggy de 1,75mg/mL. Por outro lado, o extrato de
capim limao apresentou valores de ClMggy, maior que 22,46 mg/mL para ambas
espécies bacterianas estudadas. Vale destacar que nesta pesquisa foram
realizados ensaios de determinacdo de curvas de sobrevivéncia para propolis e
extratos mais eficientes (alho e cravo da india), sendo caracterizado o efeito
bactericida sobre E.coli e bacteriostatico sobre S. aureus considerando os trés
antimicrobianos naturais testados.

Embora ainda de forma ndo continuada para as pesquisas com plantas
medicinais, realizamos um estudo (STEFANINI et al., 2003) que considero o
pioneiro sobre utilizacdo dos Oleos essenciais e que retomamos de forma mais
abrangente a partir do ano de 2006. Neste estudo utilizamos os 6leos essenciais
de funcho (Foeniculum vulgare), endro (Anethum graveolens), cominho (Cuminum
cyminum) e coentro (Coriandrum sativum) sobre linhagens de S. aureus,
Enterococccus sp, P.aeruginosa, E. coli e Salmonella sp utilizando a metodologia
da difusdo a partir de discos impregnados com os respectivos 6leos essenciais.
Verificamos que o Oleo essencial de endro apresentou acao inibidora sobre S.
aureus, Salmonella sp e E. coli. O cominho mostrou uma a¢ao maior sobre as trés
bactérias Gram negativas enquanto o 6leo de coentro foi efetivo apenas para a
linhagem de Salmonella e funcho sobre E. coli. Assim concluimos que o efeito
inibidor dos 6leos essenciais varia de acordo com a espécie de planta produtora do

Oleo e o tipo de bactéria em estudo. Isto novamente vem confirmar a enorme
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diversidade de resultados obtidos nos ensaios com produtos antimicrobianos
naturais.

No ano de 2006 publicamos um estudo (BETONI et al., 2006) cujo objetivo,
além de testar a acado inibidora de alguns extratos de plantas (Guaco (Mikania
glomerata), goiabeira (Psidium guajava), cravo da india (Syzygium aromaticum),
alho (Allium sativum), capim-limado (Cymbopogon citratus), gengibre (Zingiber
officinale), carqueja (Baccharis trimera) e hortela pimenta (Mentha piperita) sobre
linhagens de S. aureus, foi verificar a ocorréncia de sinergismo entre 0s extratos
destas plantas e 13 drogas antimicrobianas de uso na terapéutica de doencas
infecciosas: penicilina 10 Ul (PEN), oxacilina 1ug (OXA), vancomicina 30ug (VAN),
ampicilina 10pg (AMP), cefalotina 30ug (CFL), cefoxitina 30ug (CFO); cloranfenicol
30ug (CLO), gentamicina 10ug (GEN), netilmicina 30ug (NET), tetraciclina 30ug
(TET), eritromicina 15ug (ERI); cotrimoxazol 25 ug (SUT) e ofloxacina 5ug (OFX)).
A metodologia adotada nos ensaios de sinergismo foi a da difusdo a partir de
discos impregnados com as respectivas drogas conforme a metodologia que foi
utilizada previamente em Fernandes Janior et al. (2005).

Em relacdo a acd@o antimicrobiana dos extratos acima, verificamos que os
com potencial antibacteriano elevados foram os preparados com cravo da india e
folha de goiabeira, tendo apresentados ClMgy, de 0,36 e 0,52 mg/mL
respectivamente. O extrato com a menor eficiéncia foi novamente o capim limao
com valor de CIMgoy igual a 17,84 mg/mL. Um resultado interessante foi verificado
no estudo para o extrato de capim liméo, que embora tenha apresentado a menor
eficiéncia anti-S.aureus (CIMgge,=17,84 mg/mL), apresentou sinergismo com 11 das
13 drogas estudadas, resultados este igual ao obtido com o extrato de cravo da
india, considerado o mais eficiente entre o0s extratos estudados
(ClMgge,=0,36mg/mL).

Assim sendo, concluimos que sinergismo entre produtos naturais e drogas
antimicrobianas, pode ocorrer mesmo para extratos que nao apresentam uma acao
antimicrobiana tdo significativa. Outra observacédo importante foi que houve uma
ocorréncia aparentemente maior de sinergismo entre os extratos com as drogas
gue apresentam como mecanismo de acao a inibicdo da sintese protéica na
bactéria. Este aspecto merece entdo maiores esclarecimentos em estudos futuros

para tentar elucidar tal preferéncia quanto a este modo de acéo.
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Apés este estudo, surgiu uma questado a ser respondida. Tal sinergismo foi
verificado para estes extratos e S. aureus, mas tais interagbes, ou efeitos
inibitorios, apresentariam o0 mesmo tipo de comportamento para outras espécies
bacterianas? Assim, iniciamos um estudo no mesmo ano de 2006 com seis dos
extratos testados por Betoni et al. (2006), porém com o objetivo de demonstrar a
acdo sobre outras bactérias (USHIMARU et al., 2007), sendo estas, além de S.
aureus, o Enterococcus sp, a E. coli e a Salmonella Typhimurium. Os resultados
foram variados, porem novamente o cravo da india foi 0 mais eficiente, tendo o
Enterococcus sp apresentado uma sensibilidade ligeiramente menor que o S.
aureus, enquanto Salmonella e E.coli ndo deferiram quanto as respectivas
sensibilidades aos antimicrobianos testados. Os aspectos sobre o sinergismo entre
estes extratos e drogas antimicrobianas foram reportados recentemente em
Ushimaru et al. (2012) (disponivel on line), embora os experimentos tenham sido
executados no ano de 2006. Neste estudo foi reportado sinergismo entre 0s
extratos testados em Ushimaru et al. (2007) e drogas sobre linhagens de E. coli
apenas, pois nos estudos anteriores foram realizados ensaios apenas com
linhagens de S. aureus. Neste caso, verificamos que o sinergismo entre produtos
naturais e drogas varia conforme a bactéria estudada, pois no caso da E. coli,
ocorreu sinergismo apenas entre capim limdo e a polimixina e entre alho e a
gentamicina. Outro aspecto importante deste estudo € que diferente do que
observado para S. aureus, ocorreram Varios casos de antagonismo entre 0s
extratos e as drogas estudadas (Tabela 1).

Na tentativa de diversificar os resultados obtidos com outras espécies de
plantas com acdo antimicrobiana, em Silva (2010), cujo estudo encontra-se em
fase de envio a publicacdo, objetivamos verificar o efeito antimicrobiano de plantas
consideradas do cerrado, sendo as amostras obtidas na regidao de Botucatu/SP. As
plantas estudadas foram: Achyrocline satureioides (Lam) DC (macela),
Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville (barbatim&o), Miconia rubiginosa
(Bonpl.) DC (quaresma-branca), Davilla elliptica A. St-Hil (lixinha), Siparuna
guianensis (negramina) e Solanum lycocarpum A.St-Hil (lobeira), e através da
metodologia da diluicdo em agar, foram testadas quanto ao efeito inibidor, sobre S.
aureus (n=10), E. coli (n=11) e P.aeruginosa (n=11), isoladas de
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Tabela 1. Interagbes entre extratos de plantas medicinais e drogas antimicrobianas para
linhagens de E. coli isoladas de casos clinicos humanos.

Fonte - Ushimaru et al. (2012) (Disponivel on line)

casos clinicos humanos. As plantas foram coletadas em areas proximas a sede do
municipio de Botucatu/SP e os extratos preparados com metanol 70% e material
vegetal desidratado (50°C) e moidos em moinho de facas. A extracdo foi feita
durante 48 horas em temperatura de geladeira, seguido de filtracdo e eliminacéo do
solvente metanol em evaporador rotativo e determinacdo do peso seco dos
extratos (mg/mL) e analise fitoquimica dos mesmos. Os ensaios de sensibilidade
para as linhagens bacterianas foram realizados utilizando a metodologia da diluigao
dos extratos em Mueller Hinton Agar (MHA) e determinacdo da CIM em mg/mL.
Verificou-se em funcdo das bactérias testadas, e em ordem decrescente de
atividade antibacteriana, que para S. aureus: os mais eficientes extratos foram:
Lixinha(folha)>Barbatiméao(folha)>Quaresma-branca>Macela>Lixinha(fruto)>
Barbatiméo (casca)>Lobeira >Negramina. Para para E. coli:
Lixinha(folha)>Barbatiméo (folha) > Lixinha(fruto)= Barbatiméo (casca)> Quaresma-
branca> Macela=Lobeira>Negramina.
Quanto a P. aeruginosa: Lixinha (folha)>Barbatimdo (casca)>Barbatimé&o(folha)>
Lixinha(fruto)> Macela > Lobeira >Quaresma-branca=Negramina.

A analise fitoquimica dos extratos do estudo de Silva (2010) revelou a
presenca dos seguintes compostos: a) compostos fenélicos no barbatimao (folha),
lixinha (fruto), macela, lobeira e negramina; b) flavondides em todas as plantas
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estudadas; c) saponinas em barbatimdo (casca e folha), lixinha (fruto e folha) e
guaresma-branca; d) triterpenos e esteroides livres em barbatiméo (folha), lixinha
(folha), macela, quaresma-branca, lobeira e negramina; e) taninos em barbatiméo
(casca e folha), lixinha (frutos e folhas) e na quaresma-branca; f) quinonas em
barbatiméo (folha), lixinha (folha); g) cumarinas em barbatiméo (folha), quaresma-
branca e negramina; h) alcaléides apenas no extrato de negramina. De forma
geral, verificou-se uma maior sensibilidade da bactéria S. aureus frente aos
derivados vegetais testados, com destaque para o extrato preparado com folhas de
lixinha.

Com finalidade de ilustrar este texto, na Figura 5 sdo apresentadas fotos
gue mostram o preparo dos extratos das plantas estudadas até o presente
momento.

Até este momento, mesmo aqueles estudos que tinham por objetivo
verificar sinergismo, foram realizados utilizando-se de extratos obtidos com as
plantas medicinais. Assim, optamos também em realizar estudos com Oleos
essenciais, sendo que o realizado por Silva et al. (2009) foi aquele que colocou
estes importantes derivados vegetais de forma definitiva em nossa linha de
pesquisa. Este tipo de antimicrobiano vegetal também possibilitou diversificar os
seus usos em nossos estudos, especialmente como agentes antimicrobianos em
alimentos e, como ja esta sendo feito em projeto de pesquisa de doutorado,
verificacdo dos seus efeitos in vivo.

Assim, no trabalho realizado por Silva et al. (2009) objetivamos comparar a
acao antibacteriana de Oleos essenciais obtidos de Rosmarinus officinale (alecrim),
C. aromaticus (cravo da india), Z. officinalis (gengibre), C. citratus (capim limao), M.
piperita (hortelda pimenta) e Cinnamomum zeilanicum (canela) sobre linhagens de
S. aureus e E. coli isoladas de casos clinicos humanos utilizando a metodologia da
diluicho em agar Mueller Hinton (MHA) para determinacdo da CIM. Além destes
Oleos essenciais também foi testada a acdo antibacteriana de uma amostra de 0leo
vegetal de sementes de Vitis vinifera (Uva). Foi verificado que o 6leo mais eficiente
foi o de canela, com ClMgy, de 0,047 e 0,09%v/v sobre S. aureus e E. coli
respectivamente. O 6leo de alecrim foi 0 menos eficiente sobre ambas as bactérias
estudadas (ClMgyy, acima de 3,0 e 0,55 % v/v sobre E. coli e S. aureus

respectivamente).
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C

Figura 5. Elaboracao dos extratos hidro-alcélicos de plantas (A) Davilla eliptica, (B e C) obtenc¢édo do
fitrado contendo solvente metanol, (C) Evaporador rotativo do Departamento de Microbiologia e
Imunologia /IBB/JUNESP/Botucatu utilizado na remog¢éo do solvente e obtencdo do extrato (Fonte-

ARY FERNANDES JUNIOR)
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Ficou estabelecido também que os valores de ClMggy foram bactericidas
ou bacteriostaticos em funcdo do Oleo essencial e bactéria testada e como
conclusao novamente foi percebida a maior sensibilidade da bactéria Gram positiva
gue a Gram negativa.

Na Figura 6 é mostrado o destilador que utilizamos no preparo dos varios
Oleos essenciais ja testados. A aquisicdo deste equipamento representou um
diferencial importante das nossas pesquisas uma vez que 0s 0leos essenciais
testados foram na sua maioria preparados em nossos laboratérios mesmo, ou seja,
no departamento de Microbiologia e Imunologia/IBB. Além disto, pudemos também
testar 0leos essenciais de plantas cujos 6leos ndo séo produzidos com finalidade
comercial como por exemplo o de Vernonia polyanthes (assa-peixe) e Baccharis
dracunculifolia (alecrim do campo), conforme fotos apresentadas na Figura 6,
Laurus nobilis (louro) além de outros.

Considerando os valores ja estabelecidos de ClMgoy, para alguns oleos
essenciais em nosso laboratério, em estudo realizado por Zago et al. (2009)
reportamos a ocorréncia de sinergismo entre 6leos essenciais (Rosmarinus
officinalis - alecrim, C. aromaticus-cravo da india, Z. officinalis-gengibre, C. citratus-
capim limdo, M. piperita-horteld pimenta e Cinnamomum zeilanicum-canela) e
drogas antimicrobianas (cloranfenicol (30ug), gentamicina (10u), cefepima (10ug),
tetraciclina (30upg), sulfazotrim (25ug), cefalotina (30ug), ciprofloxacina (5ug) e
rifampicina (5ug)) utilizando cepas de S. aureus e E. coli.

Inicialmente foram realizados ensaios para obtencdo dos valores de
ClMgoy, Objetivando confirmar os valores obtidos em estudo realizado por Silva et
al. (2009), os quais foram bastante aproximados por tratar-se das mesmas
linhagens e também as mesmas amostras dos Oleos essenciais. O aspecto
importante deste estudo foi ter acrescentado cepas de E. coli objetivando também
verificar a ocorréncia ou ndo de sinergismo para este tipo bacteriano em particular.
A metodologia para o estudo de sinergismo foi novamente a dos discos e
realizacdo de dois tipos de antibiogramas em placas contendo MHA, ou seja, um
controle, conforme preconizado por Kirby & Bauer, e outro tratamento, no qual
foram adicionados volumes para cada um dos 0Oleos, sendo estes calculados para
obter nestas placas valores equivalente a ¥ dos valores de ClMggy, obtidos

previamente.
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C D
Figura 6. Preparo de 6leo essencial de plantas (A) Vernonia polyanthes, (B)
Baccharis dracunculifolia, (C) Aparelho de destilagdo dos Oleos essenciais por
arraste de vapor tipo Clevenger da marca Marconi, modelo MA480, do Departamento
de Microbiologia e Imunologia/IBB/JUNESP/Botucatu, (D) Detalhe do 6leo essencial
no frasco tipo Fiorentino. (Fonte — ARY FERNANDES JUNIOR)
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Verificamos em Zago et al. (2009) que a frequéncia de sinergismo foi maior
para a bactéria S. aureus, sendo que para um total de oito drogas testadas, o 6leo
de capim limdo apresentou sinergismo com todas as drogas, enquanto o 6leo de
horteld pimenta apresentou sinergismo com sete drogas. O 6leo de canela, embora
tenha apresentado um dos menores valores de CIM para as duas espécies
bacterianas, ndo apresentou sinergismo com as drogas testadas para as duas
espécies bacterianas. Vale destacar também que ndo houve qualquer indicio de
antagonismo entre os antimicrobianos testados.

Recentemente, e considerando agora as possiveis interagdes entre
antimicrobianos distintos, realizamos estudo (PROBST et al., 2011) cujo objetivo
foi verificar a possibilidade de um produto natural potencializar o efeito de outro
produto natural. Neste caso em particular, verificamos as possiveis interacdes
extrato etandlico de propolis (EEP) de A. mellifera, obtida na regido de
Botucatu/SP, e 6éleos essenciais de plantas (canela, gengibre, cravo da india e
hortela pimenta). Previamente foram determinados os valores de ClMggy, para 16
linhagens de S. aureus e 16 de E. coli, todas isoladas de materiais biologicos de
pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.
Os resultados deste estudo encontram discutidos na primeira parte deste material,
guando foram feitos comentarios sobre os estudos com propolis.

Gostaria de informar que todos os estudos publicados até entdo foram de
orientacdes de Iniciacdo Cientifica. A partir do nosso credenciamento junto ao
programa de Pé6s Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada do IBB/UNESP,
ocorrido no ano de 2008, foram finalizados cinco projetos, sendo quatro
orientacdes de mestrado e uma de doutorado, embora no presente momento
estejamos orientando outros dois doutorados e um mestrado.

Assim, como publicagbes efetuadas nas orientacdes de pds-graduacao,
destacamos a de Silva et al. (2010). Esta publicagédo é o resultado de uma reviséo
bibliografica sobre os aspectos relacionados aos mecanismos de acdo dos
produtos naturais, bem como estudos que reportam sinergismo entre produtos
naturais e drogas antimicrobianas. Assim, apresentamos neste trabalho
informagdes mais recentes sobre testes in vitro de acdo antimicrobiana de uma
variedade de plantas medicinais. Como resultados importantes deste projeto de
mestrado, foram entdo nossas observagdes em Silva (2010) e Silva et al. (2012)
(disponivel on line), cujo objetivo foi comparar a acdo antibacteriana de extratos e
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Oleos essenciais obtidos de Eugenia uniflora L (pitanga), Baccharis dracunculifolia
DC (alecrim do campo), Matricaria chamomilla L (camomila) e Vernonia polyanthes-
Less (assa peixe). Neste estudo foram feitas as determinacdes fitoquimicas para os
extratos bem como andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) dos 6leos essenciais. Novamente foram comparadas as cepas de
S. aureus e E. coli, sendo que o S. aureus foi novamente mais susceptivel que a E.
coli frente a todos os derivados vegetais, bem como os compostos fendlicos foram
0S antimicrobianos vegetais mais frequientes nos produtos naturais. Ainda em via
de publicacdo, destacamos os resultados apresentados na dissertacao (SILVA,
2010) onde os mesmos produtos naturais acima citados foram testados quanto ao
sinergismo com drogas convencionais utilizando tanto a metodologia dos discos
para as drogas cloranfenicol (30ug), gentamicina (10ug), cefepime (30ug),
tetraciclina (30ug), sulfazotrin (25ug), cefalotina (30ug), ciprofloxacina (5ug),
rifampicina (5pg), como também a metodologia da curva de sobrevivéncia.

Resultados importantes foram obtidos para os éleos de alecrim do campo e
assa peixe, que apresentaram sinergismo com todas as drogas testadas, enquanto
para 0s respectivos extratos ndo houve qualquer indicio de sinergismo com as
mesmas drogas testadas. Outro aspecto, também j& verificado em estudos
anteriores, foi que para o S. aureus houve casos de sinergismo ou auséncia de
interagdo enquanto que para as linhagens de E. coli, a frequiéncia de sinergismo foi
significativamente menor, inclusive com alguns casos de antagonismo, como por
exemplo entre extrato de camomila e cefalotina, gentamicina, cefepime e
cloranfenicol. Assim, podemos concluir novamente que o sinergismo depende da
bactéria testada bem como o tipo de preparo do derivado vegetal para uma mesma
espécie de planta também pode influenciar nos resultados.

O uso dos Oleos essenciais, tanto visando a terapéutica de doencas
infecciosas como aspectos de aromaterapia, também foi verificado em Machado
(2011), uma das orientacdes de mestrado defendidas de 2011, estando os
manuscritos em processo de avaliacdo para publicacdo, bem como tendo ja
ocorrida uma publicagdo (MACHADO & FERNANDES JUNIOR, 2011), sendo esta
de carater mais geral do uso dos 6leos essenciais em procedimentos relacionados
a aromaterapia. Assim, em Machado (2011), procuramos apresentar um aspecto

mais aplicado para o0s Oleos essenciais, pois procuramos enfatizar o efeito
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antimicrobiano de 6leos essenciais de uso nas terapias naturais, especialmente na
aromaterapia.

O aspecto diferencial do estudo é que utilizamos apenas 0leos essenciais
obtidos diretamente de uma empresa do setor de produtos naturais e aromaterapia
(By Samia Aromaterapia-Sao Paulo-Brasil). Verificamos o efeito antimicrobiano in
vitro, seja no meio de cultura para linhagens de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa,
bem como na agua, simulando banho de imersdo. Foram testados 27 Oleos
essenciais quanto a acao antibacteriana in vitro e escolhidos cinco 6leos destes
para as fases seguintes deste estudo, ou seja, para testar acdo antimicrobiana na
agua e também na pele de humanos voluntarios.

Os resultados deste estudo, de acordo com o numero de Oleos testados e
bactérias, foram diversificados, embora o S. aureus tenha se mostrado novamente
mais susceptivel que as outras duas bactérias Gram negativas testadas. Os
valores de ClMggy foram de 0,21mg/mL para os 0Oleos de pimenta negra (Piper
nigrum) e tea tree (Melaleuca alternifolia) e 26,52mg/mL para o 6leo de copaiba
(Copaiba officinalis). Para E. coli, o 6leo de canela (Cinnamomum cassia) foi o
mais efetivo (2,0 mg/mL) enquanto para P. aeruginosa o cravo da india (Syzigium
aromaticum) foi mais efetivo (8,29 mg/mL). Utilizando valores de CIM obtidos in
vitro foram selecionados cinco 6leos (cravo da india-Syzygium aromaticum,
geranio-Pelargonium graveolens, lavanda-Lavandula angustifolia, palmarosa-
Cymbopogon martini e tea tree-Melaleuca alternifolia) e novamente foram
realizados ensaios para verificacdo da acgdo antibacteriana através da diluicao
individual de cada 6leo em 4gua e salina visando reducdo na contagem bacteriana
(E.coli, S. aureus e P. aeruginosa) em fungéo do tempo. Tanto nos ensaios com
agua ou salina, os perfis de sensibilidade das linhagens bacterianas aos Oleos
essenciais foram préoximos entre si, porém significativamente distintos quando
comparados aos ensaios controles, pois apresentaram uma capacidade inibidora
estatisticamente significativa. Na Figura 7 ilustramos resultados de curvas de
sobrevivéncia quando 6leos essenciais foram adicionados individualmente em agua
para simular efeito antimicrobiano em um banho de imerséo frente as trés bactérias

estadas.
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Figura 7. llustracdo de um ensaio de curva de sobrevivéncia para uma
cepa padrdo ATCC de Pseudomonas aeruginosa, E. coli e S. aureus em
agua adicionada individualmente com cinco 6leos essenciais diferentes
(Fonte-MACHADO (2011).
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Outro aspecto interessante do estudo de Machado (2011) foi a
determinacdo da influéncia dos Oleos essenciais sobre a microbiota da pele
humana. Para isto foi aplicada sobre a pele de voluntarios o0s respectivos
preparados a base de 0,5% de Oleos essenciais diluido em 6leo vegetal de
semente de uva, sendo em seguida feitas coletas de amostra de microbiota da pele
utiizando placas de contato tipo Rodac contendo PCA (Plate Count Agar),
MacConkey e Manitol. Apds incubacédo (37°C/24-48 horas) foram feitas leituras do
crescimento bacteriano e foi observado que o0s preparados nao reduziram as
contagens bacterianas da microbiota da pele humana quando comparados com o0s
respectivos controles. Assim, concluimos neste estudo que, nas condicbes que 0s
ensaios foram realizados, o uso destes antimicrobianos quando diluidos em veiculo
apropriado nao interfere de forma significativa sobre as bactérias da pele humana,
reforcando assim o uso nos procedimentos de aromaterapia.

Motivado pelo estudo de Probst et al. (2011), quando verificamos as
interacBes entre produtos naturais (propolis e O6leos essenciais), finalizamos
recentemente (fevereiro pp.) uma orientacdo de mestrado (PROBST, 2012), cujos
resultados mostraram que a mistura de Oleos essenciais, em determinadas
proporc¢des, podem ter seus efeitos antimicrobianos potencializados. Neste caso
verificamos que o 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) misturado com o éleo de
alecrim do campo (B. dracunculifolia) foram os mais eficientes sobre linhagens de
S. aureus quando utilizado a metodologia da diluicdo em discos, enquanto a
mistura entre cravo da india (C. aromaticus) e canela (Cinnamomum zeylanicum)
sobre as linhagens de S. aureus e E. coli. Sobre P. aeruginosa, a melhor
combinagéao foi entre B. dracunculifolia e C. aromaticus. Neste estudo preocupou-
se também na caracterizagcdo quimica dos 6leos essenciais e misturas, utilizando
CG-EM. Apenas a titulo de ilustracao, na Figura 8, apresentamos cromatograma de

uma das misturas testadas entre C. aromaticus e C. zeylanicum.
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Figura 8. Cromatograma da combinacao entre os 0leos essenciais de C. aromaticus e C.
zeylanicum obtido por analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM). Os numeros referem-se aos picos respectivos e identificacdo do
composto mais o seu percentual. 3- a-pineno (0,16), 5- eucaliptol (0,49), 11, 12, 13-
cinamaldeido (38,22), 17- eugenol (39,44), 21- B-cariofileno (1,30), 22- acetato de
cinamila (3,96), 28- acetato de eugenila (7,80). (Fonte- PROBST, 2012)

bY

Como resultado geral dos estudos realizados visando a terapéutica de
doencas infecciosas, destacamos o grande potencial antimicrobiano dos derivados
de plantas, porém outros estudos deverdo ser conduzidos objetivando caracterizar
0s possiveis efeitos toxicos destas substancias bem como a caracterizagdo
fitoquimica destes produtos, pois considerando a pretensdo de formular
medicamentos, € sabido que os protocolos devem ser seguidos para mostrar a

inocuidade do medicamento durante o seu uso pela populacdo em geral.
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5.3. Oleos essenciais como aditivo em alimentos

Os meétodos de conservacdo de alimentos para o consumo humano tém
basicamente dois propoésitos: a) desacelerar os processos naturais de degradacdo
inerentes a um alimento que levam a deteriorag@o e b) controlar o crescimento de
microorganismos deteriorantes ou patogénicos no alimento. Assim, as formas de
controle de micro-organismos nos alimentos podem ser tanto para prevenir a
contaminagao inicial ou mesmo a remocéo destes. Por outro lado, a inativagcdo
também é normalmente exigida e feita pelo uso de métodos tradicionais, tais como
calor ou radiacdes (gama, feixe de elétrons, de raios-X, ultravioleta) ou por
métodos mais recentes com o uso de pressdo hidrostatica elevada ou campo
elétrico pulsado. Processos de inibicdo incluem refrigeracdo ou congelamento,
secagem (reducdo da atividade de agua do alimento), embalagem de atmosfera
modificada, reducdo do pH (acidificacdo) ou utilizacdo de conservantes quimicos
antimicrobianos (DAVIDSON, 2006).

Cita ainda o autor acima que os antimicrobianos utilizados em alimentos
podem ser definidos como compostos quimicos presentes naturalmente ou
adicionados aos alimentos, impregnados em embalagens ou em superficies de
contato com alimentos ou ainda presentes nos ambientes de processamento de
alimentos, mais que tem por objetivos inibir micro-organismos patogénicos ou
deteriorantes. Estes compostos sdo também chamados de conservantes que
atuam como antimicrobianos, antioxidantes ou mesmo anti-escurecimento
(prevencgdo do escurecimento enzimatico).

Por outro lado, cada vez mais os consumidores estao exigindo produtos
mais naturais e/ou minimamente processados (MARINO et al., 2001). Assim, para
satisfazer esses requisitos um dos grandes desafios das industrias de alimentos
consiste em reduzir aditivos quimicos convencionais em formulacdo de alimentos.
O uso alternativo de recursos naturais, especialmente os produtos vegetais, tem
recebido mais e mais atencéo, principalmente porque muitos desses produtos tém
possibilitado outras propriedades funcionais aos alimentos (GONZALEZ et al.,
2011).

Em geral sdo necessarias concentracdes mais elevadas de Oleos
essenciais quando aplicados diretamente no alimento que aquela verificada nos

ensaios in vitro, e consequentemente a aplicacao pratica dos 0leos essenciais tem
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tido restricbes, uma vez que a adicdo de altas concentracdes dos Oleos provoca
alteracdes indesejaveis no produto alimentar, especialmente no sabor (MISAGHI &
BASTI, 2007, BARBOSA et al., 2009).

Além disto, para estabelecer a utilidade deste importante recurso natural
como conservantes antimicrobianos, torna-se indispensavel que estes sejam
avaliados isoladamente e em combinacdo com outros fatores de conservacao, para
determinar se existem efeitos sinérgicos e assim poder conceber multiplas
barreiras (POL et al., 2002).

Conforme a economia global gera produgéo e transporte de alimentos em
escala mundial, o uso de antimicrobianos em alimentos se faz cada vez mais
necessario, para que se garanta fornecimento de alimentos de qualidade. Na
indUstria de alimentos, o uso de conservantes naturais tem se tornado frequente;
muitas especiarias e ervas representam alternativas em potencial no combate a
deterioracdo e ao crescimento de micro-organismos patogénicos (TASSOU et al.,
2000), desde que apresentem, obviamente, propriedades antimicrobianas
(NYCHAS et al., 1990).

Como agentes ativos farmacologicamente, os 6leos essenciais, conforme
ja reportado, apresentam grande espectro de atuacdo, contra virus, fungos,
parasitas e bactérias, o que também se observa na aplicacéo alimenticia. Segundo
Lanciotti et al. (2004) o interesse na possibilidade de uso de compostos naturais na
prevencdo do desenvolvimento microbiano em alimentos tem notavel crescimento
como resposta a pressdo do consumidor para reduzir ou até mesmo eliminar os
aditivos sintéticos adicionados nos alimentos industrializados.

Antimicrobianos naturais ocorrem em animais e plantas como mecanismo
evolutivo de defesa do hospedeiro contra invasores e estdo presentes em
abundancia no meio ambiente. Tais compostos podem exibir atividade
antibacteriana em alimentos, ocorrendo naturalmente, ou podem, ainda, ser
utilizados como aditivos em outros alimentos. O potencial de aplicacdo desses
compostos pela industria alimenticia é significativo, e estudos para incorporacao de
antimicrobianos em alimentos, bem como para maximizar sua biofuncionalidade,
ocorre no mundo todo (NAIDU, 2000). Trabalhos recentes atestam a viabilidade de
utilizacado de antimicrobianos naturais em alimentos (HAO et al., 1998; FISHER &
PHILLIPS, 2008; GOVARIS et al., 2010).
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No mercado europeu estdo disponiveis conservantes alimenticios
compostos por 50% de Oleos essenciais (alecrim, artimisia e citrus) e 50% de
glicerol (MENDONZA-YEPES et al., 1997). Outros produtos sdo encontrados
também nos Estados Unidos a base de 6leos essenciais dispersos em solugfes de
citrato de sodio ou cloreto de soédio, reconhecidos como aditivos alimenticios
seguros (CUTTER, 2000). Entretanto, quantidades insignificante desses
conservantes alimenticios contendo 6leos essenciais estédo disponiveis no mercado
gquando comparada aos demais conservantes usuais. Burt (2004) destacou a
necessidade do enfoque de pesquisas para os aspectos legais do uso dos 6leos
essenciais e seus componentes em alimentos, em funcdo das suas acles
genotoxicas que podem apresentar, além de estudos que demonstrem o0s
mecanismos de acdo dos Oleos essenciais, possibilitando assim aplicacdes
tecnoldgicas adequadas.

Assim, a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais tem despertado
interesse das pesquisas cientificas na area de alimentos, especialmente sobre
fungos patogénicos (BAKKALI et al., 2005; SACCHETTI et al., 2005; ANGIONI et
al., 2006; CHENG et al., 2008) e bactérias causadoras de doencas transmitidas por
alimentos, como as E.coli O157:H7, Shigella sonnei, S. flexner, Salmonella
Typhimurium e P. aeruginosa (BAGAMBOULA et al., 2004; MOREIRA et al., 2005).
Bruni et al. (2004) e Oussalh et al. (2007) também reportaram a acdo de o6leos
essenciais contra S. aureus, L. monocytogenes e Enterococcus faecalis.

As pesquisas citadas tém apresentado valores de CIM através dos
métodos in vitro de difusdo em disco e microdiluicdo. Entretanto, visando a
aplicacado em alimentos, estudos tém buscado a verificacdo da acdo antimicrobiana
dos oOleos essenciais quando aplicados em alimentos, como queijo (SMITH-
PALMER et al., 2001), vegetais minimamente processados (LANCIOTTI et al.,
2004; GUTIERREZ et al., 2009), brécolis (MUNHOZ et al., 2009), cevada
(MOOSAVY et al., 2008), linguica (BUSATTA et al., 2007; BUSATTA et al., 2008) e
carne moida (BARBOSA et al., 2009) e hamburguer (BARBOSA et al., 2010)

Por outro lado, a utilizacdo de 6leos essenciais de ervas e especiarias com
finalidade antimicrobiana objetivando efeitos comparaveis aos aditivos sintéticos
ainda enfrentam desafios consideraveis, e que segundo TAJKARIMI et al,(2010),
trés razdes principais devem ser destacadas: a) informagdes ainda limitadas sobre
os efeitos nos alimentos; b) apresentam forte odores e; c) elevados custos. Por
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outro lado, se ndo visando a ag&do antimicrobiana, Smith-Palmer et al. (2001)
descreveram propostas de incorporar 0s 0leos essenciais em alimentos que ja
tenham um aroma forte, para assim mascarar a presenca do mesmo; aplicar alguns
dos principais componentes ativos, ao invés do 6leo completo; desenvolver
combinacdes sinérgicas, tanto entre dois 6leos essenciais ou um 0leo essencial
com outro antimicrobiano; combinar os 0leos essenciais com agentes quelantes,
como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), que embora esse nao seja
considerado um conservante, ele pode potencializar outros agentes
antimicrobianos. Também ¢é sugerida utilizacdo de O6leos essenciais juntamente
com agentes dispersantes, como o polietilenoglicol, para aumentar o contato deste
com as células microbianas, especialmente em alimentos com um alto teor lipidico.

Assim, paralelamente aos estudos visando acdo antimicrobiana e com
potencial de uso na terapéutica de doencas infecciosas, iniciamos no ano de 2007
projeto de Iniciacdo Cientifica, inclusive ja citado (BARBOSA et al., 2009), com
finalidade de testar o efeito inibidor de 6leos essenciais de plantas condimentares
(Thymus vulgaris (tomilho), Origanum majorana (manjerona), Origanum vulgare
(orégano), Ocimum basilicum (majericéo), Z. officinale (gengibre), C. citratus (capim
limdo) e C.aromaticus (cravo da india) sobre linhagens de E.coli, S.aureus,
L.monocytogenes e Salmonella Enteritidis. Todos os 6leos mencionados foram
produzidos em nosso laboratério utilizando o destilador de Oleos mencionado
anteriormente (Figura 6).

Iniciamos 0s ensaios in vitro para determinacdo da ClMgy, para as
linhagens bacterianas, seguido de mistura das bactérias em amostras de carne
bovina moida seguido da adi¢cdo dos Oleos essenciais e verificacdo da reducdo na
contagem apdés um tempo pré estabelecido (tres horas). Verificamos novamente
uma maior sensibilidade das linhagens Gram positivas aos 0leos essenciais
durante os ensaios in vitro sendo que o cravo da india foi a mais eficiente, com
valor de CIMgy, de 0,09%v/v, quando considerado o total de linhagens,
independente se Gram positiva ou Gram negativa. Porém, quando considerado por
grupo de bactérias, o capim limao foi o mais eficiente sobre Gram positivas, com
uma ClMgoy, de 0,05%v/v e o cravo da india o mais efetivo sobre as linhagens
Gram negativas (0,10 %v/v). Este estudo mostrou resultados importantes uma vez
gue quando as concentracdes determinadas in vitro foram utilizadas diretamente no

alimento, a reducdo, apés trés horas de contato bactéria e Oleos, nao foi
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significativa. Isto possibilitou a conclusdo de que o efeito inibidor dos o6leos
essenciais, quando adicionado diretamente ao alimento, é reduzido e nos mostrou
gque ha necessidade de concentracdes mais elevadas quando diretamente no
alimento. Neste estudo verificou-se também o efeito da adicdo dos Oleos
essenciais sobre a microbiota normal da carne moida, ou seja, sobre as
populacdes mesofilica facultativa e psicrotréfica presentes, apos periodo de 6 e 24
horas de contato. Novamente ndo foi verificada uma reducgdo significativa na
contagem destes micro-organismos, embora uma ligeira inibicdo tenha ocorrido
sobre a populacdo de bactérias psicrotroéficas.

Dando continuidade com esta énfase para 6leos essenciais, realizamos um
projeto de mestrado (BARBOSA, 2010), cujo objetivo foi verificar acéo
antimicrobiana de Oleos, utilizando modelos carneos (carne moida bovina e
hambarguer).

A referida dissertacdo foi dividida em trés partes, tendo a primeira parte
como objetivo verificar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (OE) de
orégano (O. vulgare), tomilho (T. vulgaris), manjericdo (O. basilicum) e manjerona
(O. majorana) em amostras de carne moida e hambuarguer bovino, previamente
irradiada para eliminagdo da microbiota natural da carne, contaminadas
artificialmente com Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis em ensaios
com trés horas de contato e depois utilizando uma concentracdo abaixo da
considerada eficiente nos ensaios anteriores para os tempos de 0, 6, 24 e 48 horas
de contato.

Neste estudo iniciamos também uma fase importante das pesquisas em
alimentos que foi a verificacdo do grau de aceitacdo de hamburguer acrescidos
destes mesmos Oleos através de analise sensorial utilizando a escala hedbnica de
nove pontos. Nos ensaios com 3 horas de contato, o OE de manjerona foi o que
apresentou melhor eficiéncia antimicrobiana enquanto o de manjericao foi 0 menos
eficiente. Verificamos também que nas amostras de hamburguer o NaCl
aparentemente agiu de forma aditiva requerendo menores concentracdes de OE.
Nos ensaios de variacdo temporal o OE de orégano foi capaz de zerar as
contagens em trés dos quatro modelos de variacdo temporal estudados. Em
relacdo a analise sensorial para amostras de hamburgueres analisado crus néo
houve rejeicdo quanto aos aspectos cor e textura. Para as amostras grelhadas,
duas adi¢bes de Oleos se destacaram: manjerona a 0,03% v/g tendo melhor média
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de aceitacdo (7,33) e tomilho a 0,05%v/g a pior média (4,25). Na Figura 9 sao
mostrados resultados obtidos de acordo com a analise sensorial para amostras de
hamburguer preparados com os respectivos 6leos essenciais.

Assim, como conclusdo importante reportamos que as concentragoes
aceitas nos testes sensoriais ndo correspondem as consideradas eficientes nos

testes de sensibilidade antimicrobiana.

Figura 9. Valores médios atribuidos por avaliadores durante os testes de aceitacdo global das
amostras de hamburguer grelhado. Alinha referente ao valor cinco refere-se ao indice ndo gostei e
nem desgostei (Fonte. BARBOSA, 2010).

bY

Outro aspecto importante do estudo de Barbosa (2010) foi a
caracterizagdo quimica dos 0leos utilizados nos ensaios. Assim, verificou-se que 0s
respectivos compostos majoritarios estabelecidos, sdo mencionados na literatura
como tendo uma significativa influéncia sobre a membrana bacteriana alterando
sua permeabilidade e estrutura. Assim, a utilizacdo efetiva dos 6leos essenciais
em alimentos ainda necessita de estudos, visando determinar interagdes com 0s
constituintes dos alimentos, e estabelecer modelos para otimizacdo do efeito
antimicrobiano bem como os niveis tolerados para o0 seu consumo.

Ainda nesta linha de pesquisa sobre 6leos essenciais como aditivo em
alimentos, em orientacdo de doutoramento defendido em julho de 2011 (FENIMAN,
2011), testamos Oleos essenciais sob varios aspectos, porém, utilizando como
modelo alimentar o leite fermentado. De forma geral o estudo teve por objetivos: a)

identificar e registrar as preferéncias do publico consumidor para alimentos
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adicionados de 6leos essenciais; b) avaliar a acdo antimicrobiana do OE de canela
em iogurte, adicionado em concentracdo maxima aceitavel sensorialmente (CMAS)
e associado com EDTA e/ou polietilenoglicol; c) verificar a existéncia de acéo
antimicrobiana dos OEs de canela, cravo e menta ha CMAS contra o Lactobacillus
rhamnosus e cultura starter de iogurte durante a vida de prateleira de leite
fermentado; d) determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e visualizar os
efeitos do OE de canela contra o L. rhamnosus. Os OEs foram obtidos por
destilacdo a vapor no nosso laboratério e caracterizados quimicamente por
cromatografia gasosa e espectrometria de massa.

A primeira parte deste projeto consistiu em pesquisa de mercado para
determinar a melhor associacdo de OEs com o sabor de frutas no iogurte e os
O0leos mais associados ao queijo. A maxima concentracdo aceitavel de OE
(estipulado na pesquisa de mercado) para o iogurte foi determinada na andlise
sensorial pela Escala Hed6nica de zero a nove pontos, com amostras de
concentragbes crescentes de OE, tendo-se como referencial de aceitagdo a
mediana minima igual a 7 pontos, referente ao gostei moderadamente. Nessa
concentracao foi verificada a acdo antimicrobiana do 6leo essencial isoladamente e
associado com EDTA, polietilenoglicol e ambos, além do tratamento controle.
Foram realizadas as contagens de aerdbios mesdfilos totais, psicrotroficos e
bolores e leveduras.

A segunda parte do projeto consistiu na realizacgdo da curva de
sobrevivéncia do L. rhamnosus e cultura starter em leite fermentado, isolados e
associados, sendo realizadas contagens microbianas dos tratamentos controle e
tratados com a CMAS dos 0leos de canela, cravo e menta. Os tempos de analise
em horas foramde O, 1, 2, 3, 4,5, 7,9, 13, 21, 29, 37, 55, 73, 168 (7 dias), 136 (14
dias), 504 (21 dias) e 672 (28 dias) horas apés o inicio de fermentagédo e adigédo
dos 6leos. Determinacdes de acidez titulavel foram realizadas nos tempos 0, 5, 7,
168 (7 dias) e 672 (28 dias) horas. E a terceira e parte do projeto consistiu na
analise de microscopia eletrénica de transmissao para a cultura de L. rhamnosus
tratada por 2 horas com 0,04 e 1,0% de OE de canela, juntamente com a contagem
de células viaveis apdés 2 horas (momento da analise microscépica) e apos 24
horas. O OE de canela apresentou 67,58% de cinamaldeido como componente
majoritario. Foi associado ao sabor banana no iogurte e a CMAS foi de 0,04%.
Entretanto, nessa concentragdo néo foi detectada acé&o antimicrobiana significativa
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nas contagens microbianas totais do iogurte em relacdo ao controle, mesmo
guando o OE foi associado com o EDTA, o polietilenoglicol e ambos. Os OEs de
canela, cravo e menta ndo interferiram na contagem de L. rhamnosus, mas
observou-se reducdo significativa na cultura starter e acidez titulavel nos
tratamentos adicionados com os OEs quando comparados ao controle.

Até o momento, dentre os 4 artigos originados deste trabalho de
doutoramento, destacamos inicialmente Feniman et al. (2012) (disponivel on
line), cujo objetivo foi verificar os efeitos da adicdo de 6leo essencial de canela
sobre a bactéria L. rhamnosus ATCC 9595. A concentracdo de 0,04% desse 0leo
exerceu atividade bacteriostatica durante a incubacdo de 2 horas, apresentando
alteracdes leves na estrutura celular, mas foi considerada bactericida por
possibilitar uma reducao significativa apés 24 horas. Ja a concentracdo de 1,00%
reduziu 3 log apds 2 horas de incubacdo e nao foi detectada contagem de células
vidveis apds 24 horas. As observacdes por microscopia eletrénica de transmisséo
(Figura 7) revelaram que as células tratadas com 1,00% de OE de canela foram
drasticamente danificadas, apresentando rupturas da membrana celular e
extravasamento citoplasmatico. Essas observacdes revelam-se negativas para o
uso de OEs em alimentos probidticos, jA que é indesejavel a acdo bactericida
contra o L. rhamnosus. Assim sendo, a utilizacdo de Oleos essenciais em
alimentos merece sempre uma avaliacao criteriosa, pois como Vvisto no presente
estudo, a interferéncia com a viabilidade de bactérias em alimentos probioticos
representa um grande obstaculo para este uso.

Outro artigo originado da tese de FENIMAN (2011), cujo objetivo foi
verificar o perfil de sensibilidade do L. rhamnosus e cultura starter de iogurte em
leite fermentado com adicdo de OE de canela, cravo e menta seguida de
contagens bacterianas durante o periodo de 28 dias de estocagem, visando tragar
a curva de sobrevivéncia de L. rhamnosus e cultura starter (isolados e associados)
através da adicdo de OEs na concentracdo de 0,04% (v/v). Esta concentracao foi
definida previamente como sendo a maxima aceitavel organolepticamente apos

analise sensorial realizada previamente para amostras de leite fermentado.
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Células de L. rhamnosus (controle) fotografadas por microscopia eletrdnica. (2) aumento de 8400x.
(b) aumento de 11500x. (c) aumento de 31000x.

Células de L. rhamnosus tratadas com 1,00% de OE de canela fotografadas por microscopia
eletrbnica. (a) aumento de 15500x. (b) aumento de 15500x. (c) aumento de 21500x.

Figura 10. Imagens das alteragfes por microscopia eletronica de transmissédo verificada em células
de Lactobacillus. rhamnosus provocada por acao de concentracdes distintas de 6leo essencial de
canela (FENIMAN, 2011; FENIMAN et al., 2012 -disponivel on line)
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Verificamos que o OE de canela apresentou maior atividade
antimicrobiana, principalmente contra a cultura starter, interferindo na producéao de
acido latico. As contagens de células viaveis de L. rhamnosus foram menores em
relacdo aos controles nos tratamentos com os trés OEs, mas nao foram diferentes
estatisticamente, mantendo-se acima da contagem minima de 10° UFC/ml. Nesse
caso, a aplicacdo do OE de canela em iogurte inviabiliza a fermentacdo da cultura
starter, mas nao desfavorece a aplicagdo do L. rhamnosus em leite fermentado
probiotico. Além disso, os OEs de cravo e menta causaram stress subletal para o L.
rhamnosus.

Para finalizar os comentéios feitos, consideramos que nossas pesquisas
sobre o uso dos 0Oleos essenciais como aditivo em alimentos ainda encontra-se em
fase bastante preliminar e que muito ainda deveremos avancar no sentido de
estabelecer de forma segura o uso destes produtos naturais. Isto envolvera
obrigatoriamente realizacdo de estudos aprofundados sobre aceitagcdo destes tipos
de produtos em alimentos bem como estudos toxicolégicos para confirmar a
seguranca inerente ao seu uso. Isto tudo envolve parcerias juntamente com grupos
multidisciplinares, fato este que vai se consolidando em funcéo do tempo.

Assim sendo, consideramos a realizagdo desta linha de pesquisa até o
presente momento uma pequena colaboracdo no sentido de, sem qualquer
pretensdo de eliminar o uso dos aditivos convencionais, oferecer outras
possibilidades tecnologicas ao setor produtivo por entendermos que questbes
relacionadas a seguranca alimentar € bastante complexa e que todas as

alternativas visando incrementar a producao alimentar é sempre bem vinda.
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6. ANEXOS DAS PUBLICACOES SOBRE AGAO ANTIMICROBIANA DE PLANTAS.

A sequéncia de artigos apresentados a seguir representa uma parte das
publicagbes com derivados antimicrobianos de plantas, segundo ordem
cronolégica. Algumas publicagbes mencionadas no texto referem-se a
dissertacdes, teses, monografias de conclusdo de curso ou ainda de iniciacdo
cientifica. Assim, apresento apenas as publicagcbes que considero as mais

relevantes de minha linha de pesquisa.
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Anexo 1

BETONI, J.E.C, MANTOVANI, R.P., BARBOSA, L.N, DI STASI, L.C,
FERNANDES JUNIOR, A. Synergism between plants extract and
antimicrobial drugs used on Staphylococcus aureus diseases.
Memoarias do Instituto Oswaldo Cruz, v.101, n. 4, p. 387-390, 2006 .
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Anexo 2

USHIMARU, P.l.,, DA SILVA M.T., Di STASI, L.C., BARBOSA, L.,
FERNANDES JUNIOR, A. Antibacterial activity of medicinal plant
extracts. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, n.04, p.717-719,

2007.
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Anexo 3

BARBOSA, L.N., RALL, V.L.M., FERNANDES, A.AH., USHIMARU,
P.l., PROBST, I.S., FERNANDES JUNIOR, A. Essential oils against
foodborne pathogens and spoilage bacteria in minced meat.
Foodborne Pathogens and Disease, v. 6, n. 6, p. 725-728, 20009.



152
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



153
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



154
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



155
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



156
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Anexo 4

ZAGO, J.AA. USHIMARU, P.l., BARBOSA, L.N., FERNANDES
JUNIOR, A. Synergism between essential oils and antimicrobial drugs
against Staphylooccus aureus and Escherichia coli strains from human
infections. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.19, n.04., p. 828-
833, 20009.
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Sinergismo entre 6leos essenciais e drogas antimicrobianas sobre
linhagens de Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli isoladas de
casos clinicos humanos

Juliana A, A. Zago,' Priscila I, Ushimaru," Lidiane N. Barbosa,’ Ary Fernandes Junior™

!Dapartamento de Microbiologia & Imumolagia, Institute de Biaciéncias de Bormeam, Universidade Estadual

Panlisra, Distrite Rubide Junfor, 18.610-000 Botucati=-SF, Brasi]

RESUMO: Eswdos com plunas e utilizagio em lerapias combmmmntonas wém sido estunulados,
Verificou-se a8 possivers mteragdes entre dleos essencins de plantas [canela (Cineramenmn
zevlantenm Blume Lanrnceae), capim-cidreirn [Cymbapogon cirrans (DC,) Stapf Poaceae], horteli-
punentn (Mentha piperita L. Lanuaceae), gengibre (Zingiber officinale Roscoe Zngibemcens),
cravo-da-india (Carvophillus aromaticus L. Myrtacene) ¢ aleenm (Rosmarinus officinalis L
Lannaceaz )] combinados a oio drogas antmucrobsanas frente a doze linhagens de Srapinidococcns
anrens ¢ doze de Escherichia coli isoladas de bmmanos, Apds determinagio da Concentragio
Inibitdria Minima (CIM) para os dlecs pelo método da dilnigho foram realizados ensaios para
verificagho de sipergismo entre os Hleos essencins e 08 antimicrobiancs pela metodolog de Kirtby
& Baver 8, owrens fol s suscetivel as intergdes dleos e drogas, teudo o dleo de capun cidreira
apresentado sinergisino com as oito drogas testadas, seguido pelo dleo de horteld com sete drogas.
MNos ensaios comn £, coli, bouve sinergisie apenas. para os dleos de alecrun (trés drogas) ¢ capun-
cilreim (duas drogas), Nio ocomermum casos de antagonismo e os resultados de sinergismo formm
wfluencindos pelos microrganismos estudados,

Unitermos: Drogas antinderobianas, bacténas, dleos essenciais, pluntes medicinns, siergisimo,

ABSTRACT: “Synergism between essential oils and antimicrobial drogs against Staphyloocens
anrews and Eschericfie colf strains from human infections™. The studies with plants and
combinatory thempy have been stunulated, The mternctions between cinnnmon (Cfreanaoimn
zeviamicum Blume Lawraceae), lemon grass [Cyvmbopogon citrams (DC.) Stapf Poaceae], munt
(Mermtha piperita 1. Lamiaceae), gmger (Zingiber officingle Roscoe Zingiberncene), clove
(Carvoplilfivs aromaticns L. Myrtaceae) and rosemnry (Rosmrarines offtcingfis L Laminceae) and
eight antimiercbial dmgs against twelve 5 aurens and twelve E.coli strains isolated from human
apectmens were evalunted. After minimual inhibitory concentration (MIC) values determination of
esseutial oils by dilution agar method, the synergism assavs were perfonmed by Kirby and Baver
method. The 8 aurens was susceptible to oils and drogs interactions, amd the lemon grass oils showed
synergism with all digs tested followed by nunt with seven drugs. £ coli assavs, synergism was
observed only with rosemary (three drugs) and lemen grass (two drugs). No antagonism between
drugs and oils tested was observed and the results were vanable sccording to mncroorgamism used,

Keywords: Antimicrobial drogs, bacterin, essential oils, medicinal plants, synergism,

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais & wma pratica antign ¢
ntualmente é predominante em paises em desenvolvimento,
onde existe wmna dependéncia na denommada medicima
popular como solugdo altemativa parn problemas de
smiide, especinlmente na Asia, Africa e América Latina
(Sartoratto et al., 2004}, A tradigio popular também serve
como base a farmacologia modema, sendo que parte das
drogas sintéticas atuais tem origem, diretn on indireta, nas
plantas medicinms (Silver & Bostian, 1993}

A propriedade antimicroblana € motivo  de

BB

*Eemail: arviibd wneip by Tel ¢ 55-04-3811 6058

inmeros  estudos devido ao aumento da  resisténcin
bacteriana #s drogas antimucrobianas  convencionas,
além do que também sio pecessanios estudos visando
entendimento desta propriedade, mesmo para as plantas
fque ji tvermm seu potencial antimicroano comprovado
(Schelz & Hohmann, 2006). Também ja for verificado
que o uso associado de plantas medicinais, além dos
seus  compostos  denvados, e drogas antimicrobinnas
pode imbar ou imtensificar o efeito terapéutico das drogas
antimicrobianas convencionais, bem como nio interfenr
na resposta esperada (Nascimento et al., 2000},

05 Gleos easenciais sio Tesponsavels por confenn
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Sinergismo entre dleos essenciais ¢ drogns antimicrobl sobre

s de Staphdococcus anrews ¢ Eschericlia coli

aroma ¢ sabor caracteristico as plantas ¢ sio relacionados A
atragdio de polinizadores, protegio contra msetos e diversas
fungdes necessarias a sobrevivencia da planta (Luna et al,,
2003; Santos et al., 2004), eles apresentam composigio
complexa, sendo os terpenos considerndos a classe de
substaneias mais encontrnda pas plantas (Santos et al,
2004), A composigio quimica do oleo pode apresentar
vanagdo devida a fatores ambientais ¢ de manejo das
plantas bem como da forma de extragio e anmazenamento,
mterfenndo na atvidade antimicrobiana (Nascimento et
al,, 2007).

A escolha da planta para utihzagio do sen dleo
essencial & feita tendo como criténio o sen uso ferapéutico
¢ emobotanico, presenga de determunadas  substincias
ativas on de acordo com sun dispomibilidade (Maciel et
al.. 2002). Oleo essencial de alecrim apresenta terpenos,
especialmente a-pinemo ¢ canfemo (Angrom et al., 2004),
sendo a agho antumicrobiana venficada frente a linhagens
bacterianas e também sobre linhagens de leveduras (Schels
& Hohmann, 2006). Mentol, mentons, mentofurano,
terpieno, limoneno, cineol, felandreno ¢ a-pinemo sio as
principais substancias do 6leo essencial da horela pumenta,
O dleo essencial de capim-cidremwa [ Overbopogum citratus
{DC.) Stapf] é composto de mirceno, neral, geranial ¢
outras substancias e ¢ uhlizado na medicina popular parm
o tratamento de resfnados, disentenia, dores de cabega,
trangitilizante e antiespasmodico (Pereira et al, 2004),
sendo frequentes os relotos sobre sua agio antimicrobiana
{Nguefack et al, 2004). O uso do gengibre (Zingiber
afficinale Roscoe) ¢ bem conhecide na culména como
tempero ¢ hid muno fempo os chineses ja o utilizavam na
medicina. Geralmenteutilizado no tratmmento de disenteria,
malaria, renmatismo e resfriados, seu 6leo é compostio por
mima diversidade de terpenos (Sabulal et al.. 2006). O dleo
essencial de caneln (Cinramomum zevianicim Blume) &
utilizado como favorizante, sromatizante ¢ conservante
natural de alimentos e estudos mostraram a capacidade de
inibir fungos (Lima et al., 2006) e bactérias (Matan et al.,
2006). Foramadentificados 23 constituintes no dleoessencial
abtido de folhas de canela, sendo o eugenol a substancia
que apresenton maior percentual (60%). A parir de galhos
foram identificados 36 substincias com predominineia
de monoterpenos o ¢ f-pineno, a-felandreno, p-cimeno,
limoneno, linalol, sequiterpenos a-copaeno, [i-cariofileno,
oxide de canofileno ¢ os ahlbenzenos s-cinamaldeido
¢ aceto de g-cinanula (Lima et al., 2005). O cravo-da-
india (Caryoaphillus aromaricus), pertencente i familia
Myrinceae, e sen oleo essencial esti presente na planta em
grande quantidade, entre 15 e 25%, tendo como principal
constiunte o eugenol (Silva, 2006), sendo esta substancia
de reconhecida atvidade antibacteriana e antifimgica, e
tnmbém o mais ative quando testado frente a linhagens de
E coli (Bunt & Reinders, 2003; Rhayour et al., 2003).

Assun, este trabalho buscon esindar as possivers
imteragoes entre determunados oleos essencias extraidos
de plantas consideradas  medicinais, como a cancla

{Cinnamamun zevlamicum), o capim-cidreira (Cymbapogon
citrams), a horteld (Mentha piperita), o gengibre (Zingiber
afficinalle), o cravo-da-india (Carvophillus aromarticus) e o
alectim (Rosmarints Officinalis), com determinadas drogas
antimnicrobinnas; frente ds hinhagens de Sraphviococens
auretts ¢ Escherielia colf isoladas de casos clinicos
humanos através de adaptagio da metodologia de Kirby &
Bauer,

MATERIAL E METODOS
Plantas medicinais ¢ dleos essenciais

As amostras de cravo-da-india e gengilre foram
obtidas no comercio local da cidade de Botucatu-SP e a
amostra de capim-cidreira no canteiro de plantas medicinais
localizado na  Faculdade de Ciéncias Agrondimicas,
UNESP, Botucatu, sendo a exsicata depositada no Herbdano
do Departamento de Botamca do Instituto de Biociéncins,
UNESP, Botucatu sob numere BOTU 25663, Os oleos
fornm obtidos pela metodologia do amaste com vapor de
agua no laboratorio do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Institnto de Biociéncias, UNESP, campus
de Botucatu, Os oleos das demas plantas foram obfidos
em empresa especializada na comercializagio de produtos
desta natureza (Bioesséncia Produtos Naturais Lida, Barma
Bonita-5SP).

Interagies entre  dleos  essenciais e drogas
antimicrobianas
Foram testadas  linhagens  bacterianas  de

Sraphyvlococcons awrens (n = 12) e Escherichia coli (n =
12) isoladas a partir de materiais bioldgicos de pacientes
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Campus de
Botcan. Previamente as linhagens foram semeadas em
meio de Agar Sangue ¢ MacConkey para verificagio de
viabilidade ¢ pureza das linhagens de S awrens e £ coli,
respechivamente.

Os valores de Concemragao Imbitdna Minma
(CIM) utilizados na realhzacio dos ensalos sobre
interagdes de drogas foram obiidos previamente utilizando
a metodologia da diluigio dos dleos essencinis em meio de
Miseller Hinton Agar (MHA) e postenor caleulo da CIM
Q0P (NCCLS, 2003; Betom et al,, 2006). Estes valores sio
apresentados na Tabela 1 juntamente com os valores de '
CIM 90, que foram utilizados nos ensaios para verificagio
de possivels interagdes entre os dleos essenciais e as drogas
anfibactenanas. A metodologia adotada foi a dos discos,
preconizadas por Kirby & Baver (CLSI, 2005) e adaptada
por Betoni et al. (2006).

Fornm realizades dois tipos de antibiogramas:
i controle ¢ wn trmtumento. Nos tratnmentos, os oleos
essenciais das plantas foram diluidos (% vv) em meio de
Mueller Hinton Agar (MHA) obtendo-se concentragdes

Fev, Hras. Farmacogn,
Bz ). Fhanmacops.
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correspondentes a proporgio de Ve da CIM 920%, de acordo
com valores obtidos previamente para cada um dos dleos
essenciais em estudo (Tabela 1). Para possibilitar a diluigio
dos dleos essencinis no meio de cultura, for utilizado
Tween 50 na proporgio de 0.2% v/v (Nascimento et al.,
2007}, Apés incubagio (37 °C/24 h), os halos de inibigio
foram anotados (milimetros) e na analise estatistica foram
comparados os valores obtidos nos ensaios coniroles
e tritmmentos. Os experimentos formn realizados em
duplicatas ¢ utilizados para andlise estotistica a média dos
valores observados. As drogas antimicrobianas testadas
foram: cloranfenical (30 pg). gentamicing (10 pg),
cefepima (10 pg), tetraciclina (30 pg). sulfazotrim (25 pg),

Tabela 1. Valores de CIM 900 & ¥ CTM 90 expressos em % v/'v para 5 anrews e E. coli,

cefaloting (30 pg). ciprofloxacina (5 pg) ¢ nfampicing (3
pgl.

Amilise estatistica

Para os resultados obtidos através do método
de Kby & Bauer pam cada bactéria, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para a venficagio de possivels
mteragdes entre o oleo essencial (Iratmmento) ¢ as drogas
antibacterianas. Quando a diferencs entre a mediana do
controle e a do tratamento, para cada droga, era significativa
{p = 0,05), concluia-se a ocorréncia de interngio.

Bacténas Canela % viv A_.Incrim %o v’y Horteli ®oviv  Cravo %aviv (J'l!‘llp.i_.bﬂ! foviy  Capim cidreira %o v/iv
& anrons
CIMA s 0.047 0.550 0,230 0,095 0,090 0,100
Ya CIMS(P0 0011 0,140 0,070 0,024 0,022 0,025
 Ecoli
CIMSe 0,00 5,000 1,240 0,083 0,520 0,550
Y CIMO0* 0,022 1.250 0,310 0,021 0,130 0,140

RESULTADOS E DISCUSSAD

Mas Tabelas 2 ¢ 3 sio apresentados os valores
das medianas encontrados para cada tmlamento de acordo
com a5 drogas antimicrobianas, comparando-0s com oS
wvalones obtidos no antibiograma controle. Atraveés desses
resultados, aplicando-se a analise estatistica pelo teste de
Mamn-Whitney, pode-se observar a interferéncia dos dleos
essencinis sobre o poder antibactenano das drogas testadas
(Tabela 4). As linhagens de S. aurens mostrarani-se mais
suscetivels @ interferéncia dos dleos sobre as drogas
antimicrobianas testadas, tendo verificado 26 eventos
(54%) de interagoes do tpo sinergismo, parm um fotal de
48 combimngdes possivels (oito drogas x seis dleos). Em

estudo realizado por Oliveira et al, (2006), as bactérias
Gram-positivas (5. aurens e 5. epidermis) se mostraram
mals sensivels as mleragdes entre drogas antibacterianas
¢ oleos essenciais selecionados para o estudo. Uma
explicagio € que as bactérins Gram positivas sfio mais
sensivels & agio de agentes antimicrobianos devido a
presenga de uma parede bacteriana que normalmente nio
restringe a penetragio de moléculas toxicas, enquanto as
Grom negativas possuem win sistemma de bamreira constituido
pela membrana externa da parede bacteniana formada por
fosfolipidios, lipopolissacarideos e proteinas (porinas)
que conferem considerivel impenneabilidade aos agentes
antibacterianos, resultando em maior resisténcia dessas
bactérnas aos antbioticos (Lambert, 2002},

Tabela 2. Valores das medianas encontrados pelo método de Kirby & Baner para o controle (C) ¢ parm os tratamentos (1) com dleos
essencials frente ds drogas mtibactermnas para 12 linhagens de 8§ anrews.

Canela Adecrim Hortela Cravo Crengibre Capim
Drogas L T C T C T L8 T C T L T
CLO 23.0 240 230 240 130 26,5 23.0 25,0 130 24,5 230 26,0
CFL 30.0 Lo 30,0 30,5 30,0 330 30,0 320 30,0 330 R 39,0
CPM 24,5 25,5 24,5 250 24,5 255 24,5 24,5 24,5 26,0 4.5 300
GEN 3.0 25,0 230 15,5 23,0 255 23.0 7.0 3.0 2,0 130 30
TET 240 250 240 60 240 270 40 270 40 265 M0 290
suUT 28,0 29,0 8.0 0.5 28,0 30,0 280 29,0 280 290 8.0 30,5
RIF 255 270 255 270 255 280 155 280 0 255 270 255 LS
CIP 28,0 20,5 28.0 29.0 28,0 3n 18,0 3ns 280 ns 28,0 350

CLOx cloranfentcol, CFL: cefalotina, CPM: cefepime, GEN: gentamicina, TET. tetracicling, SUT: sulfazotrim, RIF: nfampicia, CIP:
ciprofloxacinn. Valores em negnito quando diferenca significativa (p <0,05)
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Tabela 3. Valores das medianas encontrados pelo método de Kirby& Baver pam o controle (C) ¢ pam os tratmmentos (1) com dleos
essencinis frente ds diogas antibactenianas parm 12 linlagens de £ coli.

Carelin Alecrim Horteld Cravo Gengibre Capim
vogas T C T C T C T C T C T
CLO 210 240 210 28.5 21,0 25 2.0 230 21,0 250 210 25,0
CFL 16,0 16,0 16,0 15,5 16.0 16,5 16,0 15.5 16,0 16,5 16,0 19,0
CPM 3.3 30,5 31.5 33,3 3.5 32,0 s 30,0 31,5 330 31,5 350
GEN 21.5 215 21,5 1.0 215 215 21,5 215 L5 210 21.5 21.5
TET 14;5 15,5 14.5 23.5 14.5 19.0 14,5 19.0 14,5 14,5 14.5 18,0
SUT 26,0 26.5 26.0 29.0 26,0 28,5 26,0 28.5 26,0 26,5 26,0 280
RIF 125 14,5 125 14,5 12,5 13,0 12,5 13,0 125 9.0 12,5 9.5
CcIp 35 s 315 34,5 315 335 315 33.5 3.5 33.5 31.5 3.5

CLO: Cloranfemcol, CFL: Cefalotinn, CPM: Cefepune, GEN: Gentumcinn, TET: Tetraciching, SUT: Sulfazotmun, RIF: Rifampicma,
CIP: Ciprofloxascinn. Valores em negnito com diferenga sipnificativa p < 0,05

Tabela 4. Taxa de smergismo entre drogas antimicrobianas e Sleos essencias unto a 13 linhagens 5 aurens e Ecoli pelo método de

Kirby & Bauer,
fcancy Alerrtt Hoc Crva Dengibes Caitn e
Sowms Ecoh Sowms Ecoll Sowws Ecod Sawms Ecol Sawms Ecoh Sowsa Ecoh S mwma E el
CLOD - - - X x - - - x - X - 3 1
CFL - - - - X - - - X - X X 3 1
CPM - - - X - - - - - - x X 1 |
GEN - - X - X - X - X - X - 5 L]
TET - X X X - . . X - X - 4 1
SUT - - X - X - - - - = b4 + i o
RIF - - - - X - X - - - X - i o
CIP - - - - X - X - X - X - + L]
Total L1} o 3 3 T 1]} 3 o 5 L1} E 2
(X Swergrane quando p < 0,05; () Indiferente. CLO: Clorantenicol, OFL: Cefalotina, CPM: Cefiepi GEN: G jcmn, TET: Tetracichina,

SUT: Sulfaromm. RIF: Rifampicinn, CIF: Ciprofloxacina

O dleo essencial de capim cidreira apresenfou
sinergismo com as oito drogas testadas nos ensaios com
5 anrens. segnido pela horteld que apresenton sinergismo
com sete drogas e pelo gengibre com cinco drogas. O
oleo essencial de canela nio apresentou qualquer tipo
de interagio. A gentamicing apresentou Sinergismo com
o maior nimero de oleos testados, sendo cinco dos seis
testados enquanto a cefepime apresenton apenas wm ¢aso
de sinergismo com o dleo de capim cidreim,

MNos ensaios para £, colf ocomeram apenas cinco
interagies com sinergismo entre os oleos essencinis e as
drogns testadas, o que corresponden a apenas 10,4% do rotal
possivel de intemmgoes, sendo os dleos de alecnim e capun-
cidreira os que mterferiram na aghio antimicrobiana das
drogas selecionadas sendo trés e dois casos de sinergismao
respectivamente. Quanto  as  drogas  antimicrobinnas,
¢ CONTAro Ao que OCOMMen NOs eNsalos com 5. oo,
a cefepime apresenton o maior numero de sinergismo
verificado com dois dos oleos testados. Também ndo
fornm observados casos de antagomsmo ¢ confirmon-se
a tendéncia de maor resisténcia aos antimicrobianos das

linbagens Gram-pegativas (Denyer & Maullard, 2002:
Lambert, 2002}

Pelos resultados apresentados na Tabela
observa-se uma tendéncia de inferagio positiva entre
determinadas drogas e Oleos essenciais. Para a 5 aurens,
as drogas gentamicing, cefalotina ¢ cefepime tveram seu
perfil de sensibilidade melhorado quando expostas aos
tratamentos com oleo essencial de capim cidreira ¢ de
horteld. Seguidos pelos dleos de crave da India ¢ gengibre
que interferiram na gentamicing. Em relagho a £, eoli, o
clomnfenicol apresentou um ammento considerdvel no
nimero de linhagens sensiveis quando este foi testado
junto com o Oleo essencial de capim cidreira e horteld.
Esse aumento tmmbém foi verificado nos oleos de alecrim
¢ horteli para a tetracicling.

Assim, o estudo indica possibilidade do nso
de produtos naturms combinados aos antimicrolianos
trachicionmis, no  mtwto  de  aumentar o potencial
antimicrobiano das drogas. Vale destacar também que
mesmo os dleos que apresentaram um efeito antimicrobiano
nio o eficiente como, por exemplo, os dleos essencinis de

>
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capim cidreira, alecrim ¢ horteld, quando foram avaliados
nos ensaios para determinagio de sinergismo, estes foram
parn 5. mureus os que apresentaram mmor indice de
sinergismo como, por exemplo, no caso do capim-cidreira
fque mostron sinergismo com 100% das drogas testadas,
Este mesmo fendmeno foi relatado com extrato de capim
cidreirn, que mesmo apresentando agio antimicrobiana
fraca, foi o que apresentou maior indice de sinergismo
com drogas antimicrolianas nos ensaios in viree (Betom et
al_. 2006).

Outro aspecto  mmporiante do estmdo foi que
a espécie do nucrorgamsmo avalindo interfere com os
resultados, verificado pela baixa frequéncia de sinergismo
dos dleos e drogas nos ensaios com as linhagens de E. colf.
Isto reforga o fato que mais estudos in virre 540 necessanios
visando estabelecer o perfil de smergismo frente outras
espécies bacterianas, pois se assim nio for feito ¢ possivel
n ocomréncia de falhas quando for utilizada terapia
combnatona no tratunento de doengas infecciosas. Rios
& Recio (2005) acrescentaram que os estudos de plantas
medicinais como agentes aptimicrobianos devem ser
focados para a obtengio do maior munero de imformagdes
especificas possivels, como, por exemplo, o5 mecanismos
de agdes que possibilitam a sua agdo antimicrobiana,
bem como a toxicidade parn eélulas animais on humanas,
o5 efeilos in vive, as possivels mileragdes positivas ou
negativas com os antibidticos tradicionals, entre outras
propriedades, além de padronizagho na  metodologia
visando possibilitar @ reprodutibilidade nos  ensaios
bioldgicos. Também ¢ Mndamental que a composigio do
aleo essencial seja precismmente conhecida, pois, como
relatado em diversos estudos, sua composicio pode variar
de acordo com diversos fitores, como o clima, solo, época ¢
forma de plantio, adubagao, condigoes nmbientms, técmcn
de extragio, além de vanagoes gendéticas intra-especificas
da espécie vegetnl, entre outros fatores que podem alterar
o teor do principio ativo presente no oleo (Mascimento et
al., 2007).

Assim, & possivel concluir que o 8 arrens €
mais suscefivel s interagdes quando comparado com a E,
coli e que o oleo essencial do capim-cidreira apresentou
SIMETEIsmo com o maoior mimero de drogas testadas. As
drogas que mostraram maior indice de smergismo com
0% varos dleos testados fornm gentamicing, tetracicling e
ciprofloxacing, nos ensmos com 8. aureny ¢ cefepime nos
ensmos com £ coli.
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Anexo 5

SILVA N.C.C, FERNANDES JUNIOR A. Biological properties of
medicinal plants: a review of their antimicrobial activity. Journal of
Venomous Animals and Toxins including Tropical Disease. v. 16,
n. 03, p. 402-413, 2010.
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Anexo 6

SILVA, N.C.C.; BARBOSA, L.N.; SEITO, L.N.; FERNANDES JUNIOR,
A. Antimicrobial activity and phytochemical analysis of crude extracts
and essential oils from medicinal plants. Natural Product Research, v.

XX, p.xxx, 2012 (Disponivel on line).



177
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



178
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



179
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



180
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais



181
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Anexo 7

FENIMAN, C.M.; RALL, V.L.M.; DOYAMA, J.T.; FERNANDES JUNIOR
A. Cell enumeration and visualization by transmission electron
microscopy of Lactobacillus rhamnosus treated with cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum B.) essential oil. Natural Product Research,

V. XX, N. XX, p. Xx-xx, 2012 (Disponivel on line).
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PESPECTIVAS FUTURAS

Conforme relatado por VIEGAS JUNIOR & BOLZANI (2006), o
conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos, e também os
indigenas, € considerado um fator fundamental para descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. Assim, a convivéncia, e
aprendizado, com os diferentes grupos étnicos foram importantes para o
desenvolvimento da pesquisa com produtos naturais e conhecimento das relagdes
intimas entre estrutura quimica do e suas propriedades biologicas e inter-relacdes
animais/insetos/planta.

A literatura sobre propriedades biolégicas dos produtos naturais,
especialmente os derivados de plantas, € bastante ampla conforme foi possivel
notar, mas sabemos também que este tipo de pesquisa tem muito ainda que
avancar e descobertas ainda ocorrerdo em funcao do desenvolvimento tecnolégico
gue certamente permitird o melhor entendimento sobre a quimica dos compostos
naturais e mecanismos envolvidos com as respectivas propriedades bioldgicas.
Além disto, o planejamento de estudos farmacologicos com plantas na forma de
chas e extratos exige investigacbes minuciosas em face dos inumeros fatores que
dificultam a comprovacdo em modelos animais e humanos ja os produtos naturais
normalmente sdo misturas complexas de principios ativos, e outros secundarios,
que variaram quanto sua composicdo e podem apresentar interagdes tanto
sinérgicas como antagonicas.

Quantos aos estudos futuros tenho a humildade e consciéncia que nesta
linha de pesquisa, embora traga no seu bojo quase que uma visao romantica sobre
ciéncia e a vontade imensuravel de encontrar na natureza um composto com o
potencial de revolucionar a terapéutica das doencas infecciosas, existe um
caminho longo ainda por seguir, especialmente quanto ao meu aprimoramento
como pesquisador e por ter também a consciéncia que nao basta verificar apenas a
acao antimicrobiana in vitro quando se pretende chegar a um produto com
possibilidade de uso irrestrito pela populacdo. Acredito também serem
fundamentais as parcerias para realizacdo dos ensaios in vivo e em culturas de

células.
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Neste sentido, e pelo fato de pertencer a uma instituicdo tdo dinamica e
competente como o Instituto de Biociéncias de Botucatu que apresenta no seu
guadro pesquisadores de competéncia inquestionavel, acredito que estas parcerias
serdo fundamentais para que eu possa obter um avanco significativo em minhas
pesquisas. A titulo de exemplo, atualmente oriento um projeto de doutorado na
area de Oleos essenciais, cujas parcerias sdo fundamentais, pois envolve
experimentacdo em animais, na area de Bioquimica e em culturas de células, na
area de Imunologia. Também tem se revelado indispensavel as parcerias com
colegas da area de Farmacologia e Quimica, que por realizarem as caracterizacdes
guimicas dos derivados vegetais, tem facilitado as publicacbes das nossas
pesquisas em periédicos da area.

Para finalizar, e mais importante que definir no momento os projetos ainda
por serem realizados em nosso Laboratério, acredito que com a consolidacdo de
parcerias poderemos aprofundar as pesquisas para o desvendamento dos
mistérios da natureza e dos seus compostos com potencial de beneficios a

humanidade.



189
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DOS ESTUDOS COM PLANTAS

ALMEIDA, R.B.A.; CARRETTO, C. F.P.; SANTANA, R.S.; FURLAN, M.R,;
JUNQUEIRA, J.C.; JORGE, A.O.C. Atividade antimicrobiana de Cymbopogon
citratus (DC.) stapf sobre Candida spp. Revista de Odontologia da UNESP,
v.37, p. 147-153, 2008

AL-REZA, S.M.; RAHMAN, A.; JONGHWI LEE, J.; KANG, S.C. Potential roles of
essential oil and organic extracts of Zizyphus jujuba in inhibiting food-borne
pathogens. Food Chemistry, 119, n. 3, p. 981-986, 2010.

ANGIONI, A.; BARRA, A.; CORONEO, V.; DESSI, S.; CABRAS, P. Chemical
composition, seasonal variability, and antifungal activity of Lavandula stoechas
L. ssp. stoechas essential oils from stem; leaves and flowers. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 54, p. 4364-4370, 2006.

ARQUES, J. L.; RODRIGUEZ, E.; NUNEZ, M.; MEDINA, M. Inactivation of
gramnegative pathogens in refrigerated milk by reuterin in combination with
nisinor the lactoperoxidase system. European Food Research and
Technology, v. 227, p. 77-82, 2008.

BAGAMBOULA, C.F.; UYTENDAELE, M.; DEBEVERE, J. Inhibitory effect of thyme
and basil essential oils, carvacrol, thymol, estragol, linalool and p-cymene
towards Shigella sonnei and S. flexneri. Food Microbiology, v. 21, p. 33-42,
2004.

BAHORUN, T.; LUXIMON-RAMMA, A.; GUNNESS, T.K.; SOOKAR, D;
BHOYROO, S.; JUGESSUR, R.; REEBYE, D.; GOOGOOLYE K.; CROZIER,
A.; ARUOMA, O.I. Black tea reduces uric acid and C-reactive protein levels in
humans susceptible to cardiovascular diseases. Toxicology, v. 278, p. 68-74,
2010.



190
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; ZHIRI, A.; IDAOMAR, M.
Cytotoxicity and gene induction by some essential oils in the yeast

Saccharomyces cerevisiae. Mutation Research, v. 585, p.1-13, 2005.

BAPELA, N.B.; LALL, N.; FOURIE, P.B.; FRANZBLAU, S.G.; VAN RENSBURG,
C.R. Activity of 7-methyljuglone in combination with antituberculous drugs

against Mycobacterium tuberculosis. Phytomedicine, v. 13, p. 630-35, 2006

BARBOSA, L. N.; RALL, V. L. M.; FERNANDES, A. A. H.; USHIMARU, P. |;
PROBST, I. S.; FERNANDES JUNIOR, A. Essential oils against foodborne
pathogens and spoilage bacteria in minced meat. Foodborne Pathogens and
Disease, v. 6, p.725-728, 2009.

BARBOSA, L.N. Propriedade antimicrobiana de Oleos essenciais de plantas
condimentares com potencial de uso como conservante em carne e
hamburguer bovino e testes de aceitacdo. 2010. 107 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Geral e Aplicada)- Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2010.

BASTOS, D.H.M.; ISHIMOTO, E.Y.; MARQUES, M.O.M.; FERRI, A.F.; TORRES,
E.A.F.S. Essential oil and antioxidant activity of green mate and mate tea (llex
paraguariensis) infusions. Journal of Food Composition and Analysis, v. 19, p.
538-543, 2006.

BENDAHOU, M.; MUSELLI, A.; GRIGNON-DUBOIS, M.; BENYOUCEF, M.
DESJOBERT, J.M.; BERNARDINI, A.F.; COSTA, J. Antimicrobial activity and
chemical composition of Origanum glandulosum Desf. essential oil and extract
obtained by microwave extraction: Comparison with hydrodistillation. Food
Chemistry, v. 106, p. 132-139, 2008.

BENKEBLIA, N. Antimicrobial activity of essential oil extracts of various onions
(Allium cepa) and garlic (Allium sativum). Lebensmittel-Wissenschaft und-
Technologie, v. 37, p. 263-268, 2004.



191
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

BETONI, J.E.C.; MANTOVANI, R.P.; BARBOSA, L.N.; DI STASI, L.C;
FERNANDES JUNIOR, A. Synergism between plant extract and antimicrobial
drugs used on Staphylococcus aureus diseases. Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, v. 101, p. 387-390, 2006.

BRUNI, R.; MEDICI, A.; ANDREOTTI, E.; FANTIN, C.; MUZZOLI, M.; DEHESA, M.;
ROMAGNOLI, C.; SACCHETTI, G. Chemical composition and biological
activities of Ishpingo essential oil, a traditional Ecuadorian spice from Ocotea
quixos (Lam.) Kosterm. (Lauraceae) flower calices. Food Chemistry, v. 85, p.
415-421, 2004.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods - a review. International Journal of Food Microbiology, v. 94, p. 223-253,
2004.

BURT, S. A.; DER ZEE, R. V.; KOETS, A. P.; DE GRAAFF, A. M.; VAN KNAPEN,
F.; GAASTRA, W.; et al. Carvacrol induces heat shock protein 60 and inhibits
synthesis of flagellin in Escherichia coli O157:H7. Applied and Environmental
Microbiology, v.73, p. 4484—-4490, 2007.

BUSATTA, C.; MOSSI, A. J.; RODRIGUES, A. R. M.; CANSIAN, R. L.; OLIVEIRA,
J. V. Evaluation of Origanum vulgare essential oil as antimicrobial agent in

sausage. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, p. 610-616, 2007.

BUSATTA, C.; VIDAL, R. S.; POPIOLSKI, A. S.; MOSSI, A. J.; DARIVA, C,
RODRIGUES, M. R. A.; CORAZZA, F. C.; CORAZZA, M. L.; OLIVEIRA, J. V;
CANSIAN, R. L. Application of Origanum majorana L. essential oil as an

antimicrobial agent in sausage. Food Microbiology, v. 25, p. 207-211, 2008.

CALIXTO, J.B. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines
for herbal medicines (phytotherapeutic agents). Brazilian Journal of Biological
Research, v.33, p. 179-189, 2000.



192
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

CARVALHO, A.C.B.; NUNES, D.S.G.; BARATELLI, T.G.; SHUQAIR, N.S.M.S.A.
Q.; NETTO, E.M. Aspectos da legislacdo no controle dos medicamentos
fitoterapicos. T&C Amazénia, v.5, p.26-32, 2007.

CELIKTAS, O.Y.; KOCABAS, E.E.H.; BEDIR, E.; SUKAN, F.V.; OZEK, T,
BASER' K.H.C. Antimicrobial activities of methanol extracts and essential oils
of Rosmarinus officinalis, depending on location and seasonal variations. Food
Chemistry, v.100, p.553-559, 2007.

CHENG, S-S.; LIU, J-Y.; CHANG, E-H.; CHANG, S-T. Antifungal activity of
cinnamaldehyde and eugenol congeners against wood-rot fungi. Bioresource
Technology, v. 99, p. 5145-5149, 2008.

COS, P., VLIETINCK, A.J.; Dirk VAN DEN BERGHE, D.; MAES, L. Anti-infective
potential of natural products: How to develop a stronger in vitro ‘proof-of-

concept’. Journal of Ethnopharmacology, v.19, p.290-302, 2006.

CRAGG, C.M.; NEWMAN, D.J. Discovery and development of antineoplasic agents

from natural sources. Cancer Investigation, v.17, p.153-163, 1999.

CUTTER, C. N. Antimicrobial effect of herb extracts against Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, and Salmonella typhimurium associated
with beef. Journal of Food Protection, v. 65, p. 601-607, 2000.

DAVIDSON, P.M. Food antimicrobial: back to nature. Acta Hort. (ISHS) 709, p. 29-
34, 2006. http://www.actahort.org/books/709/709 _3.htm.

DUARTE, M.C.T. Atividade Antimicrobiana de Plantas Medicinais e Aromaticas

Utilizadas no Brasil. Revista Multiciéncia, Campinas, 7, 2006.

DUDAREVA, N., FLORENCE NEGRE, F., NAGEGOWDA, D.A., ORLOVA, I. Plant
volatiles: Recent advances and future perspectives. Critical Reviews in Plant
Sciences, v. 25, p. 417-440, 2006.



193
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

EL-MASSRY, K. F.; EL-GHORAB, A.H.;, SHAABAN, H.A.; SHIBAMOTO, T.
Chemical compositions and antioxidant/antimicrobial activities of various
samples prepared from Schinus terebinthifolius leaves cultivated in Egypt.
Journal of Agricultural Food Chemistry, v. 57, p. 5265-5270, 2009.

FENIMAN, C.M. Potencializacdo de 06leos essenciais como antimicrobianos
aplicados em produtos lacteos fermentados. 2011. 97 f. Tese (Doutorado em
Biologia Geral e Aplicada) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2011.

FENIMAN, C.M.; RALL, V.L.M.; DOYAMA, J.T.; FERNANDES JUNIOR A. Cell
enumeration and visualization by transmission electron microscopy of
Lactobacillus rhamnosus treated with cinnamon (Cinnamomum zeylanicum B.)
essential oil. Natural Product Research, v. xx, n. xx, p. Xx-xx, 2012
(Disponivel on line).

FERNANDES JUNIOR, A.; BALESTRIN, E.C.; BETONI, J.E.C.; ORSI, R.O;
CUNHA, M.L.R.S.; MONTELLI, A.C. Propolis: anti-Staphylococcus aureus
activity and synergism with antimicrobial drugs. Memoarias do Instituto Oswaldo
Cruz., v. 100, p. 563-566, 2005.

FONSECA, P.; LIBRANDI, A.P.L. Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas e
fitoquimicas de diferentes tinturas de barbatimdo (Stryphnodendron
barbatiman). Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 44, p. 271-277,
2008

FISHER, K.; PHILLIPS, C. Potential antimicrobial uses of essential oils in food: is
citrus the answer?. Trends in Food Science & Technology, v. 19, p.156-164,
2008.

FOGLIO, M.A.; QUEIROGA. C.L.; SOUSA, I.M.O.; RODRIGUES, R.A.F. Plantas
Medicinais como Fonte de Recursos Terapéuticos: Um Modelo

Multidisciplinar. Revista Multiciéncia, 7, 2006.



194
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

GOBBO-NETTO, L.; LOPES, N.P. Medicinal plants: factors of influence on the

content of secondary metabolites. Quimica Nova, v. 30, p.374-381, 2007.

GONI, P.; LOPEZ, P.; SANCHEZ, C.; GOMEZ-LUS, R.; BECERRIL, R.; NERIN, C.
Antimicrobial activity in the vapour phase of a combination of cinnamon and
clove essential oils. Food Chemistry, v.116, p. 982-989, 2009.

GONZALEZ, L.S., VARGAS,M., MARTINEZ, C.G., CHIRALT, A., CHAFER, M. Use
of essential oils in bioactive edible coatings, Food Engineering Reviews,. v.3,
p. 1-16, 2011.

GOVARIS, A.; SOLOMAKOS, N.; PEXARA, A.; CHATZOPOULOU, P.S. The
antimicrobial effect of oregano essential oil, nisin and their combination
against Salmonella Enteritidis in minced sheep meat during refrigerated

storage. International Journal of Food Microbiology, v. 137, p.175-180, 2010.

GUTIERREZ, J.; BOURKE, P.; LONCHAMP, J.; BARRY-RYAN, C. Impact of plant
essential oils on microbiological, organoleptic and quality markers of minimally
processed vegetables. Innovative Food Science and Emerging Technologies,
v.10, p.195-202, 2009.

HAMBURGER, M.; MARSTON, A.; HOSTETMANN, K. Search for new drugs of
plant origin. Advances in Drug Research, v.20, p.167-169, 1991.

HAO, Y.Y.; BRACKET, R.E.; DOYLE, M.P. Inhibition of Listeria monocytogenes and
Aeromonas hydrophila by plant extracts in refrigerated cooked beef. Journal of
Food Protection, v.61, p.307-312, 1998.

HEMAISWARYA, S.; KRUTHIVENTI, A.K.; DOBLE, M. Synergism between natural
products and antibiotics against infectious diseases. Phytomedicine,v.15, p.
639-652, 2008.

KALEMBA, K.; KUNICKA, A. Antibacterial and antifungal properties of essential oils.
Current Medicinal Chemistry, v.10, p. 813-829, 2003.



195
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

KUMAR, A.S.; VENKATESHWARAN, K.; VANITH, J.; SARAVANAN, V.S
GANESH, M.; VASUDEVAN, M.; SIVAKUMAR, T. Synergistic activity of
methanolic extract of Thespesia populnea (Malvaceae) flowers with

oxytetracycline. Bangladesh Journal of Pharmacology, v.4, p.13-6, 2009.

LANCIOTTI, R.; GIANOTTI, A.; PATRIGNANI, F.; BELLETTI, N.; GUERZONI, M.
E.; GARDINI, F. Use of natural aroma compounds to improve shelf-live and
safety of minimally processed fruits. Food Science & Technology, v. 15, p.
201-208, 2004.

MACHADO, B.F.M.T. Oleos essenciais: Verificacdo da a¢do antimicrobiana in vitro,
na agua e sobre a microbiota da pele humana. 2011. 112 f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Geral e Aplicada)- Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2011.

MACHADO, B.F.M.T., FERNANDES JUNIOR, A. Oleos essenciais: Aspectos
gerais e usos em terapias naturais. Cadernos Académicos (UNISUL), v. 03, p.
105-127, 2011.

MAIER, T.; SCHIEBER, A.; KAMMERER, D.R.; CARLE, R. Residues of grape (Vitis
vinifera L.) seed oil production as a valuable source of phenolic antioxidants.
Food Chemistry, v.112, p.551-559, 2009.

MAJHENIC, L.; SKERGET, M.; KNEZ, Z. Antioxidant and antimicrobial activity of
guarana seed extracts. Food Chemistry, v.104, p.1258-1268, 2007.

MARINO, M., BERSANI, C. and COMI, G. Impedance measurement to study
antimicrobial activity of essential oils from Lamiaceae and Compositae. Int J
Food Microbiol, v.67, p.187-195, 2001.

MARTOS, M. V., NAVAJAS, Y.R., ZAPATA, E.S., LOPEZ, J.F., ALVAREZ, J.AP.
Antioxidant activity of essential oils of five spice plants widely used in a

Mediterranean diet. Flavour Fragrance Journal. v. 25, p.13-19, 2010.



196
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

MARZOUG, H.N.B.; ROMDHANE, M.; LEBRIHI, A.; MATHIEU, F.; COUDERC, F.;
ABDERRABA, M.; KHOUJA, M.L.; BOUAJILA, J. Eucalyptus oleosa essential
oils: chemical composition and antimicrobial and antioxidant activities of the
oils from different plant parts (stems, leaves, flowers and fruits). Molecules,
v.16, p. 1695-1709, 2011.

MENDONZA-YEPES, M.J.; SANCHEZ-HIDALGO, L.E.; MAERTENS, G.; MARIN-
INIESTA, F. Inhibition of Listeria monocytogenes and other bacteria by a plant
essential oil (DMC) in Spanish soft cheese. Journal of Food Safety, v. 17,
p.47-55, 1997.

MISAGHI, A., BASTI, A.A. Effects of Zataria multiflora Boiss. essential oil and nisin
on Bacillus cereus ATCC 11778. Food Control. V.18, p.1043-1049, 2007.

MOOSAVY, M.H.; BASTI, A.A.; MISAHI, A.; SALEHI, T.Z.; ABBASIFAR, R
MOUSAVI, H.A.E.; ALIPOUR, M.; RAZAVI, N.E.; GANDOMI, H.; NOORI, N.
Effect of Zataria multiflora Boiss. Essential oil and nisin on Salmonella
typhimurium and Staphylococcus aureus in a food model system and on the
bacterial cell membranes. Food Research International, v.41, p.1050-1057,
2008.

MONTANARI, C.A. Quimica medicinal: Contribuicdo e perspectiva no
desenvolvimento da farmacoterapia. Quimica Nova, v. 18, p. 56-64, 1995.

MOREIRA, M. R.; PONCE, A. G.; VALLE, C. E.; ROURA, S. I. Inhibitory parameters
of essential oils to reduce a foodborne pathogen. LWT — Food Science and
Technology, v. 38, p. 565-570, 2005.

MUNOZ, M.; GUEVARA, L. PALOP, A.; TABERA, J.. FERNANDEZ, P.S.
Determination of the effect of plant essential oils obtained by supercritical fluid
extraction on the growth and viability of Listeria monocytogenes in broth and
food systems using flow cytometry. LWT — Food Science and Technology, v.
42, p. 220-227, 2009.



197
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

NAIDU, A.S. Natural Food Antimicrobial Systems. Boca Ranton: CRC Press, 2000.

NASCIMENTO, P.F.C.; NASCIMENTO, A.C.; RODRIGUES, C.S.; ANTONIOLLI,
A.R.; SANTOS, P.A.O.; BARBOSA JUNIOR, A.M.; TRINDADE, R.C. Atividade
antimicrobiana dos 0leos essenciais: uma abordagem multifatorial dos

métodos. Revista Brasileira de Farmacognosia, v.17, p. 108-113, 2007.

NYCHAS, G.J.E.; TASSOU, S.C.; BOARD, R.G. Phenolic extract from olives:
inhibition of Staphylococcus aureus. Letters in Applied Microbiology, v. 10, p.
217-220, 1990.

OKEKE, R. LAXMANINARAYAN, Z.A. BHUTTA, A.G. DUSE, P. JENKINS, T.F.
O'BRIEN, A. PABLOS-MENDEZ AND K.P. KLUGMAN, Antimicrobial
resistance in developing countries. Part 1: recent trends and current status.
Lancet Infectious Diseases, v.5, p. 481-493, 2005.

OUATTARA, B.; SIMARD, R.E.; HOLLEY, R.A.; PIETTE, G.J.P.; BEGIN, A.
Antibacterial activity of selected fatty acids and essential oils against six meat
spoilage organisms. International Journal of Food Microbiology, v.37, p.155-
162, 1997.

OUSSALAH, M.; CAILLET, S.; SAUCIER, L.; LACROIX, M. Inhibitory effects of
selected plant essential oils on the growth of four pathogenic bacteria: E. coli
O157:H7, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes. Food Control, v. 18, p.414-420, 2007.

POL, IE; KROMMER, J.; SMID, EJ. Bioenergetic consequences of nisin combined
with carvacrol towards Bacillus cereus. Innovative Food Science & Emerging,
3, p.55-6, 2002

PROBST, I.S.; SFORCIN, J.M.; RALL, V.L.M.; FERNANDES, A.A.H.; FERNANDES

JUNIOR A. Antimicrobial activity of propolis and essential oils and synergism



198
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

between these natural products. Journal of Venomous Animals and Toxins
including Tropical Disease, v. 17, p.159-167, 2011.

PROBST, I.S. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais e avaliacdo de potencial
sinérgico. 2012. 102 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral e Aplicada)-

Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2012.

PUPO, M.T.; GALLO, M.B.C. Biologia quimica: Uma estratégia moderna para a
pesquisa em produtos naturais. Quimica Nova, v.30, p.1446-1455, 2007

RECIO, M.C.; RIOS, J.L.; VILLAR, A. A review of some antimicrobial compounds
isolated from medicinal plants reported in the literature 1978—-88. Phytotherapy
Research, v. 3, p.117-125, 1989.

REINBTHE, C.; DIETTRICH, B.; LUCKNER, M.J. Regeneration of plants from
somatic embryos of Digitalis lanata. Journal of Plant Physiology, v.137, p.224-
228, 1990.

RIOS, J.L.; RECIO, M.C.; VILLAR, A. Screening methods for natural products with
antimicrobial activity: a review of the literature. Journal of Ethnopharmacology,
v. 23,p. 127-149, 1988.

RIOS, J.L.; RECIO, M.C. Medicinal plants and antimicrobial activity. Journal of
Ethnopharmacology, v.100, p. 80-84, 2005.

RODOLFO, M.G. Estudo da atividade antibacteriana de produtos naturais. 1996. 42
f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas-
Modalidade Médica)-Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 1996.

SACCHETTI, G.; MAIETTI, S.; MUZZOLI, M.; SCAGLIANTI, M.; MANFREDINI, S.;
RADICE, M.; BRUNI, R. Comparative evaluation of 11 essential oils of
different origin as functional antioxidants, antiradicals and antimicrobials in
foods. Food Chemistry, v. 91, p. 621-632, 2005.



199
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

SACHIN, B.S.; SHARMA, S.C.; SETHI, S.; TASDUQ, S.A.; TIKOO, M.K.; TIKOO,
AK.; SATTI, N.K.; GUPTA, B.D.; SURI, K.A.; JOHRI, R.K.; QAZI, G.N. Herbal
modulation of drug bioavailability: enhancement of rifampicin levels in plasma
by herbal products and a flavonoid glycoside derived from Cuminum cyminum.
Phytotherapy Research, v.21, p.157-63, 2007.

SILVA, M.C.; CARVALHO, J.C.T. Plantas Medicinais: In. CARVALHO, J.C.T.
Fitoterdpicos. Antiinflamatoérios. Aspectos quimicos, farmacolégicos e

aplicacoes terapéuticas. Ribeirdo Preto, SP, Tecmedd, 2004, 480 p.

SILVA, M.T.N.; USHIMARU, P.l; BARBOSA, L.N.; CUNHA, M.LR.S;
FERNANDES JUNIOR, A. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais de
plantas frente a linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
isoladas de casos clinicos humanos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais,
v.11, p. 257-262, 2009.

SILVA, N.C.C. Estudo comparativo da acdo antimicrobiana de extratos e 0leos
essenciais de plantas medicinais e sinergismo com drogas antimicrobianas.
2010, 67 f, Dissertacdo (Mestrado em Biologia Geral e Aplicada)-Instituto de

Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2010.

SILVA, N.C.C.; FERNANDES JUNIOR, A. biological properties of medicinal plants:
a review of their antimicrobial activity. Journal of Venomous Animals and

Toxins including Tropical Diseases, v.16, p.402-413, 2010.

SILVA, N.C.C.; BARBOSA, L.N.; SEITO, L.N.; FERNANDES JUNIOR, A.
Antimicrobial activity and phytochemical analysis of crude extracts and
essential oils from medicinal plants. Natural Product Research, v. xx, p.xxXx,

2012 (Disponivel on line).

SILVA, G.S. Atividade antibacteriana de plantas do cerrado da regido de Botucatu-

Séo Paulo. 2010. 48 f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagdo em



200
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

Ciéncias Biolégicas-Modalidade Bacharelado)-Instituto de Biociéncias,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2010..

SMITH-PALMER, A.; STEWART, J.; FYFE, L. The potential application of plant
essential oils as natural food preservatives in soft cheese. Food Microbiology,
v. 18, n. 4, p. 463-470, 2001.

STEFANINI, M.B.; FIGUEIREDO, R.O.; MING, L.C.; FERNANDES JUNIOR, A.
Antimicrobial activity of the essential oils of some spice herbs. Acta
Horticulturae., 597, 215-216, 2003

VAN VUUREN, S.F.; SULIMAN, S.; VILJOEN, A.M. The antimicrobial activity of four
commercial essential oils in combination with conventional antimicrobials.
Letter Applied Microbiology, v. 48, p.440-446, 20009.

VIEGAS JUNIOR, C.; BOLZANI, V.S. Os produtos naturais e a quimica medicinal
moderna. Quimica Nova, v. 29, p. 326-377, 2006.

VEIGA JUNIOR, V.F.; PINTO, A.C.; MACIEL, M.A.M. Medicinal plants: safe cure?
Quimica Nova, v. 28, p.519-528, 2005.

TAJKARIMI, M. M.; IBRAHIM, S.A.; CLIVER, D. O. Antimicrobial herb and spice
compounds in food. Food Control, v. 21, p.1199-1218, 2010.

TAN, M., ZHOU, L.; QUIN, M.; LI, D.; JIANG, W.; WANG, Y.; HAO, X. Chemical
composition and antimicrobial activity of the flower oil of Russowia sogdiana
(Bunge) B. Fedtsch. (Asteraceae) from China. The Journal of Essential Oll
Research, v. 19, p.197-200, 2007.

TASSOU, C.; DROSINOS, E.H.; NYCHAS, G.J.E. Effects of essential oil from mint
(Mentha piperita) on Salmonella enteritidis and Listeria monocytogenes in
model food systems at 4°C and 10°C. Journal of Applied Bacteriology, v.78,
p.593-600,1995.



201
ARY FERNANDES JUNIOR - Produtos antimicrobianos naturais

TASSOU, C.; KOUTSOUMANIS, K.; NYCHAS, G.J.E. Inhibition of Salmonella
enteritidis and Staphylococcus aureus in nutrient broth by mint essential oil.
Food Research International, v. 33, n. 3-4, p. 273-280, 2000.

USHIMARU, P.l.; SILVA, M.T.N.; DI STASI, L.C.; BARBOSA, L.; FERNANDES
JUNIOR, A. Antibacterial activity of medicinal plant extracts. Brazilian Journal
of Microbiology, v.38, p.717-719, 2007.

USHIMARU, P.I. Estudo in vitro da atividade antibacteriana de extratos de plantas
medicinais e sinergismo com drogas antimicrobianas. 2007. 51 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas-Modalidade
Médica)-Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu,
2007.

USHIMARU, P.l.; BARBOSA, L.N.; FERNANDES, A.AH.; DI STASI, L.C;
FERNANDES JUNIOR, A. In vitro antibacterial activity of medicinal plant
extracts against Escherichia coli strains from human clinical specimens and
interactions with antimicrobial drugs. Natural Product Research, v. xx, p, XX-XX,

2012 (Disponivel on line)

ZAGO, J.AA.; USHIMARU, P.l.; BARBOSA, L.N.; FERNANDES JUNIOR, A.
Synergism between essential oils and antimicrobial drugs against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains from human infections.

Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.19, p. 828-833, 2009.

WANNES, W.A.; MHAMDI, B.; SRITI, J.; JEMIA, M.B.; OLFA OUCHIKH, O,
HAMDAOUI, G.; KCHOUK, M.E.; MARZOUK, B. Antioxidant activities of the
essential oils and methanol extracts from myrtle (Myrtus communis var. italica
L.) leaf, stem and flower. Food and Chemical Toxicology, v. 48, p. 1362-1370,
2010.



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	RESUMO
	1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS
	2. PRÓPOLIS E AÇÃO ANTIMICROBIANA DOS SEUS PRODUTOS DERIVADOS
	2.1. Comentários gerais sobre as abelhas
	2.2. Aspectos gerais sobre a própolis
	2.3. Propriedade antimicrobiana da própolis
	2.4. Aspectos gerais sobre o mel

	3. ANEXOS DAS PUBLICAÇÕES SOBRE AÇÃO ANTIMICROBIANA DA PRÓPOLIS
	Artigo I
	Artigo II
	Artigo III
	Artigo IV
	Artigo V
	Artigo VI
	Artigo VII

	4 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS DOS ESTUDOS COM PRÓPOLIS
	5 PLANTAS MEDICINAIS E AÇÃO ANTIMICROBIANA DOS SEUS PRODUTOS DERIVADOS
	5.1. Aspectos gerais sobre plantas medicinais
	5.2. Aspectos gerais sobre os antimicrobianos vegetais
	5.3. Óleos essenciais como aditivo em alimentos

	6 ANEXOS DAS PUBLICAÇÕES SOBRE AÇÃO ANTIMICROBIANA DE PLANTAS
	Anexo 1
	Anexo 2
	Anexo 3
	Anexo 4
	Anexo 5
	Anexo 6
	Anexo 7

	CONSIDERAÇÕES FINAIS E PESPECTIVAS FUTURAS
	REFERÊNCIAS

