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Resumo: No cenério atual, as bactérias resistentes sdo uma preocupacdo crescente para a
Organizagdo Mundial da Saide (OMS), devido a resisténcia adquirida pelo uso indiscriminado de
antibiéticos. Novas alternativas farmacolégicas como, por exemplo, as plantas medicinais, sdo de
grande interesse para a industria farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento
dos métodos de avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizados em bioextratos de aroeira e da
propolis em publicacdes de revistas e jornais com fator de impacto no intervalo 1,295 a 4 e por
consequéncia classificacdo no Qualis CAPES de B1 & Al na area de avaliagdo Medicina Il (abrange a
area de infectologia), Farmécia ou Ciéncias Bioldgicas Ill (abrange a &rea de microbiologia) no
periodo entre 0 ano 2000 a 2017. Como metodologia foi adotada um pesquisa de natureza qualitativa,
com uma abordagem exploratdria através de uma reviséo de literatura de métodos de extracdo da
Aroeira e do Propolis. Dos métodos utilizados em ensaios com bioextratos nas publicacdes,
destacaram- se os testes de suscetibilidade foram feitos por microdiluicdo, por difusdo de disco
(Método Disco- Difusao), por diluicdo em agar e por Microdiluicdo em placas de 96 pogos. Para a
avaliacdo dos resultados da eficicia ou ineficicia da agdo antimicrobiana das amostras de propolis
analisadas foram utilizados espécies de Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp.,
Klebsiella sp., Escherichia coli, Bacillus subtilis, Micrococus luteus, Bacillus cereus, Enterobacter
aerogene, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, entre outras. Os trabalhos selecionados
apresentam uma prevaléncia do método de microdiluicdo em placas de 96 pocos e a maceragdo com
etanol como meio de extracdo preferencial dos pesquisadores, pelo seu baixo custo e por ser de facil
replicagéo.

Palavras-chave: Bioextratos; Aroeira; Propolis; Métodos de extragdo; Teste de suscetibilidade
antimicrobiana.

Area do Conhecimento: Ciéncias Biolégicas.
1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) orientou os pesquisadores de todo o mundo ao
anunciar a lista de bactérias resistentes que devem ser o foco de novas pesquisas e desenvolvimento
(P&D). Este é um assunto urgente e um pedido de socorro para tratar infec¢des fatais decorrentes do
crescente aparecimento de bactérias resistentes aos antibidticos de acesso atual que, segundo a
Organizacdo das NacBes Unidas (ONU), compreendem medicacSes como os carbapenémicos e as
cefalosporinas (BRASIL, 2017). Assim, com o agravante das bactérias resistentes, desperta-se o
interesse nas plantas medicinais utilizadas farmacologicamente, valorizadas por serem produtos
naturais e por seus compostos ja serem utilizados como base para medicamentos na industria
farmacéutica (B1ZZ0O, 2009).
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Dos produtos naturais que podem ser obtidos na extracdo de plantas medicinais, os 6leos
essenciais possuem destaque no Brasil devido a sua elevada producéo e disponibilidade nas regides.
Além disso, esses produtos séo receptiveis pela populacéo e sao flexiveis, pois podem ser aplicados
em diversos ramos da saude. (BIZZO, 2009). Segundo Michelin et al. (2005) os antibidticos vegetais
possuem uma estrutura quimica e podem regular o metabolismo intermediario de patégenos,
ativando ou bloqueando reacdes e sintese enziméatica ou mesmo alterando a estrutura de
membranas.

Segundo Queiroz et.al. (2000) o preparo dos extratos vegetais € a etapa mais complicada e
com mais chances de apresentar problemas e as novas descobertas e evolu¢des voltadas para essa
etapa possuem a finalidade de suprimir essas problematica. Diante disso, as inovacdes nos métodos
de preparo das amostras estdo voltadas, principalmente, para a automacédo e miniaturizacdo e varios
fabricantes tém disponibilizado sistemas automaticos de preparo de amostra, particularmente na area
de extracdo em fase sdlida, que é a técnica mais utilizada atualmente Estas técnicas automatizadas
tem um custo relativamente alto, mas sdo bastante Gteis para o processamento de um grande volume
amostras e evitam que o analista figue exposto a algum tipo de risco ao manipula-las (QUEIROZ
et.al.,, 2000). Os diferentes métodos de extracdo interferem na quantidade de compostos quimicos
encontrados na amostra e na qualidade desse extrato para o objetivo do estudo. Cada método de
extracdo é adequado a um tipo de composto distinto como, por exemplo, a extracdo por membranas
sélidas que é ideal para o uso em fluidos biol6gicos (QUEIROZ, 2000).

Os principios ativos, encontrados em diversas partes das plantas, como as folhas, cascas,
raizes, frutos, sementes e resinas (ZOGHBI et al., 1998), sdo substancias com propriedades
farmacoldgicas e alto poder fitoterapico. No processo de extracdo de Oleo essencial, podem ser
aplicados diversos métodos, como a hidrodestilacdo, maceracgdo, extracdo por solvente, enfleurage,
gases supercriticos e micro-ondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicagdo é o de hidrodestilacéo
que se divide em duas técnicas — arraste a vapor e coobagcdo (SANTOS et al. 1998; CRAVEIRO et
al., 1981).

Para obter esses extratos naturais deve-se escolher o melhor método de extrag&o de acordo
com sua simplicidade, velocidade, custo, qualidade do produto final e a precisédo das analises, visto
que diferentes métodos de extracdo podem interferir nos resultados e na andlise dos compostos
desejados. Deve-se buscar os extratos com menos interferéncia de outros fatores para que o estudo
de suas ac¢les seja fiel. Assim, o pesquisador deve avaliar as vantagens e desvantagens de cada
método. (QUEIROZ et.al. 2000).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar um levantamento de publicagbes
gue contenham métodos microbiolégicos de avaliacdo da atividade antimicrobiana de bioextratos a
partir da aroeira e da proépolis.

Tal analise é importante para evidenciar a necessidade de maiores estudos sobre o tema nas
areas da saude, mais especificamente a Infectologia e a Farmacia. E assim, apo6s avaliar a eficacia
de metodologias rotineiramente utilizados em ensaios com bioextratos e seus resultados espera-se
concluir a escolha do melhor método utilizado para experimentacdo da atividade antimicrobiana de
extratos biolégicos.

2. METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa de natureza qualitativa, com uma abordagem exploratéria, através
de uma revisdo de literatura de métodos de extracdo da espécie Schinus terebinthifolius Raddi-
Aroeira e do Prdpolis. Foram incluidos nesta revisao de literatura publicagbes em revistas com fator
de impacto no intervalo 1,295 a 4 e por consequéncia classificacdo no Qualis CAPES B1 a Al na
area de avaliagdo Medicina Il (abrange a &rea de infectologia), Farmacia ou Ciéncias Bioldgicas Il
(abrange a area de microbiologia), no intervalo do ano 2000 a 2017. Foram excluidos aqueles que
nao se encaixavam nhesses critérios. Para realizacdo do quadro comparativo foram observadas as
seguintes informacdes: bioextrato, o0 método de extracdo, tipo de extrato utilizado, meio de cultura
utilizado, microrganismo em que foi realizado o experimento, o teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, método de ensaio bacteriano, os resultados obtidos, os erros observados no estudo
e a referéncia.

As pesquisas foram realizadas na biblioteca virtual em saude LILACS, portal de periddicos
CAPES, no banco de dados da Scielo e Google académico. Através das palavras de busca:
antimicrobial propolis e prépolis antimicrobiano, extrato aroeira, aroeira antimicrobiana, extratos
vegetais, fitoterapicos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela abaixo estdo sintetizadas as informacdes referente a apresentacdo de estudos
sobre a avaliacdo da atividade antimicrobiana, principalmente a antibacteriana, dos extratos de trés
tipos de prépolis — o vermelho, o verde e o castanho — e da aroeira da praia (Shinus terebinthifolius
Raddi) contra bactérias e fungos.

Tabela 1: A analise das publicagcbes (N=12) referente a atividade antimicrobiana de extratos de
prépolis (N=8) e de aroeira (N=4).

Tipo

Modelo

Métodos de
suscetibilidade

Referéncias

Prépolis vermelho

Propolis verde

Prépolis
marrom/castanho

Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli e Candida
albicans.

Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli, Candida
albicans, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Bacillus
cereus, Enterobacter aerogene e
Arthoderma benhamiae.

Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli, Candida
albicans, Bacillus subtilis
Micrococcus luteus e
Streptococcus mutans.

Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans,
Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis,

Microdiluicdo em
placas de 96 pocos.

Microdiluicdo em
placas de 96 pocos,
crescimento in vitro e
diluicdo em &gar,
Método disco-difusao

Microdiluicdo em

placas de 96 pocos,

Microdiluicdo com uso
de corante, Difuséo

SILVA et al.,
2017;

SILVA et al.,
2017;
BITTERCOURT
et al. 2015;

SILVA et al.,
2017;
BITTERCOURT
et al. 2015;
ASAWAHAME et
al., 2014.

SILICI,
KUTLUCA, 2005;
AGA et al, 1994;

) L Streptococcus sanguis, , oo¢ WOJITYCZKA et

Outros tipos de proépolis Streptococcus mutans, em agar anaerdbico al., 2013: KOO et
Streptococcus sobrinus, exigente e al.. 2000
Streptococcus cricetus, Semeadura. MIRZOEVA et
Actinomyces naeslundii, al., 1997.
Actinomyces viscosus,
Porphyromonas gengivalis,
Prevotella denticola e
Rodobacter sphaeroides.

[Il Seminario Cientifico da FACIG — 09 e 10 de Novembro de 2017 3

Il Jornada de Iniciagdo Cientifica da FACIG — 09 e 10 de Novembro de 2017



Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus wameri,

Staphylococcus haemolyticus, MUHS et al.,
Streptococcus pyogenes, Método NCCL padrdo 2017; ULIANA et
Aroeira (Shinuus Streptococcus mitis, em placa de 96 al, 2016;
terebinthifolius raddi) Streptococcus mutans, pocos, Difusdo em PEREIRA, 2011;
Escherichia coli, Pseudomonas  gar e Microdiluigdo. ~MOURA-COSTA
aeruginosa, Bacillus subtillis, et al., 2012.

Corynebacterium striatum,
Proprionibacterium acnes,
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis.

Os métodos de extracdo dos analitos da propolis mais utilizados nos estudos escolhidos para
andlise foram a maceracao com etanol e a maceragéo simples, o método supercritico e o etandlico, a
extracdo etandlica e com acetato de etila, formando extratos supercritico, etandlico e hidroalcodlico.
Ja os analitos de aroeira utilizados nos estudos foram adquiridos a partir dos frutos, caule e folhas da
planta, e extraidos dos demais componentes de constituicdo da aroeira por meio da maceracdo e
extracdo auxiliar com ultrassom, por decoc¢do e turboextracdo, e por extracdo liquido-liquido,
formando extratos etandicos, butandicos, Oleos essenciais e extrato etandlicos. As amostras
utilizadas nos experimentos foram analisadas a fim de avaliar a inibigdo bacteriana ou fangica.

Para a avaliagdo dos resultados da eficdcia ou inefichAcia da acd@o antimicrobiana das
amostras de propolis analisadas nos estudos os autores utilizaram espécies de Staphylococcus
aureus e outras espécies de estafilococos, Streptococcus sp., Enterococcus sp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Micrococus luteus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogene,
Arthoderma benhamiae, Corynebacterium sp., Pseudomonas aeruginosa Actnomyces sp.,
Porphyromonas gengivalis, Prevotella denticola, Rodobacter sphaeroides e Candida albicans. Por
outro lado, os microrganismos teste no estudo da acgdo antimicrobiana da aroreira foram:
Staphylococcus aureus e outras espécies de estafilococos, Streptococcus mutans, Streptococcus
mitis, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtillis,
Corynebacterium striatum, Proprionibacterium acnes, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida albicans.
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Figura 1: Diagrama destacando os microrganismos testados para avaliacdo antimicrobiana,
sendo P os submetidos ao extrato de propolis e A ao extrato de aroeira. A intersecdo demonstra os
microrganismos testados por ambos 0s extratos em analise.
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Em 8,33% das publica¢des foram analisados a atividade antimicrobiana da propolis vermelha,
16,66% dos artigos analisaram as propriedades da propolis verde, sendo uma a brasileira, e 24,99%
dos artigos a propolis marrom (castanha), sendo uma a tailandesa. Os outros 33,32% tiveram como
objeto de estudo outros tipos de prépolis ndo definidas no estudo.

Para os meios de cultura dos micro-organismos utilizados para medir a atividade
antimicrobiana da prépolis, foram utilizados o agar HIB por 12,5% dos estudos, o agar Mueller-Hilton
por 25% deles e 25% utilizaram agar bacteriolégico e caldo nutritivo, enquanto os outros 37,5%
artigos ndo expuseram o tipo de meio utilizado.

Os testes de suscetibilidade foram feitos por microdiluicdo em 12,5% dos estudos, e na
mesma porcentagem por difuséo de disco (Método Disco-Difusdo) e difusdo em &gar anaerdbico
exigente e semeadura. A diluicdo em agar foi utilizada em um quarto dos artigos e a microdiluicdo em
placas de 96 pocos em 50% deles.

Para a avaliacdo da eficacia ou ineficacia da acdo antimicrobiana das amostras de prépolis
analisadas, foram utilizadas espécies de Staphylococcus aureus, outras espécies de estafilococos,
Streptococcus sp., Enterococcus sp., Klebsiella sp., Escherichia coli, Bacillus subtilis, Micrococus
luteus, Bacillus cereus, Enterobacter aerogene, Arthoderma benhamiae, Corynebacterium sp.,
Pseudomonas aeruginosa Actnomyces sp., Porphyromonas gengivalis, Prevotella denticola,
Rodobacter sphaeroides e Candida albicans.

Os analitos de aroeira utilizados foram adquiridos a partir dos frutos, caule e folhas da planta,
e extraidos dos demais componentes de constituicdo da aroeira por meio da maceracao e extracédo
auxiliar com ultrassom, por decoccao e turboextracdo, e por extracdo liquido-liquido. As amostras
preparadas formaram extratos etandicos, butandicos, 6leo essencial e extrato etandlicos, que foram
utilizadas nos experimentos, a fim de avaliar a inibicdo bacteriana ou fangica. Os meios de cultura
utilizados foram Tryptic Soy Agar (TSA), Tryptic Soy Broth (TSB), agar Mueller-Hinton, agar sangue e
agar de bacitracina para as espécies de bactérias testadas e agar Sabouraud dextrose para as
espécies fungicas.

Das publicacdes selecionadas, 33,32% avaliaram a acdo antimicrobiana da aroeira (Shinus
terebinthifolius raddi). Desses, 25% utilizou agar soja (TSA) como meio cultura para 0s micro-
organismos teste, e a mesma porcentagem utilizou agar sangue, 50% utilizou o agar BHI (infusédo
cérebro-coracao), 75% utilizou agar Mueller-Hilton e 50% agar Sabourad dextrose, sabendo que em
um mesmo trabalho foram utilizados mais de um meio para cultura.
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O teste de diluicdo em caldo foi utilizado em 25% dos estudos, assim como o teste com
biofilme (biofilm test strain). O método de diluicdo em placas de 96 pocos em 75% dos estudos e a
difus@do em agar em 25% deles, sabendo que um mesmo artigo utilizou mais de um teste.

Os métodos de extragdo interferem na quantidade de substancias principais no caso de
extracdo de Oleos essenciais e sua composicdo. Segundo Charles e Simon (1990) ha uma vantagem
da destilagdo a vapor em detrimento a hidrodestilagdo mesmo que mais rapida e simples. Em tais
métodos pode ocorrer perda do produto durante a evaporagdo exagerada ou interferéncia em seus
resultados por sua evaporacdo inacabada. A construcdo de aparelhos de microversdo como citado
por M.Godefroot, P.Sandra e M.Verzele (1981) garante ser desnecessario enriquecer, tentando suprir
as desvantagens do método de destilacdo a vapor, porém o questionamento sobre o custo do que foi
apresentado inicia a discusséo da escolha do método ideal.

Em analise aos testes de susceptibilidade, o teste de difusdo em agar consiste na afericdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) que o produto do experimento, no caso apresentado os extratos
biolégicos, registra em meio sélido ao interagir com o microrganismo testado. Esse halo de inibicao
formado é comparado com o halo de inibigdo que foi analisado quando submetido ao padréo ouro de
tratamento, normalmente antibiéticos de controle positivo, para determinar se a inibigéo foi efetiva ou
nao, ou seja, se 0 microrganismo é susceptivel ao extrato bem como é susceptivel aos medicamentos
convencionais. (PINTO et al., 2003; KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

J& para analisar interferéncias dos solventes de preparacéo e extragéo € utilizado um controle
denominado controle negativo, onde coloca-se para essa mesma interacdo, no lugar do extrato, o
solvente utilizado para analisar respostas de inibicdo ou ndo para determinar as interferéncias.
(PINTO et al., 2003; KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

Normalmente esse método é melhor empregado para bactérias de desenvolvimento
acelerado e em aerobiose estrita ou ndo. Sendo o teste de difusdo em disco é considerado o teste de
susceptibilidade modelo pela National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), é um
método que garante a homegeneidade e menor pressdo na aplicacdo, permitindo melhor passagem
da substancia para o meio, porém os discos podem ser obstruidos e necessita um maior cuidado na
realizacdo de suas etapas, sendo considerado um método detalhista. (PINTO et al., 2003;
KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

O método de microdiluicio em caldo utiliza como comparacdo a analise da turbidez da
suspensdo bacteriana, em um padrdo pré-determinado, antes e depois da combinacdo com
determinada quantidade do extrato que quer ser experimentado. Esse método utiliza placas de Eliza
estéreis, com 96 pogos, com fundo em formato de U, a fim de identificar o crescimento bacteriano.
Quanto mais turvo o meio, maior a concentracdo de bactérias e vice-versa, ou seja, se a suspenséo
diminuiu sua turbidez apdés a colocagdo do extrato, em comparagcdo com o0 controle positivo, pode-se
determinar inibicdo do crescimento bacteriano. Assim esse método ndo depende da agilidade do
crescimento do microrganismo e pode testar, ao mesmo tempo, um nUmero variavel de
antimicrobianos. (PINTO et al., 2003; ANVISA, 2008)

Dentre os fatores supracitados, outras razfes interferem na andlise dos autores sobre a
susceptibilidade bacteriana ao extrato testado como por exemplo o meio de cultura utilizada para o
crescimento bacteriano, sua espessura, uniformidade do meio, o ph do sistema, a disponibilidade do
oxigénio, quantidade do in6culo e as condigbes da incubacdo (OSTROSKY et al., 2008). O
pesquisador deve avaliar 0 meio de cultura a ser utilizado a partir do microrganismo a ser testado
considerando que algumas substancias podem influenciar e gerar viés na andlise dos resultados. O
meio de cultura deve proporcionar o crescimento mais abundante e seletivo possivel sem interferir
negativamente sobre eles. No geral, 0 4gar mais utilizado para bactérias é o Agar Muller-Hinton,
também citando o Agar HIB (PINTO et al., 2003). Esses aspectos foram comprovados na anélise
realizada no Quadro 1.

4. CONCLUSAO

Nos trabalhos de pesquisa em experimentacdo com extratos biolégicos houve criteriosa
sele¢do para escolha de seus métodos e materiais, deixando clara a importancia da cautela e da
avaliacéo de tais métodos para um resultado fiel.

Neste trabalho observa-se grande utilizacdo da diluicho em 96 pocos em detrimento aos
demais, além disso o método de extragdo mais utilizado foi o de maceragao com etanol e os meios de
cultura selecionados a partir do microrganismo em que seria submetido. Entretanto, estudos
(OSTROSKY et al.,, 2008) demonstraram que 0 método mais utilizado para avaliacdo de
susceptibilidade seria 0 método de diluicdo em &gar por ser simples e barato em comparagdo aos
demais.
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A revisdo aponta evidencia a necessidade de maiores estudos sobre o tema nas areas da
saude, mais especificamente a Infectologia e a Farmacia. E assim, apés avaliar a eficacia de
metodologias rotineiramente utilizados em ensaios com bioextratos e seus resultados espera-se
concluir a escolha do melhor método utilizado para experimentacdo da atividade antimicrobiana de
extratos bioldgicos.
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