UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduacgdo em Veterinaria

< SRR,

WAEN:
Z AN
251-.--qf®
T S
ASTBRAS™

Y
)
o LXTRZ )

Tese

Atividade antifungica in vitro de diferentes extratos de Olea europaea L.,
variedades Arbequina e Picual, frente a fungos de importancia em medicina

veterinaria

Otéavia de Almeida Martins

Pelotas, 2022



Otéavia de Almeida Martins

Atividade antifungicain vitro de diferentes extratos de Olea europaea L.,
variedades Arbequina e Picual, frente a fungos de importancia em medicina

veterinaria

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas,
como requisito parcial a obtencédo do titulo de
Doutor em Ciéncias (area de concentracao:
Sanidade Animal).

Orientador: Mério Carlos Araudjo Meireles

Co-orientadora: Renata Osério de Faria

Pelotas, 2022



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

M379a Martins, Otavia de Almeida

Atividade antifingica in vitro de diferentes extratos de
Olea europaea L., variedades Arbequina e Picual, frente a
fungos de importancia em medicina veterinaria / Otdvia de
Almeida Martins ; Mario Carlos Araljo Meireles, orientador
; Renata Osorio de Faria, coorientadora. — Pelotas, 2022.

86 f. :il.

Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacao em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas, 2022.

1. Oliveiras. 2. Candida spp.. 3. Microsporum gypseum.
4. Sporothrix brasiliensis. |. Meireles, Mario Carlos Araljo,
orient. Il. Faria, Renata Osorio de, coorient. lll. Titulo.

CDD : 636.0895

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Otévia de Almeida Martins

Atividade antifingica in vitro de diferentes extratos de Olea europaea L., variedades

Arbequina e Picual, frente a fungos de importancia em medicina veterinaria

Tese aprovada como requisito parcial para obtencéo do grau de Doutor em Ciéncias,
Programa de Pds-Graduacéo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 07/04/2022

Banca examinadora:

Prof. Dr. Mario Carlos Aradjo Meireles (Orientador)
Doutor em Microbiologia e Imunologia pela Universidade UNIFESP

Profa. Dra. Ana Raquel Mano Meinerz
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

MV. Dra. Luiza da Gama Osorio
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Cristiano Silva da Rosa
Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal de Pelotas

Profa. Dra. Renata Osorio de Faria (suplente)
Doutora em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul



Dedico essatese de doutorado atodas as pessoas que me apoiaram durante
esse processo. A meus pais que sempre incentivaram a me dedicar ao estudo
e a minha familia por ser meu alicerce em todas as fases da minha vida. Dedico
esse titulo de doutora a todos vocés com muito amor e com a certeza de que

estardo presentes em todas minhas préoximas conquistas!



Agradecimentos

Agradeco a Deus por iluminar meu caminho e permitir que eu realizasse essa
conquista.

Para a conclusédo desta etapa foi necessario a colaboracédo de muitas pessoas,
que ao longo destes anos contribuiram para que eu obtivesse éxito.

Primeiramente, agradeco a minha familia, meus pais, Otavio e Lucia, minhas
irmas, Rita e Alessandra e a Tia Fa, pelo carinho, amor, incentivo e por todo o apoio,
compreensao e ajuda, imprescindiveis para que eu alcancasse esse objetivo, pois
sempre estiveram ao meu lado.

Ao meu orientador, Professor Méario Carlos Araujo Meireles, pelo carinho e por
oportunizar esse trabalho.

A minha co-orientadora, Professora Renata Faria, pela amizade,
disponibilidade, empenho, apoio e confianga, ainda mais nesta reta final, serei
eternamente grata.

A Marcia Ripoll, minha companheira de projeto, minha amiga, que esteve todo
tempo comigo nao so dividindo o trabalho e a bancada, mas como também participou
da minha vida, sempre com uma palavra de conforto e incentivo, tu foi essencial para
a realizacao de todo projeto.

A Elisa Remini, Mariana Paim e Feng Yu Hua, pelo acompanhamento,
incentivo, orientacéo e forca durante o processo.

Aos amigos, que aqui torna inviavel listar cada um que tiveram um papel tao
importante na minha vida, que apoiaram 0S meus sonhos e entenderam meus
periodos de auséncia. Sou muito grata por vocés existirem na minha vida, meu muito
obrigada!

Ao meu namorado, Rafael Tavares, que chegou junto com a reta final do
doutorado e precisou ter paciéncia e compreensado com todos meus “eus” desta ultima

fase. Obrigada!



A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), e a
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS) pelo
auxilio financeiro. Assim como a Universidade Federal de Pelotas e ao Programa de

Pés-graduacdo em Veterinaria por me oportunizarem o doutorado.



O vinho nédo é a Unica coisa a cantar

O azeite de oliva também canta

Ele vive em n6s com sua luz madura

E entre as boas coisas daterra

Eu distancio

O azeite de oliva,

Sua inesgotavel paz, sua esséncia verde
Seu tesouro repleto que descende

Das fontes abundantes da oliveira.
(Pablo Neruda, Ode ao azeite de oliva)



Resumo

MARTINS, Otavia de Almeida. Atividade antifungica in vitro de diferentes
extratos de Olea europaea L., variedades Arbequina e Picual, frente a fungos
de importancia em medicina veterinaria. 2022. 86f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
- Programa de P0s-Graduagdo em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das frutiferas mais antigas, amplamente cultivada
no mundo e de grande importancia no mercado alimenticio. No Brasil, as condicbes
tropicais favorecem o crescimento vegetativo da planta. A resisténcia as drogas na
terapia antifingica e o uso de plantas medicinais como uma abordagem para melhorar
a eficacia desses farmacos. Com base na busca por novas substancias e no crescente
surgimento de micro-organismos resistentes que o objetivo desse estudo foi avaliar a
atividade antifungica dos residuos da industria de oliveiras (Olea europaea L.), como
o bagaco (variedade Picual) e partes vegetativas de cultivares de oliveira das
variedades Arbequina e Picual, frente a Candida spp., Microsporum gypseum e
Sporothrix brasiliensis. A metodologia para os testes de sensibilidade in vitro foi
referenciada pelo documento M27-A3 preconizado pelo CLSI para as leveduras e
protocolo M38-A2, para fungos filamentosos, ambos adaptados para uso de
fitoterapicos. No estudo foram utilizados 15 isolados, isolados de Candida spp., sete
isolados de Microsporum gypseum e 15 isolados de Sporothrix brasiliensis. A
atividade antifungica dos extratos hidroalcoodlicos de folhas de Olea europaea L. se
sobressairam no resultado final de todo experimento seguido do extrato aquoso de
decoccao. Os extratos hidroalcodlicos do bagaco da variedade Picual e das folhas das
variedades Picual e Arbequina apresentaram atividade fungistatica promissora frente
aos isolados de Microsporum gypseum. Os resultados demonstram utilidade potencial
desses extratos no tratamento da dermatofitose, no entanto mais estudos devem ser
realizados frente as demais espécies de dermatéfitos para comprovacdo de sua
efetividade, além de testes de citotoxidade para avaliar seu uso seguro frente a casos
clinicos dessa micose. Os extratos de infusdo e hidroalcodlicos das folhas da
variedade Picual apresentaram maior acdo inibitoria especialmente frente aos
isolados de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis, apresentando parametros
importantes para apontar os produtos como uma alternativa terapéutica apos
proximos testes, verificagdo da citotoxidade e utilizagdo em modelos in vivo,
incentivando seu potencial de aplicacdo. Nesta tese foi incluida, ainda, uma revisdo
de literatura que teve como objetivo relatar tanto a atividade antimicrobiana de extratos
de Olea europaea L., quanto comparar os testes realizados e tipos de variedades
utilizadas de papers publicados entre os anos de 2000 a 2018.

Palavras-chave: Oliveiras; Candida spp.; Microsporum gypseum; Sporothrix
brasiliensis.



Abstract

MARTINS, Otavia de Almeida. In vitro antifungal activity of different extracts of
Olea europaea L., Arbequina and Picual varieties, against fungi of importance
in veterinary medicine 2022. 86f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa

de Po6s-Graduacao em Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2022.

The olive tree (Olea europaea L.) is one of the oldest fruit trees, widely cultivated in
the world and of great importance in the food market. In Brazil, tropical conditions favor
the vegetative growth of the plant. Drug resistance in antifungal therapy and the use
of medicinal plants as an approach to improve the effectiveness of these drugs. Based
on the search for new substances and the growing emergence of resistant
microorganisms, the objective of this study was to evaluate the antifungal activity of
residues from the olive industry (Olea europaea L.), such as bagasse (Picual variety)
and vegetative parts of olive cultivars of Arbequina and Picual varieties, against
Candida spp., Microsporum gypseum and Sporothrix brasiliensis. The methodology for
the in vitro sensitivity tests was referenced by the M27-A3 document recommended by
the CLSI for yeasts and the M38-A2 protocol for filamentous fungi, both adapted for
the use of herbal medicines. In the study, 15 isolates, Candida spp. isolates, seven
Microsporum gypseum isolates and 15 Sporothrix brasiliensis isolates were used. The
antifungal activity of the hydroalcoholic extracts of leaves of Olea europaea L. stood
out in the final result of the whole experiment followed by the aqueous extract of
decoction. The hydroalcoholic extracts of the bagasse of the Picual variety and the
leaves of the Picual and Arbequina varieties showed promising fungistatic activity
against the isolates of Microsporum gypseum. The results demonstrate the potential
usefulness of these extracts in the treatment of dermatophytosis, however more
studies should be carried out against other species of dermatophytes to prove their
effectiveness, in addition to cytotoxicity tests to evaluate their safe use in clinical cases
of this mycosis. The infusion and hydroalcoholic extracts from the leaves of the Picual
variety showed greater inhibitory action, especially against Candida spp. and
Sporothrix brasiliensis, presenting important parameters to point out the products as a
therapeutic alternative after further tests, verification of cytotoxicity and use in in vivo
models, encouraging their application potential. This thesis also included a literature
review that aimed to report both the antimicrobial activity of Olea europaea L.

Keywords: Olive trees; Candida spp.; Microsporum gypseum; Sporothrix brasiliensis.
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1 Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.), pertencente a familia Oleaceae, apresenta mais
de trinta géneros e é uma das mais importantes arvores frutiferas dos paises
mediterrAneos e desde a pré-histéria € de grande importancia para o homem
(COUTINHO et al., 2009; CAVALHEIRO et al., 2014). Por selecdo iniciou-se o
melhoramento genético da espécie em diferentes habitats humanos a volta do
Mediterraneo, transformando assim a oliveira selvagem (Olea europea, var.
sylvestris/oleaster) nas atuais variedades da Olea europea L., que hoje ja se
disseminaram por todos os continentes (BOHM, 2013; VOGEL et al., 2014; OZCAN;
MATTHAUS, 2017). Desenvolvendo-se assim cultivares com diferentes
caracteristicas e resisténcia climéatica, como as cultivares Manzanilla, Koroneike,
Arbosana, Arbequina e Frantoio (KOSTELENOS; KIRITSAKIS, 2017).

Os frutos da oliveira servem de matéria-prima para a extracdo do azeite e para
a producéo de azeitonas conservadas (KIRITSAKIS et al., 2010; HERRERO et al.,
2011). O azeite de oliva é constituido em sua maior parte por lipideos, sendo a maioria
constituida pelos &cidos graxos monoinsaturados, principalmente o acido oleico
(ABRUNHOSA, 2009).

Na industria oleicola, aproximadamente 20% da matéria prima (azeitonas) é
convertida em azeite, o restante faz parte dos residuos, liquidos e sélidos. Dentre os
residuos sélidos obtidos a partir da extracdo do azeite se tem um grande nimero de
folhas, consideradas coprodutos da olivicultura, que sédo descartadas durante o ciclo
de producéo e representam cerca de 10% do peso total das azeitonas destinadas ao
processamento (KIRITSAKIS et al., 2010; HERRERO et al., 2011). Além do bagaco,
gque é composto por partes trituradas de epicarpo, polpa e caroco, que é descartado
pela industria e tem potencial para ser utilizado em pesquisas quanto a sua atividade
antimicrobiana, sendo necesséario para tal o conhecimento da sua toxicidade
(ALCAIDE et al., 2010).

As propriedades das folhas de oliveira, associadas a necessidade de valorizar
a sua utilizagéo, demonstram a importancia de estudar o seu real potencial biologico.A

exploracéo industrial das folhas pode representar uma opc¢ao de valorizagao do plantio
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de oliveiras, devido ao aumento da demanda por produtos naturais por diversos
segmentos industriais, como alimenticio e farmacéutico (FERNANDEZ-BOLANOS et
al., 2006; GUINDA, 2006; ROIG et al., 2006). A composicdo bioativa das folhas de
oliveira varia de acordo com a variedade, cultivar, regido de cultivo e condicdes
edafoclimaticas. A presenca de compostos na folha de oliveira torna-a um material
complexo, que inclui flavonoides e seus derivados glicosilados, secairidoides e seus
derivados, fenadis e acidos simples e derivados fendlicos (VISIOLI et al., 2002; FARAG
et al., 2007; MALHEIRO et al., 2013). A atividade antimicrobiana é uma propriedade
muito importante dos compostos presentes nas folhas de oliveira (SUDJANA et al.,
2009; RAFIEI et al., 2012; GHOMARI et al., 2019; BAYRAM et al., 2020).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de extratos vegetais,
obtidos de diversas espécies botanicas, na promocéao da inibicdo do desenvolvimento
de varios patdgenos. As infec¢cdes causadas por bactérias e fungos, assim como a
sucessiva resisténcia desses micro-organismos continuam com alta incidéncia. Desse
modo, estudos com plantas medicinais, desenvolvimento de novos compostos
antifngicos e novas abordagens terapéuticas e sua combinacdo a terapia
convencional, fazem-se essenciais para o controle dessas enfermidades (REICHLING
et al., 2009).

A dermatofitose e a esporotricose sdo micoses zoonoéticas importantes e de
risco a saude publica, compondo grande parte da casuistica em laboratérios de
micologia veterinaria. Micro-organismos comensais, como leveduras do género
Candida, sdo capazes de desenvolver infec¢des fungicas superficiais em individuos
sadios como também infeccdes sistémicas em pacientes debilitados. Tais infec¢des,
podem ser decorrentes de alteragbes no sistema imunologico, rompimento de
barreiras anatbmicas e alteracdes na microbiota normal do hospedeiro (PFALLER,;
DIEKEMA, 2004; SIDRIM; ROCHA, 2004; ZOMORODIAN et al., 2011).

Na Medicina Veterinaria tém sido sugeridas terapias alternativas, a fim de
amenizar problemas de resisténcia antimicrobiana e alta toxicidade de um numero
consideravel de farmacos antifiungicos, ressaltando que essa classe de farmacos
representam um espectro reduzido de opg¢des quando comparados aos
antibacterianos, o que torna ainda mais justificavel o uso de principios ativos frente
aos agentes fungicos (PATERSON, 2017; ROSSI; ZANETTE, 2018).
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Nesse sentido estudos observaram que substancias como extratos vegetais e
fitoterapicos geralmente sdo menos téxicos quando comparados as terapias
tradicionais ainda disponiveis, que frequentemente apresentam hepatotoxidade com
seu uso prolongado. O aumento dos relatos de infec¢des fungicas que apresentam-
se resistentes direcionou a busca de estratégias alternativas, a fim de identificar novas
abordagens fitoterapéuticas. Deste modo, as diferentes atividades dos subprodutos
da cadeia da olivicultura vem sendo estudadas e sdo promissoras, demonstrando
grandes perspectivas voltadas também para a producao de farmacos.

Foi com base nessa constante busca por novas substancias, o crescente
surgimento de micro-organismos resistentes aos farmacos, além das questdes
limitantes relacionadas a terapéutica antifungica, que se justificou a realizacdo do
presente estudo o qual buscou avaliar a atividade antifingica dos residuos da industria
(bagaco) e de partes vegetativas de cultivares de oliveira das variedades Arbequina e

Picual, frente de Candida spp., Microsporum gypseum e Sporothrix brasiliensis.



2 Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a atividade antifungica dos extratos de diferentes variedades de oliveira
frente a fungos leveduriformes e fungos de caracter zoonoético, obtidos de casos
clinicos de pequenos animais, armazenados na micoteca do Centro de Diagndstico e
Pesquisa em Micologia Veterinaria (MicVet) da Faculdade de Veterinaria (FaVet) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

2.2 Especificos

Avaliar atividade antifingica in vitro dos extratos aquosos e hidroalcodlico do
bagaco de Olea europeae L. da variedade Picual frente a isolados/cepas de Candida
spp., Microsporum gypseum e Sporothrix brasiliensis , nos anos de 2018 e 2019.

Avaliar atividade antifangica in vitro dos extratos aquosos e hidroalcodlico das
folhas de Olea europeae L. da variedade Arbequina e Picual frente a isolados/cepas
de Candida spp., Microsporum gypseum e Sporothrix brasiliensis ,nos anos de 2018
e 2019 e 2021.



3 Revisado da Literatura

3.1 Olea europaea L.

A oliveira (Olea europaea L.), pertence a familia Oleaceae, apresenta mais de
trinta géneros e é uma das frutiferas mais antigas utilizadas pelo homem.
Caracteristica da regido Mediterranea é amplamente cultivada no mundo e de grande
importancia no mercado alimenticio por conta de seus produtos, o azeite e a azeitona
(CAVALHEIRO et al., 2014).

Seu cultivo tem se expandido no pais, de forma a assegurar sua qualidade,
sem as interferéncias da grande cadeia logistica que passa dos paises produtores
(mediterrdneo) para chegar aos consumidores brasileiros, e sem também sofrer
modificagdes no que tange as fraudes criadas nos paises fornecedores. Poucos séo
0s conhecimentos agronémicos e fitoquimicos dos materiais produzidos no pais, como
também de seus subprodutos, uma vez que grande parte dos materiais resultantes de
poda dos olivais e da extracdo do azeite sao todos descartados, sem destino produtivo
(BERTONCINI et al., 2010).

As folhas dessa planta sdo consideradas um subproduto gerado em grande
guantidade na pratica da olivicultura. Historicamente, as folhas de oliveira sdo usadas
empiricamente para fins medicinais, como o combate a febres, além disso,
reconhecidamente possuem compostos com potencial antioxidante e antimicrobiano
(PACETTA, 2013).

O Brasil esta posicionado entre os 10 paises de maior consumo de azeite no
mundo, com destaque para as regioes sul e sudeste, em virtude dos fatores climaticos
favoraveis a floragcéo e frutificacdo (IOC, 2018). Dados da Companhia Nacional do
Abastecimento mostram que, em 2016, nos meses de janeiro a setembro, foram
importadas, aproximadamente, 38 mil toneladas de azeite de oliva, movimentando um
montante de quase US$ 186 milhdes. No entanto, atualmente, o Brasil € o terceiro
maior importador de azeitona (105,8 mil t), depois dos Estados Unidos (135,4 mil t) e
da Russia (135,9 mil t) e o sexto em importagéao de azeite (71 mil t) (BRASIL, 2020).

Devido ao grande mercado consumidor brasileiro para azeite e azeitona de mesa nos
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altimos 10 anos, projetos tem sido implementados nos estados das regifes Sudeste
e Sul para o desenvolvimento da olivicultura, visando diminuir a dependéncia por estes
produtos. Assim, a cultura vem ganhando importancia e ttm aumentado anualmente,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sado Paulo e Minas
Gerais, sendo que a cultivar Arbequina representa cerca de 50% dessa producgao
(RI1ZZO; ARGUMEDO, 2011; FAOSTAT, 2017). Devido a féacil adaptagdo as
adversidades ambientais € um dos cultivares produtivos que vem se destacando no
Rio Grande do Sul (Figura 1). No entanto, a maioria dos estudos desenvolvidos é
direcionada ao manejo e producdo e poucos tratam de métodos alternativos na
producdo de mudas, o que limitam informacdes a esse respeito (RAMOS, 2018).

Figura 1: Cultivo de oliveiras

Fonte: https://acientistaagricola.pt/cultura-oliveira

O Rio Grande do Sul é considerado o lider nacional de producédo de oliveira,
segundo dados obtidos da Secretaria da Agricultura do RS. A safra atual deve produzir
cerca de 70 mil litros de azeite de oliva no estado, esse niumero € 15 mil litros a mais
gue o produzido em 2017. A area cultivada de oliveiras aumentou neste ano cerca de
30%, chegando a mais de trés mil hectares em todo o estado (IBRAOLIVA, 2020).

Ao longo dos anos, muitas cultivares de azeitonas foram desenvolvidas para se
adequar as condi¢cdes de cultivo, sendo que as quatro principais cultivares para
producédo de azeite sdo: Koroneiki na Grécia, Frantoio na Italia, Arbequina na Espanha
e Mission nos Estados Unidos da América (KOSTELENOS; KIRITSAKIS, 2017).
Existe uma grande gama de cultivares, com caracteristicas proprias e resisténcia a
estresses que permitem o plantio da oliveira em varios locais do planeta, no estado
do Rio Grande do Sul sao as cultivares Arbequina, Manzanilla e Picual (COUTINHO
et al.,, 2009). Considerando a importancia que as oliveiras e seus produtos

representam para o mercado brasileiro, entidades governamentais incentivaram o seu
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cultivo por pequenos produtores no pais (TERAMOTO et al., 2010), que até o final de
2020 apresentava area cultivada equivalente a 6.200 ha apenas no Rio Grande do
Sul, embora somente 35% esteja em idade produtiva (4 anos) (DO SUL, 2022).

Além da importancia econémica, os produtos da oliveira sdo benéficos a saude
humana, pois possuem nutrientes importantes, tais como 4cidos graxos insaturados,
vitaminas e compostos fenolicos. O 6leo extraido dos frutos da oliveira, denominado
de azeite de oliva é constituido em sua maior parte por lipideos, sendo a maioria
constituida pelos acidos graxos monoinsaturados, principalmente o acido oleico
(CAVALHEIRO et al.,, 2014). Os compostos bioativos do azeite sdo ricos em
substancias com propriedades terapéuticas como carotenos, tiamina e riboflavina
(ARANTES, 2008; ABRUNHOSA, 2009) além dos compostos fendlicos, que podem
ser obtidos a partir de todos os 6rgaos da planta (BRAVO, 1998) que sdo responsaveis

pela acao antimicrobiana in vitro (TALHAQUI et al., 2015).

3.2 Cultivares Arbequina e Picual

Existem diversos cultivares de oliveiras que produzem azeitonas com diferentes
tamanhos, formas, firmeza, relacéo polpa/caroco e facilidade de desprendimento da
polpa do carocgo. Algumas cultivares séo indicadas para a producao de azeite e outras
para a producdo de azeitonas de mesa, podendo ainda ter cultivares com dupla
aptiddo. As cultivares encontradas no Rio Grande do Sul, sdo Arbequina, Picual,
Koroneiki, Frantoio, Arbosana, Coratina, Ascolana, Manzanilla, Leccino e Hojiblanca
(COUTINHO, 2007). A composicao das folhas de oliveira pode variar dependendo de
fatores como cultivar, clima, solo, regime de irrigacdo, e estado de desenvolvimento
da planta e exige a adaptacao as caracteristicas climaticas (precipitacao, temperatura,
humidade) associadas a latitudes e altitudes diferentes das correspondentes as
regides autoctones olivicolas (NOGUEIRA, 2012). Em consequéncia, o Oleo obtido de
ambientes fora da bacia mediterranea pode diferir em qualidade e composi¢ao
daqueles provenientes de regides mediterraneas tradicionais (GARCIA-GONZALEZ;
APARICIO, 2010; RONDANINI et al., 2014). Aléem das condic¢des climaticas e da area
geografica, muitos outros fatores, como cultivar, maturacdo dos frutos e praticas
agricolas, também podem influenciar a composicdo e a qualidade dos azeites
(DABBOU et al., 2010; RONDANINI et al. 2011; BAKHOUCHE et al., 2013).
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As culturas atuais séo, devido ao desenvolvimento geracional, o resultado
dessas propagacdes vegetativas, consequéncia de um longo processo bioldgico que
se consolidou em todos os espacos naturais da bacia mediterranica (ALVES, 2010).
Existem cerca de 30 géneros e cerca de 600 espécies de oliveiras espalhadas por
toda a geografia mundial, a maioria das quais, no entanto, localizadas na bacia do
Mediterraneo. O género Olea engloba cerca de 35 espécies incluindo a espécie Olea
europeae L. que é a Unica com frutas comestiveis (MESQUITA et al., 2010).

A producdo mundial de azeite é de cerca de 3 milhdes de toneladas por ano,
sendo que cerca de metade desta € produzida na Espanha, sendo Picual a cultivar
mais importante cultivada neste pais, no entanto o nimero de oliveiras da cultivar
Arbequina esta aumentando na Espanha e também em todo o mundo, como resultado
da crescente valorizacdo das caracteristicas organolépticas do seu 6leo e da boa
adaptacao da arvore ao cultivo em sebes de alta densidade (Tabela 1) (COUTINHO,
et al., 2009). Ambas as cultivares de azeitona destinam-se principalmente a producao
de azeite, que da origem ao bagaco de azeitona (alperujo) e as folhas como principais
subprodutos, ambos ricos em substancias bioativas como compostos fendlicos e
acidos triterpénicos. Verificou-se que possuem propriedades importantes, como
efeitos antioxidantes, anti-inflamatdérios, antimicrobianos e antitumorais, entre outros
(LOZANO-MENA, et al., 2014; TALHAOUI, et al., 2015).

Tabela 1: Caracteristicas de algumas variedades de oliveira com resultados
promissores para exploracdo comercial, no Estado do Rio Grande do Sul
(COUTINHO, et al., 2009).

Variedades Origem Destino H.C. Precocidade  Vigor D.C.
Arbequina Espanha azeite aberto precoce baixo meédia
Picual Espanha azeite aberto precoce médio espessa

H.C.: Habito de crescimento; D.C.: Densidade da copa.

A cultivar Arbequina tem como caracteristicas marcantes folhas verdes escuras
no verso e verde esbranquigada no reverso com peciolo forte, seus frutos (Figura 2)
sao pequenos elipticos e simétricos, com mesocarpo muito aderente, tem rendimento
graxo de aproximadamente 20%, sendo que o0 azeite possui baixo contetdo de acido
linoleico. E autofértil, com florada abundante, apesar de ser autofecunda é

recomendavel a associacdo da mesma com outras variedades para facilitar a
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polinizacdo e aumentar a produtividade (GOMES, 1979; GUERRERO, 2003). A
finalidade dessa cultivar é a producido de azeite. E resistente ao frio, suportando
temperaturas abaixo de 0° C. Tem precocidade e elevada producéo e resisténcia a
solos alcalinos e a qualidade do azeite dessa cultivar é excelente, apreciado pelo seu
sabor suave (BARRANCO, 2008), além de sua facil adaptacéo a sistemas de cultivo
de alta densidade e novas condi¢bes ambientais, tamanho pequeno, precocidade, alto
rendimento e boa qualidade do Oleo e outras caracteristicas agronémicas, como
flexibilidade de ramos e facil abscisédo dos frutos (RONDANINI et al., 2011).

Figura 2: Azeitonas da cultivar Arbequina

Fonte: Embrapa Clima Temperado

A cultivar Picual é a variedade mais importante do mundo, representando 50%
das oliveiras e arvores da Espanha e, portanto, aproximadamente 20% do mundo. A
sua distribuicdo geogréafica esta claramente ligada a Andaluzia, a principal regiao
produtora mundial, e especificamente as provincias de Jaén, Cordoba e Granada.
Essa variedade recebe nomes diferentes dependendo da area de producédo, mas seu
nome principal se deve ao formato do fruto (Figura 3) de tamanho médio, forma eliptica
e atingir ao maturidade, apresenta uma cor preta. Destaca-se pelo alto rendimento de
gordura, rapida entrada na producao e facil mecanizacédo durante a colheita, seu 6leo
tem grande estabilidade oxidativa, de qualidade mediana, porém destaca-se pelo alto
indice de estabilidade e elevado contetido de &cido oléico (GONZALEZ, 2016) é
vigorosa e facil de cultivar, muito produtiva, embora nédo seja muito resistente a solos
calcarios, no entanto, é considerada uma variedade auto-fértil, multiplica-se facilmente
por estacas semi-lenhosas, possui a capacidade de suportar bem as geadas, além de
se adaptar a diversas condi¢des climaticas e de solo, a maturagcdo de seus frutos
acontece, em geral, entre a segunda semana de novembro e a terceira de dezembro,

com um tempo médio de maturagcdo de aproximadamente 40 dias. Com azeitonas de
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entrada antecipada 3,2 g de peso, com alto teor oleico e rendimento de gordura entre
21 e 25% (EXPOSITO FERNANDEZ, 2021).

Figura 3: Azeitonas da cultivar Picual

Fonte: Revista Adega

3.3 Atividade antifungica de extratos vegetais

A resisténcia as drogas na terapia antifungica, um problema desconhecido até
alguns anos atrés, esta assumindo cada vez mais importancia principalmente em
pacientes imunossuprimidos, na medicina humana e veterinaria. Desse modo,
estudos com plantas medicinais e sua combinac¢éo a terapia convencional, fazem-se
essenciais, como uma abordagem para melhorar a eficicia das terapias antifangicas,
reduzir a toxicidade e os niveis de resisténcia aos antimicrobianos sintéticos
comerciais por patdogenos associados a doencas infecciosas. Assim, o0
desenvolvimento de novos compostos e novas abordagens terapéuticas sdo de
grande necessidade para o controle de infec¢des. (LUGMAN et al., 2007; FARIAS et
al., 2008; REICHLING et al., 2009; WALLER et al., 2016a; DONADU et al., 2021).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo, esse valor € conhecido como concentracao inibitoria
minima (CMI) (OSTROSKY et al., 2008; CORREA et al., 2018).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de extratos vegetais,
obtidos de diversas espécies botanicas, na promogéo da inibicdo do desenvolvimento
de varios fitopatdgenos de natureza flngica. Considera-se ainda, que a diversidade
dessas substancias poderia possibilitar a utilizacdo direta pelo produtor, por meio do
cultivo da planta possuidora dos compostos secundarios, preparo e aplicacao direta

do extrato nas culturas comerciais (CELOTO et al., 2008).
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A oliveira era muito utilizada na medicina popular brasileira como produto
natural, visando tratar infecgcbes e amenizar seus sinais clinicos (FENNER et al.,
2006). Da oliveira é possivel extrair substancias que apresentam acdo anti-
inflamatdria (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000), antimicrobiana (BISIGNANO et al.,
1999), antiviral (MICOL et al., 2005), e antitumoral (HAMDI et al., 2005), além de alto
poder antioxidante (AL-AZZAWIE et al., 2006). Nas folhas de oliveira, os polifenois
hidroxitirosol e oleuropeina séo os principais compostos fendlicos responsaveis pelas
propriedades antimicrobinas das mesmas (PUUPPONEN-PIMIA, 2001; PEREIRA et
al., 2006; PEREIRA et al., 2007). O problema da resisténcia microbiana esta
crescendo e, portanto, medidas devem ser tomadas para reduzi-la, como controlar o
uso de antimicrobianos, desenvolver pesquisas para melhor entender o mecanismo
genético da resisténcia e continuar a busca por novos farmacos, seja de origem
natural ou sintética (NASCIMENTO et al., 2000).

3.4 Candidose

As leveduras do género Candida sdo comumente observadas como comensais
da microbiota de homens e de animais, somente causando distarbios em presenca de
alteracdes quimicas, fisicas e imunoldgicas do hospedeiro (MORETTI et al., 2004,
SIDRIM; ROCHA, 2004; JACOBSEN et al., 2008). Porém, doencas atribuidas a essa
levedura, denominadas candidoses, vém apresentando um evidente aumento no
namero de relatos, estando em sua grande maioria relacionados a estados de
imunodeficiéncia (FERREIRO et al., 2002; BROWN et al., 2005; JADHAV; PAL, 2006;
BRITO et al., 2007; CLEFF et al., 2008).

Fatores que devem ser considerados para um possivel diagndstico séo: idade,
(geriatricos ou pediétricos), presenca de doencas autoimunes, uso de glicocorticoides,
diabetes mellitus, cateterismo venoso e urinario e administracdo de nutricdo parenteral
(MORETTI et al., 2004; CLEFF et al., 2008; MATSUDA et al., 2009). Assim como
estresse, ma nutricdo, uso inadequado de antibibticos (CLEFF et al., 2007; BLANCO;
GARCIA, 2008; BRITO et al., 2009b).

Apesar de ser considerada oportunista, existem relatos em animais
imunocompetentes (KOZAK et al.,, 2003; BROWN et al.,, 2005). As espécies de
leveduras do género Candida sdo encontradas em uma ampla variedade de nichos

ecologicos, que vao desde o solo, agua, objetos inanimados até seres humanos.
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Normalmente em hospedeiros clinicamente saudéaveis, elas exercem atividade
saprofitica cosmopolita, colonizando a microbiota da pele e de mucosas dos tratos:
digestivo, urinario, bucal e vaginal, desde o nascimento, ndo causando nenhum
prejuizo patogénico (SILVA, 2011; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; ALENCAR,
2013).

Atualmente, existem cerca de 200 (duzentas) espécies de leveduras do género
Candida, sendo que pouco mais de 20 espécies séo responsaveis por infeccdes em
seres humanos, dentre as quais se destaca C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii,
C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. tropicalis e C. Krusei, C. fumata e C. rugosa. Dessas,
a C. albicans representa o principal patdégeno, mas atualmente espécies “nao
albicans”, como C. parapsilosis e C. tropicalis, vem sendo frequentemente descritas
em casos clinicos em humanos e animais (NEGRI et al., 2010; SILVA, 2011;
COLOMBO et al., 2013; NUCCI et al., 2013; VALLABHANEN!I et al., 2016).

A candidiase é reconhecida como grave problema de saude publica nas regifes
subdesenvolvidas, mas também ¢é preocupante nos paises desenvolvidos. A
gravidade da doenca, associada a condi¢cdes debilitantes do paciente, leva a um
aumento do tempo de internacdo hospitalar, acarretando elevagcdo nos custos
socioecondmicos (GIOLLO; SVIDZINSKI, 2010).

Um dos antifingicos convencionais que sdo amplamente utilizados no
tratamento de candidiase € o antifungico azdlico como fluconazol, voriconazol,
itraconazol, cetoconazol. A maioria dos azolicos (antifUngicos) tem varias limitacdes
nos efeitos colaterais, como erupg¢des cutaneas, coceira, diarreia, dor abdominal,
vermelhiddo da pele e danos no figado. Esse problema é exacerbado pelo surgimento
de cepas de C. albicans que s&o resistentes aos grupos antifiangicos azélicos
(WHALEY et al., 2017).

3.5 Dermatofitose

Dermatofitoses sdo micoses superficiais, causadas por fungos filamentosos
denominados dermatofitos que sdo capazes de degradar estruturas queratinizadas
como pelos, unhas e pele, dependendo do estado imunoldégico do hospedeiro, o
tamanho e a duragéo das lesdes provocadas podem variar em maior ou menor grau
(CHERMETTE et al., 2008). Frequentemente, observam-se alopecia circular

demarcada com inflamacéo ativa na periferia, podendo apresentar crostas na regiao
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central com prurido sendo diferenciados através de aspectos macroscopicos,
microscoépicos e fisiologicos (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; LACAZ et AL.,
2002). Sé&o classificados em trés géneros: Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, sendo que as espécies que mais acometem cées e gatos sdo M.
canis, M. gypseum e T. mentagrophytes (GIANELLI et al, 2010).

A enfermidade é cosmopolita muitas das dermatofitoses sdo zoonoses,
altamente contagiosas e de importante risco a saude publica, (BALDA et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2015), afetando cerca de 25% da populacdo mundial e tem origem
do contato com animais infectados, compondo grande parte da casuistica em
laboratorios de micologia veterinaria, dessa forma, se fazem necessérios métodos
ageis e confiaveis na deteccdo da doenca. De maneira geral, o contagio se da pelo
contato direto com outros animais contaminados ou em contato com o homem.
Fatores como aglomeracdes, umidade, estresse e imunodeficiéncia do animal,
predispdem a doenca (SILVEIRA et al., 2003; VIANI, 2015).

As infeccbes por dermatdéfitos em animais sdo relativamente dificeis de tratar,
devido aos fungos estarem protegidos pelas hastes e foliculos pilosos e, assim, o
tratamento ideal consiste na associagdo de terapia topica, para remover 0S esporos
fungicos da haste dos pelos e terapia sistémica, para agir no foliculo piloso (PATEL;
FORSYTHE, 2010; MORIELLO, 2014; ROSSI; ZANETTE, 2018). Para o tratamento
da dermatofitose em cées e gatos sdo utilizados medicamentos de uso tépico e
sistémico, no entanto, a terapia nem sempre € eficiente, o que estimula o crescimento
de estirpes resistentes e a continuidade do processo infeccioso. Nas infec¢bes por
Microsporum canis e M. gypseum, o tratamento tende a ser prolongado, sendo
necessario em determinados pacientes a combinacdes terapéuticas para obtencao da
cura clinica (GIANELLI et al., 2010).

No tratamento sistémico os antifingicos normalmente utilizados sdo a
griseofulvina, o cetoconazol e o itraconazol, porém a sua utilizacdo implica em
administracdes diarias, por via oral e por longos periodos (60-90 dias) (PATEL,
FORSYTHE, 2010; MATTEI et al., 2014; MORIELLO et al., 2017). Os produtos
topicos, geralmente sdo empregados antifGngicos como miconazol, cetoconazol e
clotrimazol (VIANI, 2015; HNILICA; PATTERSON, 2018).

Fatores como efeitos colaterais, elevado custo das drogas e dificuldade da
maioria dos proprietarios em administrar medicamentos por via oral aos gatos tém

tornado o tratamento e a erradicacdo da dermatofitose um desafio na clinica de felinos
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(RAMADINHA et al., 2010). A ocorréncia de casos de resisténcia de leveduras e de

dermatdfitos a antifingicos vem fazendo com que estudos sobre a atividade
antimicrobiana sejam cada vez mais frequentes (AHMAD et al. 2010; PERES, 2010).

3.6 Esporotricose

Esporotricose € uma micose subcutanea, de implantacdo, de ocorréncia
mundial e endémica no Brasil (GREMIAO et al., 2021). A enfermidade pode acometer
diversas espécies e ja foi descrita em equinos, céaes, felinos, bovinos, suinos, camelos,
primatas e no homem (ALMEIDA et al., 2018). A Esporotricose nao é uma doenca de
notificacéo obrigatdria no Brasil, com excecdo de Pernambuco e Rio de Janeiro que
possuem notificacdo compulsoria (MILLINGTON, 2017).

A doenca é ocasionada por espécies do género Sporothrix, principalmente S.
brasiliensis, S. schenckii e S. globosa, sendo que por um longo periodo o Sporothrix
schenckii foi considerado o Unico agente da doenca. A esporotricose é considerada
uma ergodermatose, pois estava relacionada a profissionais que lidavam diretamente
com a terra, como: agricultores, jardineiros, sementeiros, floristas e trabalhadores
florestais, que se infectavam ao se machucarem em espinhos, talos de planta ou palha
contaminada, ocorrendo a inoculacdo do agente através da ferida (GONCALVES et
al., 2019; GREMIAO et al., 2021). Esse fato pode ser explicado pela caracteristica
geofilica do agente que pode ser encontrado no meio ambiente, no solo, em arvores
e terrenos baldios por conterem matéria organica e vegetacdo em decomposicao
(GREMIAO et al., 2021).

Atualmente a espécie de maior ocorréncia no Brasil é o Sporothrix brasiliensis,
ocorrendo notificacdes dessa doenca em todas as regides, sendo o sudeste e o sul
as regides de maior prevaléncia (GREMIAO et al., 2021). Sua importancia para a
saude publica como enfermidade emergente esta associada principalmente com
casos que envolvem a transmisséo zoonaética por mordedura, arranhadura ou contato
direto com gatos infectados (BARROS, 2011). Os sinais clinicos em felinos se
apresentam com lesdes localizadas ou multiplas, como ulceras, nédulos subcutaneos
(que podem drenar material sero-sanguinolento) e crostas, podendo evoluir para a
forma disseminada e sistémica da doenca. A forma mais comum em humanos e caes
€ a linfocutanea, caracterizada por envolvimento do sistema linfatico, acompanhado

pela ocorréncia de nodulos subcutaneos, que podem evoluir para necrose, liquefagao
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do conteudo e ulceracdo, mostrando o aspecto conhecido como cancro
esporotricético. (MORGADO et al., 2016; GREMIAO et al., 2021).

Devido a diversidade de apresentacdes clinicas, ela pode se assemelhar a
muitas outras doencas infecciosas e nao infecciosas, tanto tegumentares quanto
sistémicas, sendo a leishmaniose tegumentar a mais comum delas (SILVA et al.,
2012). Em algumas regibes do Brasil a esporotricose é negligenciada e
subdiagnosticada, principalmente pelo médico veterinario, tornando o controle e
prevencao da doenca dificil (POSTER et al., 2019).

A doenca tem cura, porém o tratamento desta micose, em geral, esta
relacionado ao uso prolongado de antifungicos sistémicos. O itraconazol, antifiingico
da classe dos triazdlicos, € o farmaco de escolha para tratamento de felinos com
esporotricose, pois apresenta menos efeitos adversos quando comparado aos demais
farmacos antifingicos (SCHUBACH et al., 2004; PEREIRA et al., 2010). Gatos com
esporotricose que utilizaram o medicamento apresentaram cura clinica em 71% dos
casos. As falhas nos tratamentos foram maiores em animais com lesées na mucosa
nasal e no trato respiratério (SOUZA et al., 2018).

Diversos estudos vém demonstrando a resisténcia ao itraconazol nesses
pacientes (CROTHERS et al., 2009; GREMIAO et al., 2011), muitos casos S&o
comprovadamente refratarios ao antifungico convencional, assim € crescente o
namero de casos com falhas terapéuticas. Varios fatores podem comprometer a cura
clinica, como escolha do farmaco, posologia (KINNISSON et al., 2015; SIVEN et al.,
2017) e susceptibilidade antifungica (OTTONELLI STOPIGLIA et al., 2014; BORBA-
SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2000). Com o aparecimento de resisténcia,
novas alternativas de tratamento estdo sendo empregados, inclusive a utilizacdo do
itraconazol em associacdo com outros medicamentos, como iodeto de potassio, iodeto
de sdédio, anfotericina-B, cetoconazol e até mesmo em associagdo com remocao
cirurgica (DA ROSA et al, 2017). A falha do tratamento associada a baixa
susceptibilidade de Sporothrix brasiliensis ao itraconazol tem sido descrita em estudos
recentes que demonstraram resisténcia do fungo frente a diferentes marcas
comerciais e compostos (WALLER et al., 2020b), e também a resisténcia in vitro de
Sporothrix brasiliensis correlacionado com a falha terapéutica in vivo (NAKASU et al.,
2021).
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RESUMO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore caracteristica da Regiao Mediterranea, conhecida
mundialmente pelo seu fruto, a azeitona. E um dos cultivos mais antigos, principalmente
devido a facil adaptacdo as adversidades ambientais. No estado do Rio Grande do Sul, seu
cultivo teve inicio em 1948 e vem apresentando grande destaque. Entre outros compostos
produzidos pela oliveira, os fendlicos, especialmente os polifendis hidroxitirosol e a
oleuropeina, demonstraram acdo antimicrobiana in vitro, porém existem poucos relatos sobre
a atividade antifungica. O objetivo desta revisado foi relatar a atividade antimicrobiana de Olea
europaea L. e comparar os resultados dos testes realizados com as distintas variedades e
extratos. Foram selecionados onze trabalhos publicados entre os anos de 2000 e 2018. Os
experimentos avaliados neste estudo permitiram concluir que os diferentes extratos da
oliveira, preparados através de uma extracdo simples, apresentaram uma satisfatéria
atividade antimicrobiana in vitro. A variedade Arbequina e o método de difusdao em agar foram
os mais utilizados nos experimentos analisados. Os extratos da oliveira tém demonstrado
resultados promissores relacionados a efeitos anti-inflamatdérios, antioxidantes e
antimicrobianos. Estudos in vivo sdo necessarios para confirmar a atividade terapéutica dos
diversos compostos da arvore.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Oliveira. In vitro.

INTRODUCAO
A oliveira (Olea europaea L.), pertencente a familia Oleaceae é uma arvore caracteristica da
Regido Mediterranea, é um dos cultivos mais antigos, principalmente devido a facil adaptacao

as adversidades ambientais (HOFFMANN, 2001; SCHLEMMER, 2011). A Regido Mediterranea
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é responsavel atualmente por 98% do total de drea cultivada de oliveiras em todo o mundo e
fornece a maioria do azeite consumido no mercado internacional (EL; KARAKAYA, 2009).

A importancia econdmica da oliveira tem origem no seu fruto, a azeitona, que contém
substancias importantes do ponto de vista nutricional, tais como 4cidos graxos insaturados,
vitaminas e compostos fenélicos. Esses compostos também estdo presentes no azeite de oliva
(RIACHY et al., 2011). As plantas produzem dois tipos de metabdlitos, os primarios e os
secunddrios. Os metabdlitos primarios estao relacionados com o armazenamento de energia
e manutencgao nutricional da vida da planta, os secundarios estdao envolvidos com a defesa
frente a estresses bidticos ou abidticos, chamativos para insetos polinizadores ou dispersores
de sementes ou até mesmo promovendo a simbiose entre planta e micro-organismos. Em
relacdo as vias de sintese e suas semelhancas estruturais, os metabdélitos podem ser divididos
em trés grupos, sendo classificados como compostos terpendides, fendlicos ou nitrogenados
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

A oleuropeina é o composto fendlico mais abundante presente nas folhas da oliveira (Olea
europaea L.) (AL-AZZAWIE; ALHAMDANI, 2006; AOUIDI et al., 2012), sendo considerado um
éster do acido elendlico e 3,4-dihidroxifenil etanol (TAN et al., 2003) que, apds a ingestdo, é
metabolizado para hidroxitirosol, considerado também um importante antioxidante (ZOIDOU
et al., 2014). Alguns trabalhos de pesquisa tém destacado o potencial farmacoldgico da
oleuropeina, demonstrando suas atividades: antimicrobiana (TRIPOLI et al., 2005),
antioxidante (VISIOLI et al., 2002), antiviral (MICOL et al., 2005) e anti-inflamatdria (VISIOLI et
al., 1998). Com isso, surgiu o interesse em estudar os métodos para sua extracao bem como a
aplicacdo em produtos nas areas alimenticia, cosmética e farmacéutica.

O Brasil é um grande importador de 6leo de oliva, posicionando-se na lista dos 10 paises de
maior consumo no mundo (SA et al., 2019). No pais a cultura da oliveira se instalou
inicialmente no sul e sudeste, e em 1948 foi oficialmente introduzida no Rio Grande do Sul,
através da criacdo do 6rgdo especializado da Secretaria da Agricultura (Servico Oleicola), com
a finalidade de superintender e orientar os trabalhos de fomento e pesquisa (CARDOSO; DIAS,
2018). Com o passar dos anos, alguns pioneiros plantaram em Uruguaiana (RS), olivais com
mudas oriundas da Argentina com assisténcia técnica argentina e brasileira. Posterior a este
fato, a Secretaria de Agricultura local se interessou pela oliveira e incentivou a implantacdo de
grandes olivais em varios pontos do territdrio gaucho, destacando-se a Regido da Campanha

Gaucha (Cacapava do Sul, Dom Pedrito e Candiota) (TERAMOTO et al., 2010). J& existem
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algumas experiéncias com a produgao de oliveiras no Brasil, em microclimas favoraveis a
cultura, como é o caso de algumas regidoes da Serra da Mantiqueira nos estados de Minas
Gerais e S3o Paulo, com altitudes maiores que 1.000 metros e Regido Sul do Brasil, com
condi¢Oes naturais para cultivo, como nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(BERTONCINI et al., 2010).

Considerando-se a importancia que as oliveiras e seus produtos representam para o mercado
brasileiro, entidades governamentais incentivaram o seu cultivo a pequenos produtores no
pais, que ja apresentavam areas cultivadas equivalente a 400 ha na Regido Sul (TERAMOTO et
al., 2010).

No Brasil, as variedades predominantes sdo a Arbequina, Grappolo, Maria da Fé, entre outras
(VILLA; OLIVEIRA, 2012), sendo que algumas sdo destinadas a producdo de azeite de oliva, que
é obtido por meio da compressao direta da azeitona, como a Koroneiki, Arbequina, Arbosana
e Grappolo, pois conseguem obter um alto rendimento do 6leo produzido pelos frutos.
Arbequina é uma das mais importantes devido as suas caracteristicas de vigor vegetativo,
precocidade, alto rendimento em azeite e boa resisténcia ao ataque de pragas e doencas
(OLIVEIRA et al., 2003). Cada cultivar da arvore é destinado a uma determinada produgao,
dependendo de suas caracteristicas particulares, no rendimento do produto destinado e
necessidades para adaptacdo ao clima de cada regido (CAVALHEIRO, 2013).

Poucos sdo os conhecimentos agronémicos e fitoquimicos dos materiais produzidos no pais,
como também de seus subprodutos, uma vez que grande parte dos materiais resultantes de
poda dos olivais e da extracdo do azeite sdo descartados, sem destino produtivo (BERTONCINI
et al., 2010). O objetivo desta revisao foi relatar a atividade antimicrobiana de Olea europaea
L. e comparar os resultados dos testes realizados com as distintas variedades e extratos, para
tanto foram selecionados onze trabalhos publicados entre os anos de 2000 e 2018.
METODOLOGIA

Para este estudo, procedeu-se uma revisdo da literatura utilizando as seguintes bases de
dados: Medline, SciELO, PubMed, LILACS, Science Direct e Google Académico. Foram avaliados
artigos publicados entre os anos 2000 e 2018. As buscas foram realizadas utilizando-se as
palavras-chave: extratos de vegetais, oliveira e in vitro. Foram selecionadas publicacdes que
se enquadraram no tema proposto (artigos originais, artigos de revisao para verificacdo da
conclusdo, dissertacdes, teses e livros, escritos em lingua portuguesa e em lingua inglesa).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram selecionados onze trabalhos cientificos.
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METODOS DE EXTRACAO

A escolha do método de extragdo é considerada uma das etapas mais criticas das pesquisas
envolvendo produtos naturais. Os extratos preparados com tamanho de particulas foliares
menores e obtidos apds filtragdo com tecido apresentaram maior poder de inibigdo. O efeito
da temperatura n3do é significativo na obtencdo de extratos com potencial de inibicdo, ja o
efeito da rotagao é significativo (MARTINY et al., 2016).

Os métodos mais utilizados para extracdo de compostos de uma matriz vegetal sdo a
macerac3o, a extracdo assistida por ultrassom e a extrag¢do assistida por micro-ondas (SIMOES
etal., 2010). A eficiéncia do processo de extracdao depende de diversos parametros, tais como:
o tipo de amostra, a substancia a ser extraida e a sua localizacdo no material vegetal, além do
tipo de solvente (XYNOS et al., 2012) e da temperatura da extracdao (GALANAKIS et al., 2010).

Maceragao

A maceragdao é um dos métodos mais utilizados para a obtenc¢dao de compostos fendlicos a
partir de fontes vegetais, através do simples contato da droga vegetal com o liquido extrator
por um periodo determinado; pode ser estdtica, quando o contato entre soluto e solvente é
realizado em repouso, ou dinamica, quando a mistura é mantida sob agitacao (FALKENBERG
et al., 2010). E indicada para fabricacdo de extratos sensiveis a degradacdo térmica, quando
se quer manter as caracteristicas sensoriais da planta e nao exaurir a extracao dos ativos. Este
é considerado um processo simples, uma vez que emprega o aguecimento e/ou agitagdo, a
fim de alcancgar a dissolugao das substancias presentes na amostra sélida para o solvente
extrator (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Jimenez et al. (2011) estudaram a
obtencdao de extratos a partir folhas secas de oliveira, moidas e pré-escaldadas em agua
guente, e maceradas em etanol e agua, por 24 horas, a temperatura ambiente, obtendo
extratos hidroalcodlicos com 29% de oleuropeina.

Extracdo assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom utiliza ondas sonoras de alta frequéncia para favorecer a
penetracdo e a transferéncia de massa, aumentando a solubilidade e difusividade dos
compostos (PANJA, 2018). Xie et al. (2015) constataram que as melhores condicGes para a
extragdo de oleuropeina foram obtidas utilizando etanol 75%, temperatura de extragao igual

a 50 °C, 600 W de energia do ultrassom, tempo de extracdo de trés minutos e pressdo de
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extragdo igual a 25 kilopascal. Tais condigdes proporcionaram um rendimento total de
oleuropeina de 7,67 + 0,02%.

Extragao assistida por micro-ondas

A extracgdo assistida por micro-ondas utiliza o aquecimento do solvente através da aplicacao
de radiacdo eletromagnética gerada pelo aparelho (PANJA, 2018). Taamalli et al. (2012)
avaliaram a extragao de compostos fendlicos das folhas de oliveira com o auxilio de micro-
ondas a temperatura de 80 °C, durante seis minutos, utilizando uma mistura de metanol/dgua
como solvente da extragdo, o que resultou em um rendimento final de 16,7% para os
compostos fendlicos. Em outro estudo conduzido por Japdn-Lujan et al. (2006), realizou-se a
extracdo da oleuropeina das folhas de oliveira utilizando a técnica de micro-ondas, em uma
mistura de etanol/4dgua, obtendo-se assim, um teor igual a 2,3% do composto.

A extracdo sdlido-liquido empregando solventes organicos, como etanol, metanoal,
cloroférmio e acetato de etila, por exemplo, € uma das técnicas mais utilizadas para a
obtencdo de compostos ndo volateis. Varias técnicas podem ser aplicadas, tais como
extracOes a frio, empregando maceracgdo, percolagdo ou turbo extracdo. Hd também as
extracbes a quente que podem ser realizadas em sistemas fechados, como a extracdo
utilizando-se o aparelho de Sohxlet, ou em sistemas abertos, como nos métodos de decocgao

ou infusdo (FALKENBERG et al., 2010).

Sahin et al. (2011), estudaram processos de extracao de compostos fendlicos a partir de fontes
vegetais, por meio de Soxhlet (aparelho que utiliza o refluxo do solvente em um processo
intermitente, o reagente ndo entra em contato com o solvente), tendo sido avaliados varios
tipos de solventes (hexano, d4gua, metanol, etanol e a mistura de metanol/hexano), com um

rendimento de oleuropeina de 37,84 mg/g de folha seca utilizando o metanol como solvente.

A extracdo com fluido supercritico (TABERA et al., 2004; XYNOS et al., 2012) e a extra¢do com
fluido pressurizado (LOZANO-SANCHEZ et al., 2014) também foram descritas como métodos

potenciais para obter oleuropeina das folhas de oliveira.

A literatura relata extratos aquosos, hidroalcodlicos e alcodlicos em diversas proporgoes,
feitos a partir de folhas verdes ou secas, de casca, de frutos, de sementes e, até mesmo, de
botdes florais. O uso de solventes hidroalcoélicos, obtidos a partir de diferentes proporg¢des
de dgua e etanol, é eficiente para a extra¢do bruta de taninos e saponinas (FALKENBERG et al.,

2010).
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METODOS DE AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica dos extratos, diferentes métodos
podem ser utilizados, sendo os mais conhecidos: método de difusdo em dgar por poco, disco-
difusdo e métodos de macrodiluicao e microdilui¢do, os quais sao realizados em caldo. Os
métodos de difusdo em 3agar ou em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado
isolado bacteriano (CLSI, 2017). Para determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) ou a
concentragdo minima bactericida (CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado o
método de microdiluicdo em caldo como sendo o mais confidvel para avaliar agentes
antimicrobianos, por fornecer resultados quantitativos e ndo ser influenciado pela velocidade
de crescimento do micro-organismo (OSTROSKY et al., 2008). Por outro lado, Othman et al.
(2011), propuseram que, tanto o uso em base caldo como em base agar sdao necessarios para
obtencao de resultados confidveis da atividade antimicrobiana de extratos de plantas. Embora
geralmente sejam utilizadas as normatizacdes internacionalmente conhecidas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) como base para testes de suscetibilidade antimicrobiana,
as diretrizes sdo direcionadas para antimicrobianos com parametros ja conhecidos. Ha poucos
estudos comparativos relatando qual é o melhor método a ser utilizado para avaliar a
atividade antimicrobiana de extratos vegetais, mesmo no que se refere as metodologias
usualmente utilizadas. Além disso, ha a necessidade da uniformizacdo dos métodos de
extracao e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser mais eficiente e a interpretacao dos
resultados mais facilitada e confidvel (COWAN, 1999). A auséncia de padronizacao das
metodologias limita as pesquisas sobre atividade antimicrobiana de extratos vegetais,
especialmente em relacdo a comparacdo de resultados obtidos por diferentes pesquisadores,
gue avaliam a mesma amostra com diferentes metodologias. Isso esta relacionado a um
carater multifatorial que pode modificar a inibicdo in vitro de crescimento de micro-
organismos, como o método de obtencdo dos extratos, a espécie de micro-organismo
utilizada, a concentracdo da amostra e do indculo e o método empregado para a avaliacao da
atividade antimicrobiana (KING et al., 2008).

Método de difusao

A aplicacdo do método de difusdo se limita a micro-organismos de crescimento rapido, sendo
eles aerdbios ou aerdbios facultativos. A avaliagcdao é comparativa frente a um padrao bioldgico

de referéncia (controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é medida
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partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde hd crescimento de micro-
organismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991). De acordo com a dimensao do halo os micro-
organismos podem ser classificados como: sensiveis, quando o didmetro da zona de inibicao
€ maior ou ndo mais do que 3 mm menor que o controle positivo; moderadamente sensiveis,
halo maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e resistentes,
didametro igual ou menor que 2 mm. Como controle positivo, emprega-se um quimioterapico
padrdo, e como controle negativo o solvente utilizado para a dissolucdo dos extratos
(KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

As condicbes de incubagdo recomendadas sdao temperatura de 35-37 °C para bactérias
durante 24 a 48 horas e para fungos de 25 a 27 °C por 48 a 72 horas (AYRES et al., 2008;
MOODY et al., 2004; SPRINGFIELD et al., 2003). As técnicas de aplicacdo da substancia
antimicrobiana no método de difusao sdao por meio de disco, cilindros de aco inoxidavel ou
vidro e perfuracdo em agar (PINTO et al., 2003).

Método de diluicio em caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporg¢do de crescimento do
micro-organismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substadncia ensaiada. A
avaliacdo é comparada frente a um padrao bioldgico de referéncia. Entende-se por propor¢ao
a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano (PINTO et al., 2003). O
método fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento
dos micro-organismos. Sua desvantagem é a dificuldade na deteccao de contaminac¢do no
caso de teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com o
guimioterdpico padrdao com a suspensao padronizada do micro-organismo em teste, e como
controle negativo o meio de cultura com o solvente usado para dissolu¢cdo da amostra e a
suspensao microbiana. Duas metodologias podem ser empregadas: macro e microdiluicdo
(SAHM; WASHINGTON I, 1991).

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de
micro-organismos resistentes e de infeccdes oportunistas fatais que necessitam tratamentos
mais brandos (PENNA et al., 2001).

Quanto as propriedades antimicrobianas, alguns estudos ja foram realizados sobre a acdo
antibacteriana. Tripoli et al. (2005) revisaram os trabalhos de iniUmeros pesquisadores que

avaliaram a atividade bactericida in vitro dos componentes fendlicos (oleuropeina, tirosol e
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hidroxitirosol) da azeitona e do azeite. Dentre eles, pode-se citar a inibicdo de crescimento da
enterotoxina B produzida por Staphylococcus aureus (TRANTER et al.,, 1993); inibicao
completa do desenvolvimento de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Bacillus cereus
(AZIZ et al., 1998); eficiéncia antibacteriana na inibicdo de Staphylococcus aureus, espécies de
Salmonella e espécies de Vibrio com oleuropeina e hidroxitirosol (BISIGNANO et al.,1999);
atuagdes contra virus, fungos e bactérias que afetam o sistema respiratério e gastrointestinal
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2000). Medina et al. (2006) estudaram os vérios componentes da
azeitona e relataram que a oleuropeina foi o mais eficiente na inibicdo, destruindo a
membrana das bactérias do estudo. Mendes (2012) demonstrou a inibicao de Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli quando expostos a fermentacdo
natural de azeitonas.

Na Tabela 1 estdo demonstrados os resultados obtidos por diversos experimentos que

avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de oliveira.



Tabela 1 - Estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos de oliveira (Olea europaea L.).

36

Micro-organismos
testados

Inibicao

Método para avaliar a

atividade

Variedade das folhas
de oliveira

Tipos de extratos

Autor (ano)

Escherichia coli
Pseudonomas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Klebsiella pneumoniae
Trichophyton mentagrophytes
Microsporum canis
Trichophyton rubrum
Candida albicans

+ + +

Difusdo em agar

N.I.

Extragdo sélido-liquido
(Aquoso)

MARKIN et al.,
2003.

Tricophyton mentagrophytes
Microsporum canis
Candida spp.

+ o+ [+ + + + +

Diluicdo em caldo

N.I.

Extracdo soélido-liquido

BATTINELLI et al.,
2006.

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces uvarum
Metschnikowia fructicola
Kloeckera apiculata
Candida oleophila
Schizosaccharomyces pombe

Difusdo em agar

N.I.

Extracdo soélido-liquido
(Etandlico)

KORUKLUOGLU et
al., 2006.

Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Pseudonomas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Cdndida albicans
Cryptococcus neoforms

Macro-caldo-diluigdo

N.I.

Extracdo soélido-liquido
(Aquoso)

PEREIRA et al.,
2007.

Campylobacter jejuni
Helicobacter pylori
Staphylococcus aureus

Diluicdo em &agar e caldo
técnica de microdiluicdo

N.I.

Azeite Comercial

SUDJANA et al.,
20009.

Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Difusdo em agar

Arbequina

Extragdo sélido-liquido

RIBEIRO et al.,
2016.

Escherichia coli

+ 4+ +|+ F |+ o+ o+ |+ o+ o+ o+

Difusdo em agar

Arbequina

Extragdo sélido-liquido
(Aquoso)

MARTINY et al.,
2016.
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Escherichia coli + Diluicdo em agar N.1. Azeite Comercial BELTRAN et al.,
Staphylococcus aureus + 2016.
Escherichia coli + Difusdo em agar Arbequina Extracdo soélido-liquido ANTUNES et al.,
Staphylococcus aureus + Koroneike (Aquoso) 2017.
Frontoio Arbosana
Manzanilha
Escherichia coli + Difusdo em agar Arbequina Extragdo sélido-liquido MARTINY et al.,
2017.
Candida albicans - Teste de microdiluigdo Arbosana e Extracdo soélido-liquido TERAMOTO et al.,
Pseudomonas aeruginosa - Koroneike (Etandlico) 2017.
Escherichia coli +
Enterococcus hirae -
Staphylococcus aureus +
Staphylococcus epidermides -
Salmonella enteritidis +

Salmonella choleraesuis

+: quando houve inibi¢cdo do micro-organismo;
-: quando ndo houve inibigdo do micro-organismo;
N.l.: variedade das folhas ndo informada.
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As diferentes metodologias utilizadas nos onze experimentos selecionados dificultaram a
comparac¢do dos resultados. Segundo Fennel et al. (2004), as variagcdes ocorrem devido a
fatores como: a técnica utilizada, o micro-organismo e as cepas utilizadas no teste, a origem
da planta, a época da coleta, se os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou
secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para
expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais, porém pode-se
confirmar o seu potencial promissor como antimicrobiano dependendo do extrato,
concentragdo e micro-organismo utilizado.

O método de difusdo foi o mais utilizado nos testes, pois fornece resultados qualitativos. E um
dos métodos de suscetibilidade mais simples, confidvel e mais utilizado. No método de disco-
difusdo, um disco de papel de filtro impregnado com uma concentragdo conhecida de um
composto antimicrobiano é colocado na placa de dgar. O antimicrobiano se difunde no agar
de acordo com as propriedades de difusdo, solubilidade e peso molecular do composto.
Juntos, esses fatores resultam em valores de inibicdo Unicos, formando halos de
suscetibilidade do antimicrobiano definindo sensibilidade ou resisténcia microbiana, do ponto
de vista clinico (BAUER et al., 1966).

A atividade antimicrobiana de Olea europaea L. tem sido extensivamente investigada nas
ultimas quatro décadas. Esses esforcos cientificos se concentraram principalmente na
atividade antimicrobiana global dos extratos brutos contra uma grande variedade de bactérias
e alguns fungos (THIELMAN et al., 2017). Os micro-organismos testados nos estudos foram:
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Candida spp., Candida albicans,
Candida oleophila, Cryptococcus neoforms, Enterococcus hirae, Escherichia coli, Helicobacter
pylori, Klebsiella pneumoniae, Kloeckera apiculata, Metschnikowia fructicola, Microsporum
canis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Salmonella entérica,
Staphylococcus  epidermidis,  Saccharomyces cerevisiae, = Saccharomyces uvarum,
Schizosaccharomyces pombe, Staphylococcus aureus, Trichophyton rubrum e Trichophyton
mentagrophytes.

De maneira geral, a capacidade antimicrobiana dos compostos fendlicos é bem conhecida.
Nas folhas de oliveira, os polifendis hidroxitirosol e oleuropeina sdo os principais compostos
fendlicos responsaveis pelas propriedades antimicrobianas das mesmas, estes compostos
mostraram atividade antimicrobiana in vitro, no entanto, ainda ha pouca informacao sobre a

sua aplicabilidade com potencial antifungico (PEREIRA et al., 2006; PEREIRA et al., 2007;
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PUUPPONEN-PIMIA, 2001;). Outros componentes como: principios amargos (olivamarina),
flavonoides (rutina, pigmentos flavonicos), déleos essenciais, taninos, colina, derivados
terpénicos, proteinas, sais minerais, acidos organicos e vitaminas, certamente contribuem
para os efeitos antimicrobianos observados (CAVALHEIRO et al., 2014). Além disso, os extratos
podem ser mais benéficos do que os constituintes isolados, um determinado componente
individual bioativo pode alterar suas propriedades na presenga de outros compostos
presentes nos extratos (PEREIRA et al., 2007).

De acordo com Simdes et al. (2010), alguns flavonoides sdo responsaveis por atividades anti-
inflamatdrias e antimicrobianas. Segundo Cowan (1999), os terpenos sdo ativos contra
bactérias, virus, fungos e protozodrios. Terpenos sdo citados por apresentarem atividade
antimicrobiana contra vdrias bactérias, tais como: Helicobacter pylori, Bacillus subtillis,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e menor atividade contra
Candida albicans, dependendo do terpeno. Assim estes compostos podem estar envolvidos,
isoladamente ou em associacdo, na atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das
folhas. Mesmo nao tendo sido realizada a andlise da composicao quimica das folhas, trabalhos
mostraram que estas sdo ricas em compostos fendlicos. O trabalho de Pereira et al. (2007)
mostrou que o uso das folhas de oliva como nutracéutico pode diminuir o risco de infec¢des
microbianas, particularmente no trato intestinal e respiratério, principalmente por causa dos
compostos fendlicos.

Os resultados dos experimentos selecionados demonstraram que os extratos das folhas da
oliveira apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra inUmeros agentes
patogénicos, os poucos resultados divergentes podem ser explicados pelos diferentes
cultivares de azeitona utilizados e pelos diferentes métodos de preparacdo das amostras
(MARKIN et al., 2003; RANALLI et al., 2006).

CONCLUSAO

Os extratos das folhas da oliveira demonstraram ac¢do antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e fungos. Nos experimentos selecionados, na maioria dos casos, os
extratos foram produzidos através de uma extracdo simples (sélido-liquido) de folhas da
variedade Arbequina, sendo que o método de difusdo em agar foi o mais empregado para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana.

O uso de extratos das folhas da oliveira tem demonstrado resultados promissores e eficazes

podendo ser inseridos como terapia inovadora e Util no desenvolvimento de novas estratégias
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de tratamento para efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e antimicrobianos. Estudos in

vivo sdo necessarios para confirmar a atividade terapéutica dos diversos compostos da arvore.

ANTIMICROBIAL EVALUATION METHODS OF EXTRACTS OF DIFFERENT
VARIETIES OF Olea europaea L.: LITERATURE REVIEW

ABSTRACT

The olive tree (Olea europaea L.) is a characteristic tree of the Mediterranean region, known
worldwide for its fruit, the olive. It is one of the oldest crops, mainly due to its easy adaptation
to environmental adversities. In the state of Rio Grande do Sul, its cultivation began in 1948
and has been showing great prominence. Among other compounds produced by the olive
tree, phenolics, especially the polyphenols hydroxytyrosol and oleuropein, have
demonstrated antimicrobial action in vitro, but there are few reports of antifungal activity.
The objective of this review was to report the antimicrobial activity of Olea europaea L. and
to compare the results of tests carried out with the different varieties and extracts. Eleven
works published between the years 2000 and 2018 were selected. The experiments evaluated
in this study allowed us to conclude that the different extracts of the olive tree, prepared
through a simple extraction, showed satisfactory antimicrobial activity in vitro. The Arbequina
variety and the agar diffusion method were the most used in the analyzed experiments. Olive
tree extracts have shown promising results related to anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial effects. In vivo studies are needed to confirm the therapeutic activity of the
various compounds in the tree.

Keywords: Vegetable extracts. Olives. In vitro.

METODOS DE EVALUACION ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE DISTINTAS
VARIEDADES DE Olea europaea L.: REVISION DE LA LITERATURA

RESUMEN

El olivo (Olea europaea L.) es un arbol caracteristico de la region Mediterranea, conocido
mundialmente por su fruto, la aceituna. Es uno de los cultivos mas antiguos, principalmente
por su facil adaptacién a las adversidades ambientales. En el departamento de Rio Grande do
Sul, su cultivo comenzé en 1948 y viene mostrando gran protagonismo. Entre otros
compuestos producidos por el olivo, los fenoles, especialmente los polifenoles hidroxitirosol
y oleuropeina, han demostrado accién antimicrobiana in vitro, pero hay pocos informes de
actividad antifungica. El objetivo de esta revision fue reportar la actividad antimicrobiana de
Olea europaea L. y comparar los resultados de las pruebas realizadas con las diferentes
variedades y extractos. Se seleccionaron once trabajos publicados entre 2000 y 2018. Los
experimentos evaluados en este estudio permitieron concluir que los diferentes extractos de
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olivo, preparados mediante una extraccion simple, mostraron actividad antimicrobiana
satisfactoria in vitro. La variedad Arbequina y el método de difusién en agar fueron los mas
utilizados en los experimentos analizados. Los extractos de olivo han mostrado resultados
prometedores relacionados con efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos.
Se necesitan estudios in vivo para confirmar la actividad terapéutica de los diversos
compuestos del arbol.

Palabras clave: Extractos vegetales. Olivera. In vitro.
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Resumo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta frutifera, nativa das regiGes tropicais e temperadas e uma das mais antigas
cultivadas. O uso de extratos vegetais de conhecida atividade antimicrobiana podem adquirir significado nos tratamentos
terapéuticos. O objetivo do trabalho é avaliar a atividade antifangica dos residuos da indUstria de Oliveiras (bagago) na
variedade Picual e de partes vegetativas de cultivares de oliveira (Olea europaea L.) das variedades Arbequina e Picual,
frente a Candida spp., Microsporum gypseum e Sporothrix brasiliensis. A metodologia para os testes in vitro foi
referenciada pelo documento M27-A3 preconizado pelo CLSI para as leveduras e M38-A2 para fungos filamentosos,
adaptados para uso de fitoterapicos. A atividade antiflingica dos extratos hidroalcodlicos de folhas de Olea europaea L.
se sobressairam no resultado final, apresentando acdo inibitoria nas concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200
mg/ml, seguido do extrato aquoso de decocgdo nas mesmas concentragdes. Os extratos hidroalcoolicos do bagago da
variedade Picual e das folhas das variedades Picual e Arbequina apresentaram atividade fungistatica promissora frente
aos isolados de Microsporum gypseum, apresentando CIM que variaram de 100 mg/ml a 200 mg/ml. Os resultados
demonstram potencial desses extratos no tratamento da dermatofitose, porém mais estudos devem ser realizados frente
as demais espécies de dermatéfitos para comprovacao de sua efetividade, além de testes de citotoxidade. Os extratos de
infusdo e hidroalcodlicos das folhas da variedade Picual apresentaram maior acdo inibitoria frente aos isolados de
Candida spp. e Sporothrix brasiliensis apresentando pardmetros importantes para apontar os produtos como uma
alternativa terapéutica.
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Abstract

The olive tree (Olea europaea L.) is a fruit-bearing plant, native to tropical and temperate regions and one of the oldest
cultivated. The use of plant extracts with known antimicrobial activity can acquire meaning in therapeutic treatments.
The objective of this work is to evaluate the antifungal activity of residues from the olive industry (bagasse) in the
Picual variety and of vegetative parts of olive cultivars (Olea europaea L.) of the Arbequina and Picual varieties, against
Candida spp., Microsporum gypseum and Sporothrix brasiliensis. The methodology for the in vitro tests was referenced
by the document M27-A3 recommended by the CLSI for yeasts and M38-A2 for filamentous fungi, adapted for the use
of phytotherapics. The antifungal activity of the hydroalcoholic extracts of leaves of Olea europaea L. stood out in the
final result, presenting inhibitory action at concentrations of 50 mg/ml, 100 mg/ml and 200 mg/ml, followed by the
aqueous decoction extract at the same concentrations. The hydroalcoholic extracts of the bagasse of the Picual variety
and the leaves of the Picual and Arbequina varieties showed promising fungistatic activity against the isolates of
Microsporum gypseum, with CIM ranging from 100 mg/ml to 200 mg/ml. The results demonstrate the potential of these
extracts in the treatment of dermatophytosis, but more studies should be carried out against other species of
dermatophytes to prove their effectiveness, in addition to cytotoxicity tests. The infusion and hydroalcoholic extracts
from the leaves of the Picual variety showed greater inhibitory action against Candida spp. and Sporothrix brasiliensis
presenting important parameters to point out the products as a therapeutic alternative.

Keywords: Antifungal; Olive trees; Yeast-like fungi; Filamentous fungi.

Resumen

El olivo (Olea europaea L.) es una planta frutal, originaria de las regiones tropicales y templadas y una de las mas
antiguas cultivadas. El uso de extractos de plantas con conocida actividad antimicrobiana puede adquirir significado en
tratamientos terapéuticos. El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antifungica de residuos de la industria del
olivo (bagazo) en la variedad Picual y de partes vegetativas de cultivares de olivo (Olea europaea L.) de las variedades
Arbequina y Picual, frente a Candida spp., Microsporum gypseum y Sporothrix brasiliensis. La metodologia para los
ensayos in vitro estuvo referenciada por el documento M27-A3 recomendado por el CLSI para levaduras y M38-A2
para hongos filamentosos, adaptados para el uso de fitoterapéuticos. En el resultado final se destaco la actividad
antifungica de los extractos hidroalcohélicos de hojas de Olea europaea L., presentando accion inhibitoria a las
concentraciones de 50 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml, seguido del extracto acuoso en decoccién al mismas
concentraciones. Los extractos hidroalcoholicos del bagazo de la variedad Picual y de las hojas de las variedades Picual
y Arbequina mostraron una prometedora actividad fungistatica frente a los aislados de Microsporum gypseum, con CIM
que oscilaron entre 100 mg/ml y 200 mg/ml. Los resultados demuestran el potencial de estos extractos en el tratamiento
de la dermatofitosis, pero se deben realizar mas estudios contra otras especies de dermatofitos para comprobar su
eficacia, ademas de pruebas de citotoxicidad. La infusién y los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de la variedad
Picual mostraron mayor accion inhibidora frente a Candida spp. y Sporothrix brasiliensis presentando parametros
importantes para sefialar los productos como alternativa terapéutica. o resumo em espanhol.

Palabras clave: Antiflngico; Olivos; Hongos levadura; Hongos filamentoso.

1. Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta frutifera, da familia botanica Oleaceae (Coutinho et al., 2009) nativa das
regides tropicais e temperadas do mundo, é uma das plantas cultivadas mais antigas, sendo o Mediterraneo a principal regido
produtora desta cultura, cerca de 98% (Vogel et al., 2014; Ozcan & Matthdus, 2017). Ao longo dos anos, muitas cultivares de
azeitonas foram desenvolvidas para se adequar as condic¢des de cultivo, sendo que as quatro principais cultivares para producdo
de azeite sdo: Koroneike na Grécia, Frantoio na Italia, Arbequina na Espanha e Mission nos Estados Unidos da América
(Kostelenos & Kiritsakis, 2017). No pais a cultura da oliveira se instalou inicialmente no sul e sudeste e em 1948 foi oficialmente
introduzida no Rio Grande do Sul, através da criagdo do 6rgdo especializado da Secretaria da Agricultura (servigo oleicola), com
a finalidade de superintender e orientar os trabalhos de fomento e pesquisa (Embrapa, 2012). Com o passar dos anos, alguns
pioneiros plantaram em Uruguaiana/RS olivais, com mudas oriundas da Argentina com assisténcia técnica argentina e brasileira.
Posterior a este fato, a Secretaria de Agricultura local se interessou pela oliveira e incentivou a implantacdo de grandes olivais
em varios pontos do territério gaticho, destacando-se a Regido da Campanha Galcha (Cagapava do Sul, Dom Pedrito e Candiota)
(Teramoto et al., 2010).

A olivicultura estd em constante expansdo no Brasil, a expectativa do setor é de que até 2025 a &rea de cultivo alcance
20.000 hectares. Caracterizado como um dos principais importadores, nosso pais adquire mais de R$ 1 bilhdo por ano em

azeitonas e azeites, sendo o mercado consumidor brasileiro uma grande oportunidade para os produtores rurais. Segundo
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estimativas do Instituto Brasileiro de Olivicultura, no RS a &rea implantada passou de 5.500 ha em 2020 para 7.000 ha em 2021,
correspondendo a cerca de 70% das areas plantadas no Brasil. Na safra 2021, o estado produziu 1.800 toneladas, atingindo o
recorde de 202.000 litros de azeite, produzidos nas 15 industrias de azeite localizadas no estado (Ibraoliva, 2021). A cadeia
produtiva da olivicultura no Rio Grande do Sul esta organizada e conta com a Camara Setorial e o fundo de desenvolvimento e
hoje no estado contamos com 160 produtores que cultivam aproximadamente 4.800 hectares, extraem 50 mil litros de azeite,
processado em doze indUstrias que comercializam 26 diferentes marcas (Ibraoliva, 2020).

No Brasil as condicdes tropicais, favorecem o crescimento vegetativo da planta, o que faz com que especialmente nas
épocas de podas, gere-se muita folha, obtidas por este processo de manejo do olival, com baixo indice de aproveitamento. As
folhas dessa planta sdo consideradas um subproduto gerado em grande quantidade (Guinda et al., 2004). A exploracéo industrial
das folhas pode representar uma op¢édo de valorizacdo do plantio de oliveiras, devido ao aumento da demanda por produtos
naturais por diversos segmentos industriais, como alimenticio e farmacéutico (Fernandez-Bolafios et al., 2006; Guinda, 2006;
Roig et al., 2006).

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade antimicrobiana podem adquirir significado nos
tratamentos terapéuticos. Desenvolvem-se inimeros estudos, em diferentes paises, para comprovar-lhes a eficacia (Nunan et al.,
1985; Locher et al., 1995; Annapurna et al., 1999; Djipa et al., 2000; Feresin et al., 2001; Khan et al., 2001; Ramesh et al., 2002).
Muitas espécies vegetais tém sido usadas, pelas caracteristicas antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo
metabolismo secundério da planta. Estes produtos séo reconhecidos por suas substancias ativas, como é o caso dos compostos
fendlicos, que fazem parte dos dleos essenciais e dos taninos (Nascimento et al., 2000).

A literatura relata extratos aquosos, alcodlicos e hidroalcodlicos em diversas proporces, feitos a partir de folhas
verdes ou secas, de casca, de frutos, de sementes e, até mesmo, de botbes florais. O uso de solventes hidroalcodlicos, obtidos a
partir de diferentes proporcdes de gua e etanol € eficiente para a extragdo bruta de taninos e saponinas (Falkenberg et al., 2002).
O interesse dos investigadores por fontes naturais de compostos com propriedades bioldgicas especificas, aumenta devido a
crescente suspeita de efeitos secundarios e toxicidade de antioxidantes sintéticos e agentes antimicrobianos (Aytul, 2010), assim,
devido as possiveis propriedades benéficas das folhas de oliveira, associado a necessidade de valorizar seu uso, é importante
estudar seu real potencial bioldgico (Benavente-Garcia et al., 2000). Essas folhas j& sdo usadas para fins medicinais, como 0
combate a febres, além disso, reconhecidamente possuem em sua composicdo um composto fenélico chamado oleuropeina,
garantindo as folhas propriedades antimicrobianas, potencial antioxidante e antimicrobiano, porém o modo de acéo do extrato
bruto da folha de oliveira sobre patdgenos ainda ndo esta claro (Pacetta, 2013; Liu et al,. 2017). Estudos ja relataram atividade
antimicrobiana de Olea europaea L. contra bactérias, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes e Salmonella spp., entre outras (Sudjana et al., 2009; Rafiei et al., 2012; Ghomari et al., 2019; Bayram
et al., 2020).

O uso de plantas medicinais devido a resisténcia as drogas na terapia antiflngica est4 assumindo cada vez mais
importancia, como uma abordagem para melhorar a eficacia de agentes antiflngicos e reduzir os niveis de resisténcia (Donadu
et al., 2021). As infeccBes fungicas ou micoses sdo doengas causadas pelo desenvolvimento e multiplicacdo de fungos
patogénicos primarios ou oportunistas em diferentes 6rgdos (Vandeputte et al., 2012). A maioria dos patdgenos primarios sao
fungos filamentosos, capazes de estabelecer uma infeccdo em individuos saudaveis. Enquanto que a maioria dos oportunistas
sdo leveduras e algumas espécies de fungos filamentosos, capazes de estabelecer infec¢do devido a suscetibilidade do paciente
(Carvalho, 2016). O uso de plantas medicinais no combate dessas micoses é uma pratica comum visando conhecer o perfil de
sensibilidade e resisténcia de fungos leveduriformes e filamentosos a extratos vegetais de plantas medicinais (Barbosa Janior et
al., 2015).
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A Candida albicans é um fungo comensal comum que coloniza a cavidade orofaringea, trato gastrointestinal, trato
vaginal e a pele de individuos saudaveis. Em 50% da populacéo, C. albicans faz parte da flora normal da microbiota (Colombo
& Guimardes, 2003). As varias manifestagdes clinicas das espécies de Candida variam de distdrbios mucocutaneos superficiais
localizados a doengas invasivas que envolvem multiplos sistemas organicos e sdo fatais. Diferentes drogas antifungicas, como
por exemplo, polienos (nistatina), imidazol (clotrimazol) e clorexidina (classe clorexidina), sdo usadas no tratamento de infec¢Ges
por Candida spp. Embora esses medicamentos sejam eficazes contra essa infeccdo, podem por vezes apresentar efeitos colaterais
desfavoraveis dependendo da frequéncia e tempo de utilizacdo (Talapko et al., 2021).

Os dermatofitos sdo fungos filamentosos, hialinos, queratinofilicos, capazes de causar patologias em homens e animais
(Agrawal et al., 2021). Estudos epidemiolégicos mostram que a distribuicdo de dermatdfitos isolados de espécimes clinicas
sofreram mudangas, tendo como fatores contribuintes para essas alteracoes, as condi¢es socioecondmicas e climaticas de cada
regido (Ebrahimi et al., 2019). Apesar dos tratamentos disponiveis, o surgimento de novos casos e de recorréncia dessa infecgéo
se tornou um problema de salde publica (Nweze & Eke, 2018; Pereira et al., 2020; Rengasamy et al., 2020). Estudos apontam
aumento na incidéncia de casos de dermatofitose crénica e recorrentes sem resposta ao tratamento pelos antiflingicos, como
fluconazol e terbinafina (Dogra & Uprety, 2016; Joshi et al., 2020).

A esporotricose € uma micose de implantacéo causada por espécies do complexo Sporothrix schenckii (Vasquez-del-
Mercado et al., 2012). No Brasil, 96,9% dos casos sdo causados por Sporothrix brasiliensis, responsavel por uma infec¢do
zoondética transmitida de gatos infectados para humanos por meio de mordidas, arranhfes ou contato com exsudato das lesdes
cuténeas de gatos doentes (Rodrigues et al., 2013; Rossow et al., 2020). A esporotricose tem como tratamento padrdo 0s
antifungicos, sendo que para cdes e gatos o itraconazol é recomendado como primeira opc¢ao (Gremido et al., 2021). Entretanto,
muitos casos sdo comprovadamente refratarios ao antifungico convencional, assim é crescente o nimero de casos com falhas
terapéuticas. Varios fatores podem comprometer a cura clinica, como escolha do medicamento e doses terapéuticas (Kinnisson
et al., 2015). A resisténcia pode ser oriunda das caracteristicas do agente etioldégico como o dimorfismo e a concentragdo de
melanina na parede celular, fatores que sdo associados ndo apenas a viruléncia, mas também a um aumento na resisténcia a
drogas antifungicas (Almeida-Paes et al., 2009; Mario et al., 2016; Sanchotene et al., 2017).

E com base na busca por novas substancias e no crescente surgimento de micro-organismos resistentes aos farmacos,
além das questdes limitantes relacionadas a terapéutica antifingica, que justificam a realizacdo do presente estudo o qual busca
avaliar a atividade antifingica dos residuos da indUstria de oliveiras (bagago) na variedade Picual e de partes vegetativas de
cultivares de oliveira (Olea europaea L.) das variedades Arbequina e Picual, frente a Candida spp., Microsporum gypseum e

Sporothrix brasiliensis.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada por ensaio laborartorial e desenvolvida no Centro de Diagnostico e Pesquisa em Micologia
Veterinaria — MicVet, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), abordando o modo quantitativo (Pereira et al., 2018). A partir
de testes de extratos aquosos e hidroalcéolico derivados de bagaco e das folhas secas de oliveiras, coletados no municipio de

Pinheiro Machado, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, frente a isolados fungicos de interesse.

2.1 Preparagdo dos extratos vegetais

As folhas de oliveira das variedades Arbequina e Picual e o bagago dos frutos da variedade Picual utilizadas no
experimento foram cedidas de uma propriedade no municipio de Pinheiro Machado (31°29°59,4” S e 53°30°32,7” W), estado do
Rio Grande do Sul, Brasil. O bagaco foi coletado nos meses de janeiro e fevereiro dos anos de 2018 e 2019 e as folhas nos meses

de julho e agosto dos anos de 2018, 2019 e 2021, posteriormente as folhas foram colocadas para secagem em estufa a 40°C.
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Os extratos aquosos derivados de bagaco de oliveira (variedade Picual) e das folhas secas de oliveiras (variedades
Arbequina e Picual), foram divididos em decoccéo (liquido extrator entra em ebulicdo em contato com a planta) e infusdo (agua
fervente é adicionado a planta) por dez minutos, posteriormente foram filtrados (papel filtro gramatura 1 - 70mm, Whatman™)
para retirada da matéria sélida e, em seguida, armazenados em recipiente de vidro ambar sob refrigeragdo até a realizagdo das
analises.

Para os extratos hidroalcéolico do bagaco de oliveira (variedade Picual) e das folhas secas de oliveira (variedades
Arbequina e Picual), foram preparados por meio de uma técnica de extracdo simples com solvente, aos quais foram utilizadas
20,0 g e adicionados 100 ml de alcool cereal (alcool etilico hidratado com base alguns tipos de cereais como o milho, arroz e

trigo). Os extratos foram filtrados e armazenado em vidro ambar sob refrigeracéo até a realizagdo das analises.

2.2 Isolados Fungicos

No estudo foram utilizados 15 isolados de Candida spp., dentre eles duas cepas padrdes (C. albicans — ATCC America
Type Cultura Collection — 14053 e 10C Instituto Oswaldo Cruz — 3691), sete isolados de Microsporum gypseum e 15 isolados
de Sporothrix brasiliensis estocados na micoteca do Centro de Diagndstico e Pesquisa em Micologia Veterinaria — Micet, da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), provenientes de casos clinicos de cées e gatos. Todos isolados utilizados foram
identificados macro e micromorfologicamente. Os isolados de Candida spp. foram analisados no Vitek MS IVD system®
(bioMérieux; Marcy I’Etoile, France), e para identificagdo dos isolados de S. Brasilienses foi realizado sequenciamento genético.

O estoque foi recuperado e mantido sob refrigeracéo entre 4 a 8°C duramte seu uso no experimento. Para os testes as
culturas foram repicadas em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol, incubadas, analisadas para comprovar pureza,

viabilidade das coldnias e mantidos a temperatura ideal para cada género flngico.

2.3 Testes de microdilui¢do em caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a proporcao de crescimento do microrganismo testado no
meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada, fornendo resultados quantitativos (Pinto et al., 2003). Sendo aasim, 0s
testes de suscetibilidade foram realizados segundo as recomendac@es do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2020) através do protocolo M27-A3 para fungos leveduriformes e seguindo protocolo M38-A2, para fungos filamentosos,
adaptados para uso de fitoterapicos (NCCLS, 2002; Aly et al., 2018; Aree & Jongrungruangchok, 2018).

Antecedendo o teste, como preconiza o CLSI, foram realizados os in6culos a partir dos fungos a serem testados. A
solugdo foi homogeneizada e colocada em espectrofotdmetro (UV) visivel para realizar a medida de absorbancia no comprimento
de onda de 530 nm. A avaliagéo do efeito antiflngico dos extratos do bagaco e das folhas de oliveira foram realizadas pelo
método de microdiluigdo em caldo utilizando microplacas estéreis de 96 pogos de fundo chato (8 linhas A-H/1-12 colunas).

Os testes foram realizados em triplicata, onde se estipulou controle positivo na coluna A e controle negativo na coluna
H. Nos outros pocos (de B a G), foram acrescidos 100uL, no primeiro pogo-teste, do produto a ser testado e realizada diluigdes
seriadas. Posteriormente, foram acrescentados 100 uL do indculo diluido em Sabouraud liquido e solugdo salina para isolados
de dermatofitos, enquanto para Sporothrix brasiliensis e isolados/cepas de Candida sp. foram diluidos em meio RPMI-1640
acrescido de tampédo 3-N-acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) e solugéo salina, permitindo a avaliacdo das concentracées
de 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml e 6,25 mg/ml.

As placas foram incubadas em estufa, de acordo com a temperatura ideal de crescimento de cada fungo, até a realizacéo
da leitura da concentracdo inibitéria minima (CIM), que é avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da

substancia necessaria para inibir crescimento fungico, visualmente. Em seguida foi realizada a leitura da concentracdo fungicida
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minima (CFM), através da semeadura de 10 pl de cada pogo em placas de Petri adicionadas de agar Sabouraud dextrose acrescido

de cloranfenicol, onde considera-se como concentragao fungicida minima as placas onde nao houve crescimento flngico.

3. Resultados e Discussao

A atividade antimicrobiana de Olea europaea L. tem sido extensivamente investigada nas Ultimas quatro décadas.
Esses esforcos cientificos se concentraram principalmente na atividade antimicrobiana global dos extratos brutos contra uma
grande variedade de bactérias e alguns fungos (Thielman et al., 2017), obtendo resultados promissores como extratos aquosos
de folha de oliveira frente a isolados clinicos de bactérias e fungos filamentosos (Markin et al, 2003) e extratos comerciais de
folhas de oliveira frente a bactérias e fungos leveduriforme (Sudjana et al, 2009). A fim de recorrer a novas alternativas para
tratamentos de doengas causadas por fungos, plantas com acdo medicinal estdo sendo testadas devido a sua atual utilizacdo a
nivel popular, seja em infusBes, éleos essenciais e extratos alcodlicos. Sabe-se que 0s principais compostos que atuam
combatendo micro-organismos sdo os compostos fendlicos, contudo, o extrato em seu conjunto, tem se mostrado mais benéfico
gue estes compostos isoladamente (Pereira et al., 2007).

Os resultados obtidos de viabilidade dos isolados e cepas frente aos extratos do bagaco das oliveiras (dos anos de 2018
e 2019) e das folhas (dos anos de 2018, 2019 e 2021) testados na concentra¢éo fungicida minima estéo descritos nas Tabelas 1
e 2. Nenhum dos extratos, nas concentragdes testadas, apresentou a¢do fungicida quando avaliada a concentragéo fungicida
minima (CFM).

A partir do bagago de oliveira da variedade Picual, coletados nos anos de 2018 e 2019, foram testados extratos aquosos
(infusdo e decocgdo) e extrato hidroalcodlico frente a 15 isolados de Candida spp., sete isolados de Microsporum gypseum e 15

isolados de Sporothrix brasiliensis (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos do bagaco de Olea europeae L. da variedade Picual frente dos fungos causadores de candidose, dermatofitose e esporotricose,

nos anos de 2018 e 2019.

Isolados/cepas

Ano de 2018

Ano de 2019

Extratos da variedade Picual (mg/ml)

Extratos da variedade Picual (mg/ml)

INF DEC HA INF DEC HA
Candida spp. (n=15)
ATCC 14053 (1) > 200 100 > 200 100 100 > 200
10C 3691 (1) >200 100 >200 100 100 >200
Candida sp. (1) >200 >200 >200 200 200 >200
Candida sp. (1) >200 >200 >200 >200 200 >200
Candida sp. (11) >200 >200 >200 >200 >200 >200
Dermatofitos (n=7)
Microsporum gypseum (4) > 200 > 200 200 > 200 > 200 100
Microsporum gypseum (3) > 200 > 200 200 > 200 200 100
Sporothrix brasiliensis (n=15)
Sporothrix sp. (1) >200 >200 >200 200 200 >200
Sporothrix sp. (1) 200 >200 >200 100 100 >200
Sporothrix sp. (13) >200 >200 >200 >200 >200 >200

Legenda: INF — Infusdo; DEC — Decocc¢do; HA — Hidroalcoolico. Fonte: Autores (2022)
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Dos 15 isolados de Candida spp., as cepas padrdo, pertencentes a espécie albicans, uma American Type Culture
Collection 14053 (ATCC) e a outra do Instituto Oswaldo Cruz 3691 (IOC), apresentaram sensibilidade, sendo uma delas
suscetivel na concentragdo de 100mg/ml no extrato de decocgdo no ano de 2018 e a 100mg/ml nos extratos de infusdo e decocgao
do bagago coletado no ano de 2019. Em 2018 mais nenhum dos isolados apresentaram inibicdo frente aos extratos testados. Um
isolado clinico de Candida spp. foi suscetivel na concentracdo de 200 mg/ml no extrato de decocgdo e um apresentou inibigao
nos extratos de infusdo e decocc¢do na concentragdo de 200 mg/ml, no ano de 2019. Os demais isolados nédo foram inibidos nos
testes realizados.

Todos os sete isolados de M. gypseum foram sensiveis aos extratos hidroalcodlicos do bagaco da variedade Picual,
colhido nos anos de 2018 e 2019, sendo inibidos nas concentracdes de 200 mg/ml e 100 mg/ml, respectivamente. No ano de
2019, trés isolados foram também inibidos na concentracdo de 200 mg/ml do extrato de decocgdo. Nos demais extratos ndo
foram verificadas nenhuma acdo antifingica nas concentracdes testadas.

Dos 15 isolados de S. brasiliensis, um mesmo isolado foi inibido pelo extrato de infusdo nas concentrac6es de 200
mg/ml e 100 mg/ml, do material colhido nos anos de 2018 e 2019, respectivamente, e pelo extrato de decoc¢édo, do ano de 2019,
também na concentragdo de 100 mg/ml. Outro isolado apresentou sensibilidade para a concentragdo de 200 mg/ml nos extratos
de infusdo e decoccéo no ano de 2019. Os 13 isolados restantes ndo apresentaram sensibilidade a nenhum dos extratos testados.

Os testes feitos a partir do bagaco da Oliveira, tiveram baixa a¢do inibitdria frente a maioria dos isolados, porém o
extrato hidroalcodlico teve acdo inibitdria destacada frente ao M. gypseum, quando comparado aos demais extratos. Segundo
Menz & Vriesekoop (2010) os azeites de oliva apresentam concentracdo muito menor de compostos fendlicos que o bagaco de
azeitona, mesmo considerando o uso dos tratamentos aplicados. Em relagdo ao bagago bruto, essa concentracdo pode ser de 100
vezes menor, a quantidade e o tipo de fendlicos nas azeitonas sdo influenciados por varios fatores, como a maturidade, a cultivar
e o clima e ainda no azeite, pelas condi¢bes de processamento, o que ird gerar bagacos com contetidos variados e reducdo dos
compostos fendlicos configura uma queda na atividade antimicrobiana.

Segundo Korukluoglu et al. (2006) a alta temperatura para obtencdo dos extratos aquosos do bagaco interferiria na
fracdo apolar desses compostos, evaporando e por fim ndo apresentando a atividade esperada. Esse mesmo autor afirma que a
obtencdo a partir de diversas extragcfes com outros solventes como alcool, acetona e acetato de etila demonstraram atividade
inibitéria e antiflngica. Assim, pressupde-se que, entre outros fatores, os extratos de bagaco de O. europaea testados ndo
apresentaram atividade antifungica por ja terem passado por diversos processos de extracdo, obtendo assim menor teor de
compostos bioativos, devido a esses processamentos realizados no produto inicial e também a baixa concentracdo utilizada nos
testes (Nunes et al., 2018).

A tabela 2, demonstra os resultados de sensibilidade in vitro dos isolados de Candida spp., Microsporum gypseum e
Sporothrix brasiliensis frente aos extratos de infuséo, decocc¢do e hidroalcodlico das folhas de oliveira das variedades Arbequina

colhidas nos anos de 2018 e 2019 e Arbequina e Picual do ano de 2021.
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Tabela 2: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos folha de Olea europeae L. das variedades Arbequina e Picual, frente a isolados/cepas de fungos causadores de candidose,

dermatofitose e esporotricose, nos anos de 2018, 2019 e 2021.

Ano 2018 Ano 2019 Ano 2021
Isolados/cepas Extratos da variedade Extratos da variedade Extratos da variedade Extratos da variedade
Arbequina (mg/ml) Arbequina (mg/ml) Arbequina (mg/ml) Picual (mg/ml)

INF DEC HA INF DEC HA INF DEC HA INF DEC HA
Candida spp. (n=15)
ATCC 14053 (1) > 200 200 200 > 200 200 200 > 200 > 200 > 200 > 200 100 50
10C 3691 (1) > 200 200 200 200 200 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Candida sp. (3) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 100 50
Candida sp. (3) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 200
Candida sp. (3) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200
Candida sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 > 200
Candida sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 100
Candida sp. (2) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Dermatofitos (n=7)
M. gypseum (2) > 200 > 200 200 > 200 > 200 100 > 200 > 200 200 > 200 > 200 100
M. gypseum (1) > 200 > 200 200 > 200 > 200 100 > 200 > 200 200 > 200 > 200 200
M. gypseum (1) > 200 > 200 200 > 200 > 200 100 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
M. gypseum (1) > 200 > 200 200 200 200 100 > 200 > 200 200 > 200 > 200 200
M. gypseum (1) > 200 > 200 200 200 200 100 > 200 > 200 200 > 200 > 200 100
M. gypseum (1) > 200 > 200 200 200 200 100 > 200 > 200 200 > 200 > 200 > 200



Sporothrix brasiliensis
(n=15)
Sporothrix sp. (4)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (2)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (1)
Sporothrix sp. (3)

> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
200

> 200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
200

> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
200
200
200
200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
200
200
> 200
200
> 200
200
200

> 200
> 200
> 200
100

> 200
> 200
> 200
200

> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
200

> 200
> 200
200

> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
200

> 200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200
> 200

> 200
> 200
200
50
100
200
200
200
> 200

> 200
200
100
200
200
200
200
200
200

Legenda: INF — Infusdo; DEC — Decocc¢do; HA — Hidroalcoolico. Fonte: Autores (2022)
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Nos anos de 2018 e 2019 foram testados extratos aquosos (infusdo e decoccdo) e extrato hidroalcodlico das folhas de
oliveira da variedade Arbequina e 2021 os mesmos extratos das folhas de oliveira das variedades Arbequina e Picual, frente aos
15 isolados de Candida spp., 7 isolados de Microsporum gypseum e 15 isolados de Sporothrix brasiliensis.

Dos 15 isolados do género Candida testados frente aos extratos de folhas de oliveira da variedade Arbequina, somente
as cepas padrdo de Candida albicans apresentaram sensibilidade, foram inibidas na concentracdo de 200mg/ml no extrato de
decocgdo e no extrato hidroalcodlico do material colhido em 2018. Em 2019, a cepa ATCC apresentou sensibilidade na
concentragdo de 200 mg/ml nos extratos de decoccdo e hidroalcodlico, ja a 10C nos extratos de infusdo, decocgdo e
hidroalcodlico na mesma concentracdo. No ano de 2021 ndo houve nenhuma acéo inibitéria dos extratos sobre os isolados.
Durante os trés anos testados, nenhum dos extratos das folhas da variedade Arbequina apresentou atividade antifingica frente a
isolados provenientes de casos clinicos de Candida spp.

O extrato aquoso de decoccao das folhas da variedade Picual inibiu 9 (60%) dos 15 isolados de Candida spp. (dentre
eles a cepa ATCC) em concentragfes que variaram de 100 mg/ml a 200 mg/ml. O extrato hidroalcodlico apresentou agéo
antifungica em 11 (73,3%) dos 15 isolados da levedura, em concentrag¢fes que variaram de 50 mg/ml a 200 mg/ml. Nenhum dos
isolados foi sensivel ao extrato de infusdo das folhas dessa variedade. Estudos confirmam a prerrogativa de que 0s compostos
fendlicos presumivelmente sdo os que possuem melhor atividade frente a fungos do género Candida (Batinelli et al., 2006).
Markin et al. (2003) relatou que extratos de folha de oliveira com etanol, acetato de etila e acetona inibiram espécies de C.
albicans em 24h, enquanto o extrato aquoso ndo exibiu efeitos inibitorios. Korukluoglu e colaboradores (2006), obtiveram
resultado positivo com extrato das folhas de Olea europaea L. frente a fungos leveduriformes, utilizando a técnica de difuséo
em disco. Devido a grande variagdo de compostos majoritarios em diferentes extratos, se poderia explicar a divergéncia dos
resultados obtidos em outros estudos (Korukluoglu et al., 2006; Mello & Pinheiro, 2012).

Os isolados de dermatofito M. gypseum foram 100% sensiveis ao extrato hidroalcoolico das folhas de oliveira da
variedade Arbequina colhidas nos anos de 2018 e 2019, em concentracBes que variaram de 100 mg/ml a 200mg/ml, no ano de
2021 apenas um isolado néo foi sensivel a esse extrato. Os extratos aquosos de infusdo e decocgao das folhas colhidas no ano de
2019 inibiram apenas trés isolados na concentracdo de 200 mg/ml, o que ndo ocorreu nos outros anos. Quanto a variedade Picual
somente 0 extrato hidroalcodlico apresentou acdo sobre o M. gypseum, inibindo cinco (71,4%) dos sete isolados, em
concentragdes que variaram de 100 a 200 mg/ml.

O extrato hidroalcodlico de folhas da variedade Arbequina colhidas no ano de 2019 inibiu oito (53,3%) dos 15 isolados
de Sporothrix brasiliensis, situacdo que nao se repetiu nos anos de 2021 e 2018 e, onde respectivamente, somente um e dois
isolados foram sensiveis ao extrato. Também no ano de 2019, a acdo desse mesmo extrato frente ao Microsporum gypseum,
inibiu todos os isolados na concentracdo de 100 mg/ml, enquanto nos outros anos foi necessario o dobro da concentracdo para
obter o mesmo resultado. Em nosso estudo observam-se varia¢Oes entre extratos e 0s anos de colheita frente aos mesmos isolados,
isso justifica pela qualidade e salde dos cultivares que foram coletados em anos diferentes. A quantidade e qualidade de
compostos bioativos, como a oleuropeina, pode variar por diversos fatores, como variedade do cultivar selecionado, estagio de
maturidade da planta e folha, estado fitossanitario, fertilizagdo, periodo de coleta, indices pluviométricos e condicfes climaticas
(Ranalli et al., 2006; Petridis et al. 2012; Talhaoui et al., 2015). Fennel et al. (2004) cita que as variacdes referentes a
determinacdo da CIM de extratos de plantas podem ser atribuidas a varios fatores, dentre eles podemos citar a técnica aplicada,
0 micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s extratos foram preparados a partir de
plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método padronizado para expressar os resultados de
testes antimicrobianos de produtos naturais. Um aspecto bastante relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais € a
preocupacdo em relagdo aos aspectos toxicolégicos, microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas

combinac6es (Pinto et al., 2003).
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Os extratos das folhas da variedade Picual foram os que melhor apresentaram resultados frente ao Sporothrix
brasiliensis, o extrato hidroalcélico inibiu 11 (73,3%) dos 15 isolados, em concentracGes que variaram de 100 mg/ml a
200mg/ml, enquanto o extrato aquoso de decoc¢do inibiu sete (46,6%) dos isolados, com concentracées de 50 mg/ml a 200mg/ml.

Os extratos hidroalcoolicos das folhas das variedades Arbequina e Picual foram os que apresentaram maior atividade
antiflngica frente aos trés géneros fungicos testados quando em comparacao aos extratos aquosos (infusdo e decoccao), segundo
Korukluoglu e colaboradores (2006), que também nao obtiveram bons resultados com esses extratos de Olea europaea L. frente
a leveduras, isso pode ser explicado pelo fato que compostos fendlicos, sédo fracamente dissolvidos em agua devido a sua fragdo
apolar. A reducdo da capacidade de inibicdo, apresentada pelos extratos aquosos, pode ser atribuida a volatilizacdo dos
constituintes quimicos dos extratos e/ou a instabilidade dos mesmos, na presenca de luz, calor, ar e umidade. De acordo com
Silva (2006), a discrepancia entre os resultados obtidos com 0 uso de extratos vegetais no controle de fitopatégenos justifica-se
pela quantidade e composicdo quimica variavel dos extratos. Leme et al. (2007) verificaram que a forma de esterilizacdo e o
tempo de armazenamento dos extratos interfeririam na atividade dos mesmos em relagdo ao desenvolvimento dos isolados. 1sso
explica, em parte, o por que ocorre diferenca entre os resultados obtidos quando comparados com resultados de pesquisas
realizadas em diferentes locais com a mesma metodologia e a mesma espécie de planta.

Apesar do extrato de infusdo ser usualmente a forma mais comumente utilizada, os resultados obtidos demonstram
que a decoccéo apresentou mais compostos fendlicos para além de um maior rendimento de extracdo comparativamente com a
infusdo o que permite obter uma maior quantidade de compostos bioativos resultante de uma menor quantidade de planta (Caleja,
etal. 2017).

Eloff (1998) utilizou a técnica de diluicdo em microplacas para verificar a atividade antimicrobiana em extratos
vegetais e observou inconvenientes na técnica, tais como células de alguns microrganismos que se aderiam a base do poco,
enquanto as de outros permaneciam em suspensao. Ainda, compostos presentes em alguns extratos precipitavam, e a coloracéo
verde da clorofila em concentragcdo muito alta interferia na analise. Fatores esses que podem explicar a grande variabilidade de
resultados entre isolados de um mesmo género fungico e extratos encontrados em nosso trabalho. Todavia, 0 mesmo autor
salienta que método de microplacas é barato, tem reprodutibilidade, é trinta vezes mais sensivel que outros métodos usados na
literatura, requerem pequena quantidade de amostra, e podem ser utilizados para um grande nimero de amostras deixando um
registro permanente.

O trabalho de Pereira et al (2007) mostrou que o uso das folhas de oliva como nutracéutico pode diminuir o risco de
infeccBes microbianas, particularmente no trato intestinal e respiratério principalmente por causa dos compostos fenélicos. As
folhas de oliveira contém diferentes grupos de componentes tais como: iridéides, polifendis, flavonas e hidratos de carbono (Le
Tutour & Guedon, 1992).

De maneira geral, a capacidade antimicrobiana dos compostos fendlicos é bem conhecida. Nas folhas de oliveira, os
polifendis hidroxitirosol e oleuropeina sdo os principais compostos fenolicos responsaveis pelas propriedades antimicrobianas
(Puupponen-Pimid et al., 2001; Pereira et al., 2006; Pereira et al., 2007). De acordo com Pereira et al. (2007), a atividade
antimicrobiana do extrato aquoso das folhas da oliveira frente as bactérias Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, demonstraram que o extrato possui uma forte
atividade inibitéria em relagdo a E. coli e S. aureus em comparagdo com os restantes dos micro-organismos patogénicos. Diversos
extratos de oliveira ja foram testados frente a bactérias e fungos, obtendo resultados promissores como extratos aquosos de folha
de oliveira frente isolados clinicos de bactérias e fungos filamentosos (Markin et al, 2003) e extratos comerciais de folhas de
oliveira frente & bactérias e fungos leveduriformes (Sudjana et al, 2009). E importante salientar que, de acordo com o tipo de
extrato, as concentracBes dos seus constituintes podem variar. Isso justificaria que alguns autores verifiguem atividade

antimicrobiana do produto e outros ndo (Béhmer, 2018).
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A atividade antifingica do extrato hidroalcodlico se sobressaiu no resultado final de todo experimento, apresentando
acdo inibitéria nas concentraces de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200 mg/ml, seguido do extrato aquoso de decoccdo nas mesmas
concentragdes e por ultimo o extrato aquoso por infusdo nas concentracdes de 100 mg/ml e 200 mg/ml. Maria do Socorro et al.
(2010) afirma que cada método de andlise apresenta particularidades, devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes sitios
de agdo, assim dificilmente havera um Unico teste in vitro representativo da verdadeira atividade antioxidante de um composto.
O tipo e a polaridade do solvente podem afetar a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, que séo aspectos chaves
na medida da atividade antioxidante, além de que a presenca de outros compostos nas solugdes testadas também pode afetar os
resultados. Assim estes compostos podem estar envolvidos, isoladamente ou em associa¢do, na atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico das folhas. Os extratos naturais ricos em compostos fendlicos surgem como alternativas aos 6leos
essenciais, muito utilizados medicinalmente, mas que, por vezes, tém alguma toxicidade associada (Zapata & Smagghe, 2010;
Assis et al., 2011).

4. Consideracdes Finais

A atividade antifungica dos extratos hidroalcoélicos de folhas de Olea europaea L. se sobressairam no resultado final
de todo experimento, apresentando acdo inibitéria nas concentracdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200 mg/ml, seguido do extrato
aquoso de decocgdo nas mesmas concentragoes.

Os extratos hidroalcodlicos do bagaco da variedade Picual e das folhas das variedades Picual e Arbequina
apresentaram atividade fungistatica promissora frente aos isolados de Microsporum gypseum, apresentando CIM que variaram
de 100 mg/ml a 200 mg/ml. Os extratos de infuséo e hidroalcodlicos das folhas da variedade Picual apresentaram maior agao
inibitéria especialmente frente aos isolados de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis apresentando parametros importantes para
apontar os produtos como uma alternativa terapéutica apos testes de ajuste de concentracéo e verificagdo da citotoxidade, para
posterior utilizagdo em modelos in vivo, para comprovacao de sua efetividade, além de testes de citotoxidade para avaliar seu

uso seguro frente a casos clinicos dessas micoses.
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5 Consideracdes Finais

A atividade fungistatica dos extratos hidroalcodlicos de folhas de Olea
europaea L. se sobressairam no resultado final de todo experimento, apresentando
acdo inibitéria nas concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200 mg/ml, seguido do
extrato aquoso de decoccao nas mesmas concentracdes. Os extratos hidroalcodlicos
do bagaco da variedade Picual e das folhas das variedades Picual e Arbequina
apresentaram atividade promissora frente aos isolados de M. gypseum, apresentando
CIM que variaram de 100 mg/ml a 200 mg/ml. Porém, nenhum dos extratos testados
apresentou acao fungicida.

Os extratos de infusdo e hidroalcodlicos das folhas da variedade Picual
apresentaram maior acao inibitoria especialmente frente aos isolados de Candida spp.
e S. brasiliensis apresentando parametros importantes para apontar os produtos como
uma alternativa terapéutica apdés proximos testes, verificacdo da citotoxidade e
utilizacdo em modelos in vivo, incentivando seu potencial de aplicacdo. Os resultados
demonstram utilidade potencial desses extratos no tratamento da dermatofitose, no
entanto, mais estudos devem ser realizados frente as demais espécies de
dermatofitos, para comprovacdo de sua efetividade, além dos ja citados testes de

citotoxidade para avaliar seu uso seguro frente a casos clinicos dessa micose.
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