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Resumo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta frutifera, nativa das regifes 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 antiflingica dos residuos da industria de Oliveiras (bagaco) na
variedade Picual e de partes vegetativas de cultivares de oliveira (Olea europaea L.) das variedades Arbequina e Picual,
frente & 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 hidroalcoélicos de folhas de Olea europaea L.
se sobressairam no resultado final, apresentando acéo inibitéria nas concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200
mg/ml, seguido do extrato aquoso de decoccdo nas mesmas concentragdes. Os extratos hidroalcodlicos 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 dermatofitos para comprovacao de sua efetividade, além de testes de citotoxidade. Os extratos de
infusdo e hidroalcodlicos das folhas da variedade Picual apresentaram maior acdo inibitéria frente aos isolados de


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34808

Research, Society and Development, v. 11, n. 12, 596111234808, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34808

Candida spp. e Sporothrix brasiliensis apresentando pardmetros importantes para apontar os produtos como uma
alternativa terapéutica.
Palavras-chave: Antifungico; Oliveiras; Fungos leveduriformes; Fungos filamentos.

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 antifingica 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 destacé la actividad
antifangica de los extractos hidroalcoholicos 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/mly 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, ademés de pruebas de citotoxicidad. La infusion y los extractos hidroalcohélicos de las hojas de la variedad
Picual mostraron mayor accion inhibidora frente a Candida spp. y Sporothrix brasiliensis presentando pardmetros
importantes para sefialar los productos como alternativa terapéutica.

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 & Matthius, 2017). Ao longo dos anos, muitas cultivares de
azeitonas foram desenvolvidas para se adequar as condigdes 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 (servico 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 & implantacdo de grandes olivais
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em varios pontos do territdrio galcho, destacando-se a Regido da Campanha Galcha (Cacapava 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 area de cultivo
alcance 20.000 hectares. Caracterizado como um dos principais importadores, nosso pais adquire mais de R$ 1 bilhao
por ano em azeitonas e azeites, sendo o mercado consumidor brasileiro uma grande oportunidade para os produtores
rurais. Segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Olivicultura, no RS a area 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 (lbraoliva, 2020).

No Brasil as condigdes 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 exploracdo industrial
das folhas pode representar uma opcdo de valorizagdo 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 secundario da planta. Estes produtos sdo reconhecidos por suas substancias ativas, como é o caso dos compostos
fenolicos, que fazem parte dos dleos essenciais e dos taninos (Nascimento et al., 2000).

A literatura relata extratos aquosos, alcodlicos e hidroalcodlicos em diversas proporcdes, feitos a partir de folhas verdes
ou secas, de casca, de frutos, de sementes e, até mesmo, de botdes florais. O uso de solventes hidroalcodlicos, obtidos a partir de
diferentes proporcdes de agua e etanol é eficiente para a extracdo 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 biolégico (Benavente-Garcia et al., 2000). Essas folhas ja sdo usadas para fins medicinais, como o
combate a febres, além disso, reconhecidamente possuem em sua composi¢do um composto fendlico 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 esté 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 antifungica estd 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 flngicas 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
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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 infeccdo 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 Junior et
al., 2015).

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 populac¢do, C. albicans faz parte da flora normal da microbiota (Colombo
& Guimaraes, 2003). As varias manifestacfes clinicas das espécies de Candida variam de distirbios mucocutaneos superficiais
localizados a doencas invasivas que envolvem mdltiplos sistemas organicos e sdo fatais. Diferentes drogas antifingicas, como
por exemplo, polienos (nistatina), imidazol (clotrimazol) e clorexidina (classe clorexidina), sdo usadas no tratamento de infec¢des
por Candida spp. Embora esses medicamentos sejam eficazes contra essa infecgdo, podem por vezes apresentar efeitos colaterais
desfavoraveis dependendo da frequéncia e tempo de utilizagdo (Talapko et al., 2021).

Os dermatdfitos sdo fungos filamentosos, hialinos, queratinofilicos, capazes de causar patologias em homens e animais
(Agrawal et al., 2021). Estudos epidemiolégicos mostram que a distribuicdo de dermatofitos isolados de espécimes clinicas
sofreram mudancgas, tendo como fatores contribuintes para essas alterag@es, as condigdes socioecondmicas e climaticas de cada
regido (Ebrahimi et al., 2019). Apesar dos tratamentos disponiveis, 0 surgimento de novos casos e de recorréncia dessa infecgao
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 cronica e recorrentes sem resposta ao tratamento pelos antiflngicos, como
fluconazol e terbinafina (Dogra & Uprety, 2016; Joshi et al., 2020).

A esporotricose € uma micose de implantacdo causada por espécies do complexo Sporothrix schenckii (Vasquez-del-
Mercado et al., 2012). No Brasil, 96,9% dos casos sdo causados por Sporothrix brasiliensis, responsével por uma infeccéo
zoondtica transmitida de gatos infectados para humanos por meio de mordidas, arranh8es ou contato com exsudato das lesdes
cutaneas de gatos doentes (Rodrigues et al., 2013; Rossow et al., 2020). A esporotricose tem como tratamento padrdo os
antiflngicos, sendo que para cées e gatos o itraconazol é recomendado como primeira opcdo (Gremido et al., 2021). Entretanto,
muitos casos sdo comprovadamente refratarios ao antiflngico convencional, assim é crescente 0 nimero de casos com falhas
terapéuticas. Vérios 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 etiolégico como o dimorfismo e a concentracdo 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 antiflngica, que justificam a realizacdo do presente estudo o qual busca
avaliar a atividade antifingica dos residuos da indUstria de oliveiras (bagaco) na variedade Picual e de partes vegetativas de
cultivares de oliveira (Olea europaea L.) das variedades Arbequina e Picual, frente & Candida spp., Microsporum gypseum e

Sporothrix brasiliensis.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada por ensaio laborartorial e desenvolvida no Centro de Diagndstico 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 hidroalcoolico 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 fingicos de interesse.
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2.1 Preparacdo dos extratos vegetais

As folhas de oliveira das variedades Arbequina e Picual e 0 bagaco 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.

Os extratos aquosos derivados de bagaco de oliveira (variedade Picual) e das folhas secas de oliveiras (variedades
Arbequina e Picual), foram divididos em decoccdo (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 refrigeracdo até a realizacdo das
analises.

Para os extratos hidroalcoolico do bagaco de oliveira (variedade Picual) e das folhas secas de oliveira (variedades
Arbequina e Picual), foram preparados por meio de uma técnica de extragdo 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 &mbar sob refrigeracéo até a realizagao das analises.

2.2 Isolados Fungicos

No estudo foram utilizados 15 isolados de Candida spp., dentre eles duas cepas padrées (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 cdes 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 identificagéo 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 col6nias e mantidos a temperatura ideal para cada género fngico.

2.3 Testes de microdilui¢cdo em caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relacéo entre a propor¢do de crescimento do microrganismo testado no meio
liquido e a concentragdo da substancia ensaiada, fornendo resultados quantitativos (Pinto et al., 2003). Sendo aasim, os testes de
suscetibilidade foram realizados segundo as recomendagdes 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
solucéo foi homogeneizada e colocada em espectrofotémetro (UV) visivel para realizar a medida de absorbancia no comprimento
de onda de 530 nm. A avaliacdo do efeito antifungico dos extratos do bagaco e das folhas de oliveira foram realizadas pelo
método de microdiluicdo em caldo utilizando microplacas estéreis de 96 poc¢os 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 dilui¢des
seriadas. Posteriormente, foram acrescentados 100 pL 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
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acrescido de tampdo 3-N-acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) e solucdo salina, permitindo a avaliacdo das concentracdes
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 realizagdo
da leitura da concentracao inibitéria minima (CIM), que é avaliada através da determinagdo de uma pequena quantidade da
substancia necessaria para inibir crescimento flngico, visualmente. Em seguida foi realizada a leitura da concentragdo fungicida
minima (CFM), através da semeadura de 10 pl de cada pogo em placas de Petri adicionadas de dgar Sabouraud dextrose acrescido

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

3. Resultados e Discussao

A atividade antimicrobiana de Olea europaea L. tem sido extensivamente investigada nas Gltimas 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 & isolados clinicos de bactérias e fungos filamentosos (Markin et al, 2003) e extratos comerciais de folhas de
oliveira frente & bactérias e fungos leveduriforme (Sudjana et al, 2009). A fim de recorrer a novas alternativas para tratamentos
de doencas causadas por fungos, plantas com a¢do medicinal estdo sendo testadas devido a sua atual utilizacdo a nivel popular,
seja em infusGes, 6leos essenciais e extratos alcodlicos. Sabe-se que 0s principais compostos que atuam combatendo micro-
organismos sdo os compostos fenoélicos, contudo, o extrato em seu conjunto, tem se mostrado mais benéfico que 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¢do fungicida minima estéo descritos nas Tabelas 1
e 2. Nenhum dos extratos, nas concentracfes testadas, apresentou acdo fungicida quando avaliada a concentracdo fungicida
minima (CFM).

A partir do bagaco de oliveira da variedade Picual, coletados nos anos de 2018 e 2019, foram testados extratos aquosos
(infusdo e decocc¢do) 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 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos do bagago de Olea europeae L. da variedade Picual frente dos fungos causadores de candidose, dermatofitose e

esporotricose, nos anos de 2018 e 2019.

Ano de 2018 Ano de 2019
Isolados/cepas
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
I0C 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 — Decocgdo; 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 concentracdo de 100mg/ml no extrato de decoc¢do no ano de 2018 e a 100mg/ml nos extratos de infusdo e decoccédo
do bagaco 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 inibicao
nos extratos de infusdo e decocgdo na concentragdo de 200 mg/ml, no ano de 2019. Os demais isolados ndo 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 decoccdo. Nos demais extratos ndo
foram verificadas nenhuma acdo antifingica nas concentragdes testadas.

Dos 15 isolados de S. brasiliensis, um mesmo isolado foi inibido pelo extrato de infusdo nas concentragdes 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 concentra¢do de 100 mg/ml. Outro isolado apresentou sensibilidade para a concentracdo de 200 mg/ml nos extratos
de infusdo e decocgdo no ano de 2019. Os 13 isolados restantes ndo apresentaram sensibilidade a nenhum dos extratos testados.

Os testes feitos a partir do bagago da Oliveira, tiveram baixa a¢do inibitoria frente & maioria dos isolados, porém o
extrato hidroalcodlico teve acdo inibitoria destacada frente ao M. gypseum, quando comparado aos demais extratos. Segundo
Menz & Vriesekoop (2010) os azeites de oliva apresentam concentragdo muito menor de compostos fenélicos que o bagaco de
azeitona, mesmo considerando o uso dos tratamentos aplicados. Em relacdo ao bagaco bruto, essa concentragdo pode ser de 100
vezes menor, a quantidade e o tipo de fendlicos nas azeitonas séo influenciados por vérios fatores, como a maturidade, a cultivar
e o clima e ainda no azeite, pelas condi¢des de processamento, 0 que ira gerar bagacos com conteidos variados e reducao 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
obtengdo a partir de diversas extragdes com outros solventes como alcool, acetona e acetato de etila demonstraram atividade
inibitdria e antifingica. Assim, pressupde-se que, entre outros fatores, os extratos de bagago 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 infusdo, decocgéo 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 - Concentracéo Inibitéria 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) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Sporothrix sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34808

Research, Society and Development, v. 11, n. 12, €596111234808, 2022
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34808

Sporothrix sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 200 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 100
Sporothrix sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 200 200 100 > 200 > 200 > 200 50 200
Sporothrix sp. (1) > 200 200 > 200 > 200 200 > 200 > 200 200 200 > 200 100 200
Sporothrix sp. (2) > 200 > 200 200 > 200 200 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 200
Sporothrix sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 200
Sporothrix sp. (1) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 200 200 > 200 > 200 200 200
Sporothrix sp. (3) > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 200

Legenda: INF — Infusdo; DEC — Decoc¢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
decoccdo e no extrato hidroalcodlico do material colhido em 2018. Em 2019, a cepa ATCC apresentou sensibilidade na
concentracdo de 200 mg/ml nos extratos de decoccdo e hidroalcodlico, ja a 10C nos extratos de infusdo, decoccdo e
hidroalcoolico na mesma concentragcdo. No ano de 2021 ndo houve nenhuma acdo inibitdria dos extratos sobre os isolados.
Durante os trés anos testados, nenhum dos extratos das folhas da variedade Arbequina apresentou atividade antiflngica frente a
isolados provenientes de casos clinicos de Candida spp.

O extrato aquoso de decocg¢do das folhas da variedade Picual inibiu 9 (60%) dos 15 isolados de Candida spp. (dentre
eles a cepa ATCC) em concentrages que variaram de 100 mg/ml a 200 mg/ml. O extrato hidroalcodlico apresentou acao
antifungica em 11 (73,3%) dos 15 isolados da levedura, em concentra¢des 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
fenolicos presumivelmente séo 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 inibitérios. Korukluoglu e colaboradores (2006), obtiveram
resultado positivo com extrato das folhas de Olea europaea L. frente & fungos leveduriformes, utilizando a técnica de difuséo
em disco. Devido & 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 dermatdfito M. gypseum foram 100% sensiveis ao extrato hidroalcodlico das folhas de oliveira da
variedade Arbequina colhidas nos anos de 2018 e 2019, em concentra¢des que variaram de 100 mg/ml a 200mg/ml, no ano de
2021 apenas um isolado ndo foi sensivel a esse extrato. Os extratos aquosos de infusdo e decocgéao das folhas colhidas no ano de
2019 inibiram apenas trés isolados na concentragdo 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 ndo 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 concentragdo para
obter o mesmo resultado. Em nosso estudo observam-se variacoes entre extratos e os anos de colheita frente aos mesmos isolados,
isso justifica pela qualidade e satde 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 variagdes referentes a
determinacdo da CIM de extratos de plantas podem ser atribuidas a vérios 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 determinagdo da CIM de extratos vegetais € a
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preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos, microbiolégicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
combinac@es (Pinto et al., 2003).

Os extratos das folhas da variedade Picual foram os que melhor apresentaram resultados frente ao Sporothrix
brasiliensis, o extrato hidroalcolico inibiu 11 (73,3%) dos 15 isolados, em concentragbes que variaram de 100 mg/ml a
200mg/ml, enquanto o extrato aquoso de decocgdo inibiu sete (46,6%) dos isolados, com concentra¢Bes de 50 mg/ml a 200mg/ml.

Os extratos hidroalcodlicos das folhas das variedades Arbequina e Picual foram os que apresentaram maior atividade
antifungica frente aos trés géneros fingicos testados quando em comparagéo aos extratos aquosos (infuséo e decocgédo), segundo
Korukluoglu e colaboradores (2006), que também néo obtiveram bons resultados com esses extratos de Olea europaea L. frente
a leveduras, isso pode ser explicado pelo fato que compostos fendlicos, sdo fracamente dissolvidos em agua devido a sua fracdo
apolar. A reducdo da capacidade de inibicdo, apresentada pelos extratos aquosos, pode ser atribuida a volatilizagdo 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 o uso de extratos vegetais no controle de fitopatégenos justifica-se
pela quantidade e composic¢do quimica variavel dos extratos. Leme et al. (2007) verificaram que a forma de esterilizacéo e o
tempo de armazenamento dos extratos interfeririam na atividade dos mesmos em relacdo ao desenvolvimento dos isolados. I1sso
explica, em parte, o por que ocorre diferenga 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 decoccdo 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,
et al. 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 & base do pogo, enquanto as
de outros permaneciam em suspensdo. Ainda, compostos presentes em alguns extratos precipitavam, e a coloragdo verde da
clorofila em concentracdo muito alta interferia na andlise. Fatores esses que podem explicar a grande variabilidade de resultados
entre isolados de um mesmo género flngico 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 ndmero 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
infec¢des microbianas, particularmente no trato intestinal e respiratorio principalmente por causa dos compostos fendlicos. As
folhas de oliveira contém diferentes grupos de componentes tais como: iridoides, 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, 0s
polifendis hidroxitirosol e oleuropeina sdo os principais compostos fendlicos responsaveis pelas propriedades antimicrobianas
(Puupponen-Pimia 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 inibitoriaem relacéo a E. coli e S. aureus em comparacéo 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
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oliveira frente & bactérias e fungos leveduriformes (Sudjana et al, 2009). E importante salientar que, de acordo com o tipo de
extrato, as concentragdes dos seus constituintes podem variar. Isso justificaria que alguns autores verifiquem atividade
antimicrobiana do produto e outros ndo (Béhmer, 2018).

A atividade antifungica do extrato hidroalcodlico se sobressaiu 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 decoccdo nas mesmas
concentracdes 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 analise apresenta particularidades, devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes sitios
de acdo, 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 sdo aspectos chaves
na medida da atividade antioxidante, além de que a presenca de outros compostos nas solucdes testadas também pode afetar os
resultados. Assim estes compostos podem estar envolvidos, isoladamente ou em associacdo, na atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico das folhas. Os extratos naturais ricos em compostos fendlicos surgem como alternativas aos éleos
essenciais, muito utilizados medicinalmente, mas que, por vezes, tém alguma toxicidade associada (Zapata & Smagghe, 2010;
Assis et al., 2011).

4. Consideracdes Finais

A atividade antifingica dos extratos hidroalco6licos de folhas de Olea europaea L. se sobressairam no resultado final
de todo experimento, apresentando a¢do inibitdria nas concentragdes de 50 mg/ml, 100 mg/ml e 200 mg/ml, seguido do extrato
aquoso de decocgdo nas mesmas concentracdes.

Os extratos hidroalcodlicos do bagaco da variedade Picual e das folhas das variedades Picual e Arbequina apresentaram
atividade fungistética promissora frente aos isolados de Microsporum gypseum, apresentando CIM que variaram de 100 mg/ml
a 200 mg/ml. Os extratos de infusdo e hidroalcoolicos das folhas da variedade Picual apresentaram maior agdo inibitoria
especialmente frente aos isolados de Candida spp. e Sporothrix brasiliensis apresentando pardmetros importantes para apontar
0s produtos como uma alternativa terapéutica apos testes de ajuste de concentracdo e verificacdo da citotoxidade, para posterior
utilizacdo 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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