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Titulo: Biofilmes e plantas medicinais: evidéncia cientifica

Resumo

Os biofilmes dizem respeito a comunidades de microrganismos aderentes a uma superficie
abidtica ou bidtica e organizados entre si através da sua matriz extracelular, que permite o
seu crescimento e desenvolvimento, aumentando a sua resisténcia e dificultando a

erradicagéo no hospedeiro.

E do conhecimento atual a crescente resisténcia a farmacos antimicrobianos que se tem
verificado, nomeadamente no tratamento de infecdes resultantes da presenca de biofilmes, o
que gera uma grande limitacdo no controlo de multiplas doencas. Desta forma, o estudo de
plantas medicinais tem sido alvo de grande interesse, uma vez que muitas delas possuem
propriedades antimicrobianas comprovadas, além de outras caracteristicas farmacologicas,
gue podem constituir uma estratégia para o controlo de microrganismos e infecdes

persistentes.

Assim, esta revisdo foca o papel de algumas plantas medicinais, homeadamente Allium
sativum, Berberis vulgaris, Betula spp., Geranium spp., Punica granatum, Syzygium
aromaticum e Urtica dioica, e a sua atuacao e interacdo com os biofilmes microbianos de
espécies como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans,
Escherichia coli e Candida albicans, presentes nas mucosas oral, cutdnea e dos tratos

respiratério e urogenital.

As plantas em analise evidenciaram acdo antimicrobiana e atividade contra biofilmes
constituidos pelos diversos microrganismos, promovendo a sua eliminacéo e a inibicdo do seu
crescimento em diferentes estadios de desenvolvimento. Estas demonstraram também efeitos
sinérgicos com farmacos convencionais e interferiram ainda com a producdo de fatores de
viruléncia, com mecanismos de quorum sensing e com a expressao genética, sendo a sua

atividade dependente do tipo de extrato e das concentra¢des utilizadas.

No seguimento destes resultados, propde-se a realizagdo de ensaios clinicos prospetivos,
randomizados e controlados, com vista & obtencdo de resultados mais rigorosos no que

concerne ao potencial terapéutico das plantas medicinais.

Palavras-Chave: biofilmes, plantas medicinais, efeito antimicrobiano, infecdo recorrente



Title: Biofilms and medicinal plants: scientific evidence

Abstract

Biofilms are communities of microorganisms attached to biotic or abiotic surfaces and
embedded within an extracellular polymeric substance matrix, which allows their growth and
development. It also prevents the access of antibiotics to biofilm-grown cells, complicating their

eradication from the host.

It has been observed an increasing resistance to antimicrobial agents regarding the treatment
of biofilm infections, which generates a major limitation on controlling multiple diseases. In this
way, the study of medicinal plants has been of great interest, as many of them possess well
established antimicrobial properties, amongst other pharmacological benefits, which may

compose effective strategies for the control of microorganisms and persistent infections.

Thus, this review focuses on the role of some medicinal plants, namely Allium sativum,
Berberis vulgaris, Betula spp., Geranium spp., Punica granatum, Syzygium aromaticum and
Urtica dioica, and its interaction with microbial biofilms, including Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Escherichia coli and Candida albicans,

present in oral, cutaneous, respiratory and urogenital mucosa.

The plants in analysis have evidenced antimicrobial activities against biofilms of multiple
microorganisms, promoting its elimination and the inhibition of its growth in different stages of
development. They also demonstrated potent synergism with antimicrobial drugs and
interfered with the production of virulence factors, quorum sensing mechanisms and the
expression of genes in biofilms, being their activity dependent on the type of extract and the

concentrations employed.

Following these results, it is suggested to carry out prospective, randomized controlled clinical
trials in order to obtain more exhaustive evidence regarding the therapeutic potential of

medicinal plants.

Keywords: biofilms, medicinal plants, herbal medicine, antimicrobial effect, infection



1. INTRODUCAO

Durante muito tempo, a microbiologia assentou no estudo de células livres e suspensas em
meio liquido. No entanto, a evolugéo da tecnologia que permite investigar estes seres vivos,
determinou, a partir da década de setenta, que outras formas de existéncia além desta,
designada de planctonica, refletiam de um modo mais preciso o crescimento dos
microrganismos na natureza. Assim, compreendeu-se que formas celulares sésseis, isto €,

aderidas entre si, constituem a biomassa predominante em multiplos ambientes.*

Em consequéncia, o conceito de biofilme emergiu progressivamente desde a sua primeira
descricéo, levada a cabo por Anton van Leeuwenhoek, cientista holandés reconhecido como
“o Pai da Microbiologia”. Na segunda metade do século XVII, utilizou microscopios simples
fabricados pelo préprio para observar agregados celulares que destacou da superficie dos
seus dentes, os quais designou de “animalculos” (do latim animalculum), isto &, animais
microscépios. No entanto, s6 mais tarde com 0s avanc¢os na ciéncia e o desenvolvimento das
técnicas de microscopia, se comecou a aprofundar a investigacdo destas colecdes
microbianas e se determinou a sua complexa estrutura e organizacao, tendo-se também

quantificado a sua presenca no meio ambiente.>

Atualmente, estas microcolonias sdo descritas como biofilmes e definem-se como uma
comunidade organizada, constituida por uma ou mais espécies de microrganismos, que
podem incluir bactérias, fungos e protozoarios, aderentes entre si e a uma superficie abibtica
ou bidtica, estando envolvidos por uma extensa matriz extracelular polimérica, constituida por
proteinas, 4cidos nucleicos, polissacarideos e minerais, que o0s protege de fatores ambientais

desfavoraveis, constituindo uma barreira fisica contra os agentes antimicrobianos.**

Todo o processo de formacao de um biofilme é complexo e envolve reprogramacao genética,
em resposta as variacbes no ambiente que o rodeia. Esta plasticidade fenotipica confere
multiplas vantagens que se prendem com a inducdo da expressdo de genes especificos

moduladores da resisténcia destes conjuntos de microrganismos a agentes adversos.®

Paralelamente, também as doencas infeciosas tém sido alvo de grande investigacdo e
preocupacéo, sabendo-se, nos dias de hoje, que constituem uma das principais causas de
morte nos paises mais desenvolvidos e mundialmente representam a segunda causa,

seguindo-se as doencas cardiovasculares.’

A relevancia clinica destas patologias prende-se com a sua associa¢cdo ao desenvolvimento
de biofilmes constituidos na sua maioria por bactérias patogénicas oportunistas, que estao na
origem de muitas infe¢des, sendo responsaveis pelo seu curso cronico e dificil de tratar. Delas

sdo exemplo a periodontite, otite média cronica, amigdalite, rinossinusite crénica, pneumonia
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da fibrose quistica ou pneumonia hospitalar, infe¢des do trato urinario (ITUs) e dermatites

infeciosas subsequentes a les6es cutaneas.®

Sabe-se que bactérias incorporadas em biofilmes apresentam um crescimento lento e sédo
menos suscetiveis ao tratamento com agentes antimicrobianos, comparativamente as células
plancténicas.™® Assim, a crescente resisténcia evidenciada contra os farmacos em utilizagéo
€ considerada o principal obstaculo no combate as doencas infeciosas e ao controlo da
patogenicidade microbiana,® condicionando multiplas desvantagens relacionadas com a
dificuldade em efetuar uma terapéutica eficaz, prolongando os internamentos hospitalares e
assim, produzindo maiores encargos econémicos, além de propiciar a recorréncia de infecbes

e 0 aumento da morbilidade e mortalidade.®

Desta forma, a reducéo da eficacia dos antimicrobianos, acompanhada da manifestacéo dos
seus efeitos adversos, cada vez mais reclamados pelos doentes, e da emergéncia de
microrganismos multirresistentes, tem suscitado a procura e andlise intensiva de novos alvos
terapéuticos mais eficazes na inibicdo da formacéo e do crescimento de biofilmes, visando
ainda a menor toxicidade possivel. Consequentemente, tém sido revisitados alguns agentes
naturais presentes em plantas, desenvolvendo-se linhas de investigacdo nas ciéncias
médicas, farmacologicas e nas ciéncias basicas com vista a avaliar cientificamente o seu

potencial terapéutico e antimicrobiano contra estirpes multirressistentes.°

O interesse nos beneficios das plantas medicinais para a saude remonta desde os tempos
ancestrais, em que a sua utilidade variava desde simples infusdes para aliviar a dispepsia até
aplicacdes tdpicas para tratar pequenas laceracdes. No entanto, com a evolucdo da ciéncia,
o foco dirigiu-se para os farmacos sintéticos e outras substancias quimicas, que sao
atualmente prescritas em grande quantidade, o que em parte tem contribuido para a
resisténcia bacteriana.'**? Assim, nos Ultimos trinta anos, os investigadores tém-se recentrado
novamente em agentes naturais, estudando sobretudo as propriedades antimicrobianas das

plantas e dos seus extratos.*®

De facto, estima-se que mais de um tergo das terapéuticas em utilizagcdo no nosso quotidiano
sejam derivadas de plantas medicinais ou consistam em medicamentos sintetizados com

origem botanica.'*

Efetivamente, grande parte da populacéo recorre ainda a medicina tradicional para prevenir,
aliviar ou tratar doencas comuns. Esta crenca dirigida as propriedades farmacolégicas destes
agentes e dos seus metabolitos esta também muito apoiada no facto de muitas plantas serem
descritas com potencial antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano, além do seu efeito
terapéutico em multiplas doencas, nomeadamente infegdes cutdneas e dos tratos urindrio,

gastrointestinal e respiratério.*?



Outras vantagens incluem os infimos efeitos adversos associados as plantas medicinais,
comparativamente aos farmacos criados artificialmente, o que promove uma maior aceitagéo
por parte dos utilizadores. Além disso, sédo geralmente menos dispendiosas, constituindo uma

opcao valida até para as classes socioecondémicas mais desfavoraveis.*?

Assim se compreende que em paises subdesenvolvidos e com disponibilidade reduzida de
cuidados de saude esta pratica seja preponderante, uma vez que as plantas medicinais
constituem, por vezes, 0s Unicos agentes terapéuticos acessiveis a algumas populagdes mais

desfavorecidas.

No entanto, apesar do uso frequente de extratos (de rizomas, caules, folhas, flores, etc.) e
Oleos essenciais de inimeras plantas, 0s seus mecanismos de atuacdo nem sempre foram
esclarecidos, dai que haja um interesse crescente com vista a determinar com a melhor
credibilidade cientifica quais as propriedades que estas comportam e de que forma podem
constituir uma opc¢éao terapéutica valida e com beneficios comparaveis aos agentes que

atualmente se encontram a nossa disposicdo no mercado farmacéutico.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais seriam uma das
melhores fontes de exploracdo com vista a obtencédo de novos alvos terapéuticos e de uma

grande variedade de farmacos.*°

Assim, esta revisdo tem como objetivo principal reunir a evidéncia cientifica que sustenta o
papel de algumas plantas medicinais, concretamente Allium sativum, Berberis vulgaris, Betula
spp., Geranium spp., Punica granatum, Syzygium aromaticum e Urtica dioica, entre outras, e
a sua interacdo e atuacdo na remocao ou minimizacdo de biofilmes microbianos.
Selecionaram-se estas plantas uma vez que apresentam estudos mais sustentados, embora
existam publicacdes de muitas outras espécies que variam de acordo com a area geografica

do globo, dependendo da flora envolvente de cada comunidade.

Outros objetivos sdo perceber que principios ativos sdo responsaveis pela acao
antimicrobiana das plantas medicinais e quais o0s principais microrganismos envolvidos na
patogénese de infe¢es recorrentes com formagéao de biofilmes. Para o efeito, consideram-se
como relevantes aqueles presentes nas mucosas oral, cutinea e dos tratos respiratério e
urogenital, maioritariamente na dependéncia de agentes biolégicos como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Candida

albicans.

Considera-se que em algumas situagdes clinicas podera existir uma janela de oportunidade
terapéutica que cientificamente sustenta a utilizacdo de plantas medicinais em doentes com

infecBes persistentes e resistentes aos antimicrobianos convencionais.



2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho teve como objetivo a realizacdo de uma revisdo bibliografica com vista a
exposicao de propriedades de algumas plantas medicinais e a sua atuacao e interacdo com

os biofilmes microbianos envolvidos na patogénese de infecdes recorrentes.

No que diz respeito a metodologia, este artigo teve por base a analise de dados disponiveis
na PubMed e Embase, tendo sido selecionadas publica¢des cientificas de ambito médico,
farmacéutico, da bioquimica e infeciologia, entre outras, excluindo-se publicacées nas areas
da fitoterapia, etnomedicina, medicinas alternativas ou outras néo suportadas na comunidade
médica, mesmo que constituam ensaios, projetos de investigacdo ou casos clinicos com
autoria em centros médicos, farmacéuticos ou bioquimicos. A escolha dos artigos
fundamentou-se na leitura dos Abstract para avaliar se as publicacdes teriam relevancia para

o0 tema em desenvolvimento.

As palavras-chave utilizadas na pesquisa foram biofilm, medicinal plants, herbal, antimicrobial
e infection, em combinacdo com outros termos que, indo de encontro aos objetivos do
trabalho, incluiram as principais plantas em anélise — Allium sativum, Berberis vulgaris, Betula
spp., Geranium spp., Punica granatum, Syzygium aromaticum e Urtica dioica —, bem como
alguns dos microrganismos mais comummente associados a infecdes com origem em
biofilmes: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans,

Escherichia coli e Candida albicans.

Apds a pesquisa, os critérios tidos em conta para a selecao dos artigos prenderam-se com o
seu interesse, que deveria ir de encontro aos objetivos estabelecidos, bem como a frequéncia
da sua referenciacdo na literatura, tendo-se escolhido sobretudo artigos com evidéncia
experimental acerca desta matéria, preferencialmente com data de publicacdo até dez anos

de recuo relativamente ao término do trabalho.

Efetuou-se também a pesquisa de algumas referéncias bibliograficas citadas nos artigos
selecionados com relevancia para a compreensao do tema em questdo, bem como a pesquisa

online nos enderecgos da Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) e Medscape.

Foram ainda utilizados Manuais de Plantas Medicinais como instrumento de consulta, por
terem integrado a bibliografia aconselhada da cadeira de Plantas Medicinais na Pratica

Clinica, lecionada na Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.
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3. BIOFILMES

As bactérias constituem formas de vida amplamente estudadas pelas suas capacidades de
se desenvolverem em multiplos ambientes. Com a evolu¢cdo dos métodos de observacao
destes agentes vivos, apurou-se 0 seu crescimento e reproducdo predominantemente na
forma de comunidades aderentes a superficies bidticas ou abibticas e inseridas numa matriz
com fungbes nutritivas constituida por exopolissacarideos, sendo estas designadas de

biofilmes.11516

O desenvolvimento de técnicas de investigacdo microscopicas e moleculares permitiu
compreender que os biofilmes representam sistemas bioldgicos altamente organizados,
compostos por uma estrutura heterogénea, com distribuicdo variavel de agregados celulares
e dos seus polimeros extracelulares (Figura 1). Neles podem estar presentes mdltiplas
espécies bacterianas, assim como fungos, virus e parasitas, que exibem fendétipos distintos
das suas formas plancténicas correspondentes, apoiados numa estreita regulacdo da
transcricdo genética e numa estrutura proteica que ditam a sua complexidade, capacitando-
os na adaptacao a diferentes estimulos e a alteragcGes no ambiente que os envolve, 11516

Figura 1 — Estrutura de um biofilme de Staphylococcus aureus (Adaptado de Yadav et al., 2015)

A plasticidade fenotipica caracteristica dos biofilmes relaciona-se com o tamanho das células,
com a sua motilidade e metabolismo, entre outras caracteristicas, conferindo-lhes prote¢céo
adicional e maior resisténcia a predadores ou agentes antibacterianos, comparativamente as

células em suspenséo isoladas em cultura.®
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3.1. PATOFISIOLOGIA DOS BIOFILMES E MECANISMOS DE VIRULENCIA

A formacédo de biofilmes assenta em diversas etapas, esquematizadas na Figura 2. Estas

incluem:12417

1.

Transporte e adesdao inicial de células livres a uma superficie sélida, quando estas
intuem alteracbes no ambiente que as rodeia, condicionadas pela adsorcdo de
nutrientes organicos e inorganicos, pelo pH, osmolaridade, oxigénio e temperatura,
influenciando a fixacdo bacteriana subsequente.

Bactérias ligadas reversivelmente as superficies produzem substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que promovem o desenvolvimento de ligagdes estimuladoras da
coagregacao, isto é, do reconhecimento e adesdo entre bactérias geneticamente
distintas, levando a transicdo de formas plancténicas para sésseis e firmando, ainda,
a agregacao celular a superficie.

Da-se a colonizacédo da superficie através do crescimento e divisdo das bactérias fixas,
formando microcol6nias, que sao consideradas as unidades organizacionais basicas
de um biofilme.

Maturacéo do biofilme que, por sua vez, adquire uma arquitetura complexa, com uma
matriz rica em EPS intercaladas com regides menos densas que incluem canais de
agua altamente permeaveis que participam no transporte de nutrientes e residuos.
Libertacdo de agregados celulares do biofilme e transferéncia dos mesmos para

posterior fixacdo noutras superficies.

[ 3

Figura 2 — Etapas da formacé&o de biofilmes (Adaptado de Davies, 2003)
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A viruléncia que caracteriza os biofilmes esta muito dependente das toxinas e enzimas
segregadas pelos microrganismos que 0s constituem, uma vez que estas modificam a sua
arquitetura de acordo com variagbes no ambiente em que se encontram, de forma a manter
a coesao e interacdo entre as células, ao mesmo tempo que protegem a sua biomassa de
agentes antibiofilme. Também as trocas de &cido desoxirribonucleico (ADN) e fatores de
superficie como as fimbrias, adesinas e pili contribuem para a estabilizacdo da estrutura

tridimensional e para a patogenia do biofilme.**81°

O mecanismo de atuacdo dos biofilmes relaciona-se também com eventos sinalizadores
intercelulares que conferem vantagens na sobrevivéncia bacteriana através da secrecao de
autoindutores de baixo peso molecular, constituindo um sistema de comunicacdo designado
de quorum sensing (QS). Apesar de ndo estar ainda completamente caracterizado, pensa-se
gue o QS regula diversos comportamentos biolégicos como a adesao celular e a producao
pelas bactérias dos inUmeros constituintes da matriz extracelular, assim como a sua atividade
metabdlica e a expressao de fatores de viruléncia determinantes na inducao de infecdes no

hospedeiro e na resisténcia aos antibidticos.®1"2°

Alguns destes fatores sao produzidos pela Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), entre
outros microrganismos, e incluem: exotoxina A — um polipeptideo que inibe a sintese proteica
e bloqueia a resposta imunolégica —, elastase — pertencente as metaloproteinases da matriz,
degrada EPS e inativa agentes imunolégicos —, pioverdina — uma molécula sinalizadora que
controla a producdo de outros fatores de viruléncia — e ramnolipido — que intervém na

arquitetura do biofilme através da formacao de canais.'?°

O QS é também conhecido por estimular a libertacdo de citocinas e enzimas extracelulares,
relacionando-se com a producdo de peptideos por bactérias gram positivas e de moléculas
pertencentes a classe das N-acil-homoserina lactonas, que vao interagir com as células
vizinhas de biofilmes gram negativos. Estas associam-se com uma proteina de ligacdo ao
ADN, causando altera¢des na sua conformacéo e, deste modo, facilitando a transcrigéo de

determinados genes, com vista a execucéo de funcGes especificas.32

3.2. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E DIFICULDADES NA TERAPEUTICA

O insucesso crescente do tratamento de doencas infeciosas com agentes antimicrobianos
nao se prende apenas com 0S microrganismos gue possuem uma resisténcia inata a alguns
antibiéticos, uma vez que existem bactérias que se apresentam na forma de biofilmes e estes
demonstram uma tolerancia a esta classe de farmacos cerca de mil vezes superior

relativamente as células plancténicas correspondentes.?316:21
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Outra questdo que contribui para a persisténcia de infecdes prende-se com a prescricao
desmesurada e, por vezes, desapropriada de antibiéticos, que veem a sua eficacia cada vez
mais reduzida, assim como a suscetibilidade dos microrganismos que séo alvo de terapéutica.
No caso da P. aeruginosa, estima-se que cerca de 95% seja resistente a gentamicina,

cotrimoxazol e tetraciclina.?*

Contudo, ndo estdo ainda completamente esclarecidos os fatores que conferem resisténcia
aos biofilmes, estando estes dependentes das bactérias que os constituem e dos principios
ativos utilizados com vista a sua eliminagdo. Possiveis mecanismos de resisténcia

incluem:23616.21

« Expressdo de genes, ndo existentes nas formas plancténicas, que promovem a
emergéncia de fendtipos distintos em diversas subpopulacées que compdem o
biofilme, convergindo em efeitos deletérios contra os antimicrobianos;

+ Inativacdo dos antibiéticos através da acdo de EPS ou enzimas bacterianas presentes
na matriz que envolve os biofilmes; pensa-se que as primeiras possam também tornar
as bactérias menos suscetiveis a fagocitose;

+ Reducdo da atividade metabdlica com limitagdo da disponibilidade de nutrientes e
conseqguente diminui¢do da velocidade de crescimento celular, o que confere alguma
insensibilidade relativamente a agentes que possam penetrar no biofilme;

« Existéncia de bombas de efluxo que exteriorizam os antibidticos das células
bacterianas;

% Alteracdo da composicao das proteinas que integram a membrana citoplasmatica dos
biofilmes, com diminuicdo da permeabilidade celular aos agentes antimicrobianos;

% Presenca de populacdes heterogéneas de células com diferentes padrbes de
resisténcia e ativacdo de uma resposta geral ao stress induzido por agentes quimicos;

«» Porfim, a propria estrutura complexa que caracteriza estas comunidades, assim como
a sua elevada densidade, comparativamente a formas planctonicas, constitui uma
barreira fisica que impede a penetragdo dos antibidticos em determinadas regides dos

biofilmes.

Alguns dos microrganismos resistentes mais comuns incluem: Salmonella spp., Shigella spp.,
Klebsiella spp., Proteus spp., Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA),
Escherichia coli (E. coli) e P. aeruginosa, com os trés ultimos a destacar-se como

multirresistentes.*?
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3.3. BIOFILMES ASSOCIADOS A INFECOES

As infecBes causadas por biofilmes caracterizam-se frequentemente por uma apresentacao
tardia (relacionada com o crescimento lento destas comunidades) e localizada, assim como
pela recorréncia dos sintomas apés a terapéutica com antibiéticos, uma vez que estes, apesar
de vantajosos na eliminacdo de microrganismos plancténicos, tém eficacia diminuida nas
formas sésseis que se reproduzem no interior de biofilmes, continuando a propagacédo da
doenga apos o terminus do tratamento instituido. Também o sistema imune humoral dos
individuos fica comprometido, ja que os biofilmes, além de resistirem aos seus mecanismos
de defesa, promovem, por vezes, lesfGes colaterais dos tecidos circundantes através da
dispersdo de células individuais ou partes do biofilme que estimulam a libertacdo de

mediadores de stress oxidativo pelas células fagociticas.?321%2

Os biofilmes constituem a etiologia de cerca de 80% das infe¢des microbianas,!’?* estimando-
se gue estejam na origem de 60% daquelas adquiridas em ambiente hospitalar, associando-
se a internamentos prolongados em pelo menos dois a trés dias e custos econémicos
superiores.??223 Predispdem sobretudo a ocorréncia de infeges cronicas, em contraste com

as células plancténicas, que promovem essencialmente processos agudos.?*

Estas comunidades patogénicas comprometem muitos doentes, especialmente os individuos
imunocomprometidos e aqueles sujeitos a introducdo de dispositivos médicos, como sejam
tubos endotragqueais, lentes de contacto, proteses ortopédicas e valvulares cardiacas,
pacemakers, cateteres urinarios, de didlise peritoneal e venosos centrais, ventiladores,
endoscopios e préteses penianas, ou mesmo cateteres venosos periféricos apos alguns
dias.1??125 A colonizacdo destes dispositivos resulta em deterioracdo e perda de funcio,
necessitando ndo raras vezes de substituicdo.! Nestes casos, os microrganismos podem
disseminar-se rapidamente até a superficie de tecidos e érgaos internos por via hematogénica

e, por vezes, como resultado de contaminacéo cirtrgica.?>%

A patogenia dos biofilmes nas doencas ndo associadas a dispositivos médicos néo esté ainda
completamente estabelecida,? mas as superficies propensas ao seu desenvolvimento sdo
numerosas e incluem pecgas dentarias e restante cavidade oral, lesdes cutaneas, trato

gastrointestinal, assim como a mucosa respiratdria, entre outras.*®
A Tabela | exemplifica alguns dos biofilmes associados a etiologia de multiplas infecoes.

O Streptococcus mutans (S. mutans) constitui a bactéria que mais contribui para o
desenvolvimento de biofilmes na cavidade oral e, consequentemente, para a formacdo de
caries, manifestando a sua viruléncia através da producdo de enzimas como a

glicosiltransferase (GTase), facilitadora da adesdo celular & superficie dentaria. Outros
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mecanismos incluem a alteracdo do fluxo de célcio nas células epiteliais, bem como a

libertagdo de 4cidos promotores da desmineraliza¢éo do esmalte e de toxinas que interferem

com vias sinalizadoras da resposta imune contra a invaséo bacteriana.??~2°

Tabela | — Exemplos de biofilmes associados a infecdes (Adaptado de Costerton et al., 1999 e

Davey et al., 2000)

Infec@o/Doenca
Céries dentarias

Periodontite

Otite média

InfecBes musculo-esqueléticas
Fasciite necrotizante

InfegGes do trato biliar
Osteomielite

Prostatite bacteriana

Endocardite bacteriana

Pneumonia associada a fibrose quistica

Infecdes nosocomiais:

Pneumonia associada aos Cuidados Intensivos

Suturas

Shunts arteriovenosos

Lentes de contacto (queratite)
Cistite associada a cateteres urinarios

Peritonite associada a dialise peritoneal
Tubos endotraqueais (pneumonia)

Cateteres venosos centrais
(endocardite, septicémia)

Valvulas cardiacas mecénicas
Aparelhos ortopédicos (septicémia)

Proéteses penianas

Biofilmes

Cocos gram positivos acidogénicos

(Streptococcus spp.)

Bactérias orais anaer6bicas gram negativas
Estirpes de Haemophilus influenzae

Cocos gram positivos (Staphylococcus spp.)
Streptococcus do grupo A

Bactérias entéricas (E. coli)

Misto de espécies bacterianas e fungicas

E. coli e outras bactérias gram negativas
Streptococcus do grupo viridans

P. aeruginosa e Burkholderia cepacia

Bacilos gram negativos

S. epidermidis e S. aureus

S. epidermidis e S. aureus

P. aeruginosa e cocos gram positivos
E. coli e outros bacilos gram negativos
Variedade de bactérias e fungos

Variedade de bactérias (E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. epidermidis) e fungos

S. epidermidis e outros

S. aureus e S. epidermidis
S. aureus e S. epidermidis

S. aureus e S. epidermidis
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Também a superficie de aparelhos ortoddnticos fixos ou proteses dentarias compdem um
ambiente propicio a acumulacdo de placa bacteriana,*® que representa um dos fatores
etioldgicos da gengivite e periodontite, resultando na infamagao crénica dos tecidos, que pode
incorrer em perda dentaria e retracdo gengival.>?’ Estima-se que 40 a 50% da populacéo

adulta possa ser afetada por uma infecéo gengival causada por biofilmes.®

Os Streptococcus spp., além de outros microrganismos presentes na mucosa oral, poderao
ainda contribuir para a ocorréncia de doengas sistémicas, como a endocardite, a osteomielite
€ a pneumonia por aspiragdo ou nosocomial associada a ventilacdo, que revela niveis de

morbilidade e mortalidade significativos.?%26:28:29

A endocardite € uma patologia de gravidade consideravel, com mortalidade na ordem dos
70%, e na sua etiologia estdo também implicados biofilmes bacterianos presentes em
préteses de substituicdo valvular, como o Staphylococcus aureus (S. aureus).?'’?! Este
constitui um dos microrganismos mais prevalentes nas infecbes nosocomiais, associado a
doencas com elevada morbilidade, sendo que cerca de 60% dos isolados de S. aureus sdo

resistentes a meticilina.3%32

Biofilmes de S. aureus estdo também associados a patogenia da otite média e de infecbes da
pele, tecidos moles e trato respiratério, por vezes complicadas com bacteriémia, sépsis ou

sindrome do choque téxico.%!’

A polipose nasal e a rinossinusite sdo entidades maioritariamente associadas a este agente,
produtor de enterotoxinas que atuam como superantigénios responsaveis pela ativacdo de
uma resposta imune com libertacdo de mediadores de inflamacédo, desencadeando doencas
com componente inflamatério crénico e persistente. Outras etiologias podem incluir P.

aeruginosa, Haemophilus influenzae (H. influenzae) e Streptococcus viridans (S. viridans).?433

ApoOs uma lesdo cutanea, seja ela causada por uma cirurgia, gueimadura ou traumatismo, o
local é rapidamente colonizado por microrganismos gram positivos, como S. aureus e
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), bem como gram negativos, com destaque para
P. aeruginosa, além de E. coli, Klebsiella spp. e Acinetobacter spp., estimando-se que 60%
dos ferimentos crénicos possam promover o desenvolvimento de biofilmes, que proliferam

nos tecidos danificados e originam a infecdo.3+3°

Um outro exemplo de infe¢es com origem em biofilmes é a que ocorre no trato genitourinario
e a formacdo destes agregados na superficie de cateteres mantidos por um periodo
prolongado, condicionando o desenvolvimento de ITUs. Estas sdo bastante prevalentes,
causadas na sua maioria (80 a 90%) pela E. coli, sendo que outras bactérias como Klebsiella

pneumoniae (K. pneumoniae), Enterococcus faecalis (E. faecalis), Proteus mirabilis e P.
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aeruginosa sao também identificadas na sua etiologia. Ainda, biofilmes com Streptococcus do
grupo B e Enterococcus spp. desencadeiam frequentemente prostatites.*’~1°

Estirpes de P. aeruginosa constituem uma das principais causas de infe¢cfes associadas a
imunodeprimidos, nomeadamente nas vias respiratorias.®>?® Sabe-se, por exemplo, que os
doentes com fibrose quistica sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de pneumonias
associadas a expressao aumentada de exopolissacarideos em biofilmes do microrganismo

em questdo. 222526

Também os fungos desempenham um papel importante na formacdo de biofilmes e
consequente inducéo de infegbes, concretamente o género Candida spp., que faz parte da
flora comensal das mucosas oral, vaginal e do trato gastrointestinal e pode causar micoses
superficiais (vaginite, estomatite, rinossinusite, dermatite) ou sistémicas severas em
individuos imunocomprometidos. Este é frequentemente isolado em infe¢cBes fungicas
nosocomiais, com prevaléncia descrita entre os 50 e 70%, na sua maioria associadas ao
contacto com materiais médicos (por exemplo, cateteres urinarios e intravasculares, sondas

nasais ou préteses dentérias).'0%¢3

A viruléncia da Candida albicans (C. albicans) esta dependente da sua capacidade de adquirir
morfologias distintas, variando de formas leveduriformes a pseudo-hifas ou hifas, em reposta
a estimulos ambientais. O tratamento constitui um desafio devido a natureza eucariotica das
células fangicas, que se assemelha a dos hospedeiros, e a resisténcia crescente contra

antifingicos, a par do que acontece com os biofilmes bacterianos.3¢:%
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4. PLANTAS MEDICINAIS

O uso excessivo e prolongado de antibioterapia e de outras terapéuticas convencionais
conduz ao aumento crescente da resisténcia microbiana e a manifestagdo cada vez mais
frequente dos efeitos adversos decorrentes dessa utilizagéo, promovendo um maior interesse
pelos beneficios conferidos pelas plantas medicinais e a pesquisa de agentes antimicrobianos

nas mesmas.

E estimada a existéncia de cerca de 250 000 a 500 000 espécies botanicas no planeta que
habitamos, sendo estas utilizadas instintivamente com objetivo curativo desde que surgiu a
vida animal. Nos tempos ancestrais, a sua aplicacdo decorria sobretudo na alimentagéo, nao
apenas para aromatizar e condimentar refeicdes, mas também como forma de preservar a

comida.”1?13

Com o despertar da medicina tradicional h4 mais de 60 000 anos, 0 seu uso viu-se incorporado
com finalidades terapéuticas, condicionado, no entanto, pelo aparecimento de uma industria
farmacéutica cada vez mais pujante que restringiu a sua utilizacdo nas sociedades urbanas,

ainda que as suas propriedades fossem bem aceites pela populacdo em geral.*?

Efetivamente, para muitas pessoas, as plantas sao o0s Unicos agentes medicinais conhecidos
e acessiveis,’® avaliando-se, de acordo com a OMS, que mais de 80% da populacdo mundial

apoia 0s seus cuidados de satde primarios na medicina tradicional.”

No final do século XX ressurgiu um novo interesse nas terapias ndo convencionais, muito
devido a toxicidade das terapéuticas aplicadas a data,* e o uso destes agentes difundiu-se,
nao apenas em paises subdesenvolvidos, mas um pouco por todo 0 mundo, especialmente
na Europa, Estados Unidos da América, Canadd, Australia e Japao, verificando-se nos ultimos
guinze a vinte anos um aumento significativo da investigacao cientifica no que concerne o
potencial terapéutico referente as plantas, aos seus extratos e as substancias quimicas que

as constituem.*®

Muitos dos farmacos utilizados na clinica corrente tém origem nestes metabolitos (Tabela 1),
pressupondo-se que 0S mesmos estejam presentes ou tenham constituido derivados
sintéticos para o desenvolvimento de cerca de 50% dos farmacos ocidentais, 0 que vem
reforcar a importancia dos fitofarmacos e o interesse da sua inclusdo em novas terapias com

mecanismos de acdo distintos, com alvo nas doencas infeciosas emergentes. 404

De facto, as plantas medicinais sdo ja descritas com multiplas aplicagfes praticas com vista
a manutencgéo e melhoria da condicéo geral de saude das populagfes. Além do possivel uso

terapéutico e preventivo de varias infe¢cdes e doencas sistémicas como a hipertensao arterial,
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aterosclerose e diabetes, a sua aplicacao é também descrita em condi¢gbes especificas, como
infecbes do foro ORL, do trato respiratorio ou urogenital, ferimentos, queimaduras ou doengas
cutaneas.!? Estudos referentes a estes agentes naturais avaliam os seus efeitos
farmacoldgicos, abrangendo areas tdo sensiveis como a oncologia, as neurociéncias e a

doenca inflamatdria cronica multipla, além das patologias enumeradas.

Atualmente, com os problemas decorrentes do excesso de prescricdo médica e da utilizacdo
errbnea dos antibidticos, tem havido uma maior consciencializagdo da populacdo e um
interesse crescente em adquirir maior autonomia no que concerne 0s seus cuidados de
saude.*® A confianca na efetividade das drogas naturais, a quase inexisténcia de efeitos
adversos declarados, bem como o seu preco reduzido, tendo em conta o presente cenario de
aumento dos custos dos cuidados de saude, faz com que estas sejam amplamente adquiridas,
apesar de nem todos 0s seus compostos biologicamente ativos serem ainda bem conhecidos
ou a sua atividade completamente caracterizada.’” Efetivamente, a automedicacdo é também
apoiada pelo facto de muitos produtos a base de plantas serem vendidos em farmacéuticas e
lojas bioldgicas e fitoterapicas como suplementos naturais de venda livre e com uma

regulamentacdo muito deficiente.*®

Tabela Il - Exemplos de principios ativos com origem em plantas e o seu uso clinico (Adaptado
de Murray, 2013)

Principio ativo Uso clinico Fonte boténica Familia botanica
Atropina Anticolinérgico Atropa belladonna Solanaceae
Cafeina Estimula SNC Cola nitida Malvaceae
Cocaina Anestésico local Erythroxylon coca Erythroxylaceae
Codeina Analgésico/Antitissico Papaver somniferum Papaveraceae
Colchicina Gota Colchicum autumnale Colchicaceae
Digoxina Cardioténico Digitalis lanata Plantaginaceae
Escopolamina  Sedativo Datura metel Solanaceae
Fisostigmina Inibidor da colinesterase = Physostigma venenosum = Fabaceae
Morfina Analgésico Papaver somniferum Papaveraceae
Pilocarpina Parassimpaticomimético = Pilocarpus jaborandi Rutaceae
Quinina Maléria Cinchona ledgeriana Rubiaceae
Reserpina Anti-hipertensor Rauwolfia serpentine Apocynaceae
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Assim, o enfoque nas plantas medicinais visa sobretudo validag&o cientifica exaustiva, bem
como uniformizacdo de resultados e avaliacdo da seguranca antes que as mesmas possam

ser comercializadas e aplicadas no desenvolvimento de novos agentes bioativos.*?

4.1. VANTAGENS E DESVANTAGENS DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS

As praticas medicinais que assentam no uso de plantas conferem beneficios
multidimensionais para a saude das populac¢des, sendo apoiadas em trés principais vantagens
gue incluem o seu relativo baixo custo, a seguranca, com infimos efeitos secundarios
reportados comparativamente aos farmacos convencionais, e a facilidade com que podem ser

adquiridas, como referido anteriormente.?13

Estas caracteristicas sdo favorecedoras da aceitacdo generalizada do uso de plantas
medicinais, acrescendo as suas propriedades terapéuticas cientificamente reconhecidas, com
mecanismos de acdo que frequentemente comprometem a etiologia de patologias distintas,
assentando no facto de, na mesma planta, os seus mdltiplos fitoconstituintes poderem

produzir diversas ac6es farmacoldgicas.*®

As plantas tém ainda eficacia comprovada quando utilizadas em combinacdo com outros
farmacos, nomeadamente antibioticos, condicionando um efeito sinérgico antimicrobiano ou
potenciando a acdo que o uso isolado do medicamento demonstraria. Outro beneficio reside

na reduc&o da resisténcia microbiana.®

Todavia, 0 uso seguro destes agentes naturais podera estar dependente do tipo de extrato e
da concentracao utilizada, da farmacogendmica, da condicao prépria do individuo/doente, da

medicacdo concomitante e da interferéncia com a dieta, entre outras.

Assim, pequenas concentragdes podem até ser (teis na manutencdo e protecdo da flora
comensal do ser humano, mas poderdao nao surtir o efeito desejado quando o obijetivo visa
tratar patologias associadas a biofilmes, por exemplo.*? Pelo contrario, algumas substancias
biologicamente mais ativas poderdo demonstrar maior toxicidade, condicionadas pela forma
como se processa a extracdo das plantas, dai que seja necessaria a estandardizacéo das

doses indicadas para consumo.!?

Desta forma, a OMS, que constitui a autoridade que mais influencia as politicas reguladoras
destes produtos, tem promovido a inclusao a nivel mundial das terapias complementares,
responsabilizando alguns paises, com numero crescente ao longo das Ultimas décadas,

através da implementacédo de estratégias (a ultima referente aos anos 2014-2023) que visam
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avaliacdes detalhadas da qualidade e potencial das plantas e a sua integracdo na prética da

medicina baseada na evidéncia.***3

A EMA constitui o organismo responsavel pela supervisdo e avaliacdo cientifica e da
seguranca relativa as substancias com propriedades farmacoldgicas desenvolvidas na Unido
Europeia. Existe também uma entidade local representativa de cada pais, sendo que em
Portugal é o Infarmed que monitoriza e certifica a utilizacdo dos medicamentos. Contudo, séo
poucos os fitoterapicos comercializados e enquadrados no Estatuto do Medicamento. Para
além disso, alguns perderam esse estatuto por assentarem em ensaios antigos e dessa forma
carecerem de estudos cientificos rigorosos, o que condicionou, em reavaliagdes periddicas,
duvidas relativas a eficacia e seguranca destas terapéuticas.** Por exemplo, no nosso pais, a
regulacdo da maioria dos suplementos a base de plantas esta na dependéncia da Direcdo
Geral de Alimentacdo e Veterinaria, na dependéncia do Ministério da Agricultura, e da
Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE), na dependéncia do Ministério da

Economia.

4.2. FITOFARMACOS COM AGAO ANTIMICROBIANA

As plantas contém na sua composicdo um numero de metabolitos estimado na ordem das
centenas de milhares, que se distinguem como primarios e secundarios.** Os primeiros
encontram-se em todas as formas de vida e incluem os hidratos de carbono, proteinas e
lipidos, designando funcbes estruturais e de armazenamento de energia. Os metabolitos
secundarios tém distribuicdo atribuida as formas vegetais e as suas acdes podem ser muito
variaveis. Alguns conferem mecanismos de defesa contra predadores, como sejam insetos,
animais herbivoros ou microrganismos, enquanto outros auxiliam na polinizacdo. Podem
também ser responsaveis pelo odor de algumas plantas, como acontece com 0s terpenos, ou

pela sua pigmentacéo, no caso dos taninos e quinonas.%4

Estas moléculas biologicamente ativas descrevem também atividades antimicrobianas,
dependentes da sua concentragdo, assim como da sua agao sinérgica, e constituem um alvo
de estudo muito atrativo, com interesse crescente nas suas propriedades, visando estabelecer

alternativas aos farmacos convencionais.?

Assim o efeito antimicrobiano dos extratos de plantas relaciona-se com trés principais grupos
de fitoguimicos: compostos fendlicos, alcaldides e terpenos. Estes desempenham também
um papel importante na prevencdo e controlo do desenvolvimento de biofilmes,
nomeadamente os polifendis, que impedem a sua adeséo a superficies ou tecidos epiteliais,

e os flavonodides, que intervém com moléculas reguladoras de mecanismos de quorum
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sensing.*%4% Os alcaléides, por sua vez, estimulam a atividade dos leucécitos e macréfagos,

desenvolvendo assim o seu potencial antimicrobiano.?

A tabela lll sintetiza alguns dos metabolitos que comp&em as classes principais referidas, bem

como 0s mecanismos de acdo que descrevem.

Tabela lll - Classificacdo de metabolitos secundarios e as suas propriedades antimicrobianas

(Elaborado com base em Cowan, 1999 e Barnes at al., 2007)

Classes Exemplos de metabolitos Atividade antimicrobiana
OH
o . ) Virus, bactérias e fungos;
Acidos o S Acido cafeico L o
. B Inibicdo enzimatica pelos
fendlicos o Acido cindmico

) compostos oxidados
Acido cafeico

Bacteriostatico,

) CH30 =
Oleos :@A/
HO Eugenol

essenciais fungostatico
Eugenol

Kaempferol
Quercetina . .
L Virus, bactérias, fungos;
Miricetina ) .
» o Disrupcdo de membrana,
Flavonodides oH Apigenina L
inibicdo de GTases no S.
Compostos Rutina
- mutans
fenolicos Crisina
Galangina
Bactérias, fungos e
parasitas;
Promovem fagocitose,
Galotanino efeitos hidrofdbicos,
Elagitanino inativacédo de adesinas,

Taninos

Acido elagico

Proantocianidina

Acido elagico

enzimas, polissacarideos,
proteinas de transporte e
proteases, disrupcao de
membrana, inibicdo do

crescimento



Tabela lll — Classificacao de metabolitos secundarios e as suas propriedades antimicrobianas

(continuacéo) (Elaborado com base em Cowan, 1999 e Barnes at al., 2007)

Classes

Quinonas

Compostos

fenélicos

Cumarinas

Alcaloides

Terpenos

Exemplos de metabolitos

e}

e}

Antraquinona

L
O (o]

Cumarina
=3
QO
O
I
9 o
CHy O
* U Ch,
Berberina

Acido oleandlico

Antraquinona
Ubiquinona

Naftoquinona

Cumarina
Acido
hidroxicindmico
Fitoalexina

Varfarina

Berberina
Piperina
Xantina

Piperidina

Campesterol
Beta-sitosterol
Acido oleandlico
Acido ursélico
Saponinas
Artemisina

Capsaicina

Atividade antimicrobiana

Bacteriostatico (P.
aeruginosa) e bactericida;
Inativagcéo de adesinas,
polipeptideos da parede

celular e enzimas

Virus, bactérias gram
positivas, fungos (C.
albicans);

Interagem com ADN
eucariotico, estimulam

macroéfagos

Virus, bactérias;
Atravessam a parede
celular, interagem com
ADN

Virus, bactérias (S. areus,
P. aeruginosa), fungos (C.

albicans), parasitas
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4.3. EXEMPLOS DE PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1. Allium sativum

Figura 3 — Alho (Allium sativum)

[Fotografia de Helena Melanda]

4.3.1.1. Caracteristicas

Allium sativum (A. sativum) (Figura 3), vulgo alho, é uma planta herbacea perenial cujo bolbo,
fresco ou desidratado, é comestivel e frequentemente utilizado na culinaria ou com objetivos
medicinais. Este € composto por bolbos secundarios, comummente designados de “dentes
de alho”.*®

Pertencente a Familia Amaryllidaceae, pode crescer até aos 70 cm de altura e possui folhas
retas e largas, bem como flores verdes ou avermelhadas. Tem origens descritas na Asia
central e ocidental, com posterior distribuicdo pela regido mediterranica, sendo atualmente

cultivado em todo o mundo.*>46

4.3.1.2. Composicéo

O oleo essencial representa até 0,36% do alho e € muito rico em fitoquimicos, como sejam a
alicina, que lhe confere um odor caracteristico, o dialil-sulfido e dialil- di- e trissulfido,

considerados responsaveis por muitas propriedades farmacolégicas.“®
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Inclui igualmente compostos sulfurados como as aliinas (sulféxidos de alquilcisteina), que sao
convertidas em alicina depois de se cortarem os bolbos frescos, através de uma reacao

enzimatica promovida pela aliinase, que € inativada pelo calor.*>4®

Outros constituintes significativos incluem ajoenes (compostos organosulfurados que contém
grupos funcionais sulféxido e dissulfido), resultantes da fermentagcédo dos bolbos secos em

Oleos.3%4

O alho possui ainda minerais em altas concentra¢cdes, nomeadamente o selénio, bem como

vitaminas, proteinas (cerca de 16,8%) e frutanos (polissacarideos). %46

4.3.1.3. Uso tradicional

A. sativum é utilizado no tratamento de diversas patologias desde a antiguidade, com registos
gue reportam ha cerca de 5000 anos atras, admitindo-se a sua eficacia contra a hipertensao

arterial, cefaleias, mordeduras de animais e dermatofitoses.*®

A sua utilizacdo esta descrita também na prevencéo de infecbes, nomeadamente do trato
respiratorio, e patologia digestiva, com diarreia e flatuléncia.*® Outros usos consistem no
tratamento de vaginite, odontalgia e coriza, bem como malaria, tuberculose, doenga mental,

renal e hepética, asma e diabetes, entre outras.®4647

O alho é também aplicado externamente em calos e verrugas, e no alivio de dores

musculares, nevralgias, artrite e otites externas.*

4.3.1.4. Regulamentacao internacional

< European Medicines Agency“®
- Committee on Herbal Medicinal Products

- European Union herbal monograph on Allium sativum L., bulbus

Segundo a monografia da EMA, o alho tem utilidade reconhecida como adjuvante de

terapéuticas preventivas da aterosclerose e no alivio sintomatico da coriza.
< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*

A Comisséo E valida a utilizagdo do alho como:
» Terapéutica de suporte para a dislipidémia, associada a medidas dietéticas

» Prevencao da aterosclerose
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4.3.1.5. Potencial terapéutico

No que diz respeito as propriedades medicinais do alho, este descreve multiplas atividades,
de entre as quais antioxidante, antitrombdtica, fibrinolitica, antiaterosclerotica e
hipolipidémica, derivadas da sua composi¢cdo em alicina, que Ihe confere ainda uma acéo
antibacteriana potente, com um espetro muito amplo de atividade contra gram positivos e
negativos, nomeadamente microrganismos multirresistentes implicados na patogenia de

infecdes nosocomiais. 12444547

Os compostos dialil-sulfido e dialil-dissulfido atuam sobretudo nos niveis de glutationa

reduzida, demonstrando potencial pré-oxidante, antiflingico e apoptético.*°

Numerosos estudos in vitro e in vivo realizados nas ultimas décadas validam também as
propriedades anti-inflamat6ria, anti-hipertensiva, imunomodeladora, hepatoprotetora, antiviral

e hipoglicemiante atribuidas ao alho, entre muitas outras. 44647

4.3.1.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Supracitado como tendo potencial antimicrobiano, o alho constitui alvo de muitos estudos que
comprovam a sua atividade. Mohsenipour e Hassanshahian demonstraram as propriedades
antibiofilme dos extratos etandlico e metandlico de A. sativum contra seis bactérias
etiopatogénicas de mudltiplas infe¢des, tendo-se verificado uma reducdo mais marcada da
formacédo de biofilmes de Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), P. aeruginosa e K.
pneumoniae, sem eliminar, contudo, as bactérias em questdo. No geral, os extratos utilizados
promoveram uma diminuicdo superior a 60% dos biofilmes de todas as espécies em estudo.
O extrato etanodlico desenvolveu uma atividade antibacteriana mais evidente, com
concentracoes inibitérias minimas (MICs) que variaram de 0,156 a 2,5 mg/mL consoante a
estirpe em causa. A Tabela IV resume as concentragdes minimas inibitorias e bactericidas

apuradas para ambos os extratos.®

Um estudo in vitro avaliou a agéo tépica antibiofilme do alho através da sua aplicagdo como
pomada em modelos constituidos por biofilmes de estirpes gram positivas e negativas,
isolados de ferimentos induzidos por queimaduras. Nas bactérias planctdnicas, o alho mostrou
efeitos inibitérios potentes contra S. aureus, P. aeruginosa e E. faecalis, esta Ultima
necessitando de concentragcbes mais elevadas para a obtencdo de resultados similares as
outras. Relativamente aos biofilmes em andlise, a pomada preveniu a formagéo por S. aureus,
S. epidermidis, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii e K. pneumoniae, tendo praticamente
impedido a coloniza¢ao do primeiro microrganismo referido. Também o efeito antibiofilme se

verificou naqueles ja estabelecidos ou parcialmente formados, nomeadamente para as
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estirpes estafiloccicas, com evidéncias diminutas e varidveis no que concerne as gram

negativas.®*

Tabela IV - Atividade antibacteriana de extratos de Allium sativum contra diversos

microrganismos (Adaptado de Mohsenipour e Hassanshahian, 2015)

MIC! (mg/mL) MBC? (mg/mL)

ACEE e Extrato Extrato Extrato Extrato

metandlico  etandlico metandlico  etandlico

S. aureus 1,25 2,5 2,5 5

B. cereus 0,156 0,078 0,625 2,5
S. pneumoniae 0,312 0,312 1,25 2,5
P. aeruginosa 1,25 0,625 5 1,25
E. coli 0,625 0,156 2,5 0,312
K. pneumoniae 0,312 0,156 0,625 0,625

IMIC: Concentracéo inibitéria minima; 2MBC: Concentracdo minima bactericida

Outro aspeto a destacar deste estudo é o efeito duradouro do agente utilizado que, com uma
Unica aplicacdo ou aplicacdes tépicas a cada 3 dias, inibiu 0 desenvolvimento de biofilmes de
S. aureus durante 9 dias. Os autores ressalvam que este tipo de formulacéo tdpica confere a
vantagem do contacto direto entre o0 agente terapéutico e as bactérias colonizadoras, podendo
ser utilizada na prevencdo de infe¢bes induzidas por biofilmes, decorrentes de lesbes

cutaneas.®*

Gull et al. desenvolveram também um ensaio in vitro, mostrando que os extratos aquoso,
etandlico e metandlico do alho possuiam atividade antibacteriana, mais potenciada pelo
primeiro, com a seguinte ordem de suscetibilidade: S. epidermidis > S. aureus > Bacillus
subtilis > P. aeruginosa > K. pneumoniae > Salmonella typhi > E. coli > Shigella, averiguando
gue as bactérias gram positivas foram mais sensiveis ao extrato do que as gram negativas
(Tabela Vv).5!
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Tabela V — Concentracdo inibitéria minima (MIC) de diferentes extratos de alho contra varios
microrganismos (Adaptado de Gull et al., 2012)

MIC (mg/mL)
Microrganismos
Extrato aquoso Extrato etandlico  Extrato metandlico

E. coli 0,1 0,3 0,2
P. aeruginosa 0,09 0,5 0,9
B. subtilis 0,1 0,4 1
Shigella 0,1 0,07 0,2
S. aureus 0,2 0,8 1
K. pneumoniae 0,2 0,3 0,8
S. epidermidis 0,09 0,6 0,9
S. typhi 0,2 0,8 0,9

O contetdo em alicina na composicdo de A. sativum intervém com fatores de viruléncia
bacterianos controlados por mecanismos de quorum sensing, além de possuir efeitos
inibidores da formacao e adesao de biofilmes de P. aeruginosa, como reportaram Lihua et al.
Quando administrado na concentracdo de 128 ug/mL, este fitoquimico diminuiu
significativamente a producado de polissacarideos extracelulares, bem como a expressao de
alguns fatores de viruléncia (Tabela VI), pensando-se que 0 mesmo possa interferir nos

mecanismos de resisténcia da bactéria.?°

Tabela VI - Producédo de fatores de viruléncia bacterianos controlados por mecanismos de

gquorum sensing em resposta ao tratamento com alicina (Adaptado de Lihua et al., 2013)

Fatores de viruléncia Controlo Alicina, 128 pg/mL t p

Exotoxina A, pg/uL 19,630 + 0,573 6,529 + 0,289 57,699 0,0001
Elastase, DO* 0,467 + 0,003 0,032 + 0,001 354,284 0,0001
Pioverdina, g/L 9325,833 + 367,675  7819,167 + 111,800 13,582 0,0001
Ramnolipido, g/L 2,009 + 0,063 0,269 + 0,009 76,710 0,0001

*DO: densidade 6tica
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Foi ainda investigado o efeito da alicina no processo de desenvolvimento de biofilmes, através
da monitorizacdo da sua morfologia e de alteracdes estruturais, tendo-se apurado o aumento
da densidade bacteriana, assim como a restricdo do espaco intersticial do biofilme e do aporte

de oxigénio e nutrientes.?

O potencial antifingico do alho é também avaliado em diversos estudos, especialmente contra
o género Candida spp. Yousuf et al. testaram os efeitos de dialil-sulfido (DAS) e dialil-dissulfido
(DADS) na secrecdo enzimética de duas estirpes de C. albicans, mostrando que ambos os
componentes promoveram a sua diminuicAo em concentracbes subletais. Mais
concretamente, DAS e DADS revelaram MICs na ordem dos 450-550 e 40-60 pg/mL,
respetivamente. Com cerca de metade destas concentragfes, estes compostos inibiram a
producdo de proteinase e fosfolipase entre os 24 a 64%. Ainda, para as mesmas
concentracdes, impediram o dimorfismo dos fungos em analise, reduzindo a propor¢éo e o
comprimento das hifas apés uma exposicao de 300 minutos. Desta forma, pensa-se que estes
fitoquimicos integrantes do alho poderao atuar na prevencao dos estadios iniciais de infeces

fingicas.®

Num outro estudo, foi avaliada a eficacia in vitro do Oleo essencial de A. sativum
comparativamente ao fluconazol, com ambos o0s agentes antifingicos a promover a
diminuicdo dos biofilmes de Candida spp. na superficie de préteses dentarias. Demonstrou-
se que sdo necessarias concentracbes muito mais elevadas para eliminar biofiimes,
relativamente as que promovem a inibicdo de células plancténicas (Tabela VII). Esta diferenca
nao foi tdo significativa no que diz respeito ao fluconazol, no entanto, importa referir que cerca

de 60% das estirpes em estudo evidenciou resisténcia ao antifungico.?

Tabela VII - Comparacdo da atividade antifungica do 6leo essencial de Allium sativum e
fluconazol em células plancténicas e biofilmes de Candida spp. (Adaptado de Mendoza-Juache et
al., 2017)

MICso de A. sativum, pg/mL MICso do fluconazol, pg/mL
Espécies de Candida spp.

Células o Células o
(n=48) o Biofilmes p o Biofilmes p

planctonicas planctonicas

C. albicans (n=25) 236,2 603,1 <0,01 8,9 64 <0,01
C. glabrata (n=11) 321 640,6 0,09 13,6 64 <0,01
C. tropicalis (n=10) 188 667,0 0,08 111 > 132 <0,01
C. krusei (n=2) 503 > 1000 - > 132 > 132 -
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Os autores especulam que esta despropor¢ao dos resultados podera ser devida a estrutura
dos biofilmes, bem como aos fatores de viruléncia que estes produzem, e ainda a fase em
gque se encontra o seu desenvolvimento, sendo que biofilmes maduros requereram

concentragdes mais elevadas para a promocéao de atividade antiflingica.®

4.3.1.6. Efeitos adversos e precaugdes

O consumo de alho esta contraindicado nos casos de hipersensibilidade aos principios ativos
gue o compdem, bem como nos doentes que estdo sob terapéutica com saquinavir ou
ritonavir, pois poderd cursar com perda de resposta e aumento da resisténcia aos
antirretrovirais. Devera ainda ser interrompido pelos individuos que serdo sujeitos a uma
intervencao cirtrgica, nos sete dias que a antecedem, pelo risco hemorragico que concerne
0 p6s-operatdrio. Nao ha evidéncias que comprovem a sua utilizagao em gravidas ou criancas

e adolescentes, devendo nestes casos ser evitado ou consumido com especial atengdo.*”*3

O alho esta associado a alguns efeitos indesejaveis, que podem incluir dor e distenséo
abdominal, flatuléncia e anorexia, bem como hemorragias, cefaleias, tonturas e sudorese. Sao
também descritas reacdes alérgicas como conjuntivite, rinite, dermatite de contacto ou

broncospasmo. Pode ainda surgir um odor corporal desagradavel ou halitose. 43

Quanto a interacdes farmacologicas, além dos farmacos contraindicados, a utilizacdo de
preparacbes com alho devera ser monitorizada em doentes a fazer tratamento com
antiagregantes plaquetares ou anticoagulantes orais, pelo aumento do risco hemorragico, ou

com farmacos sujeitos a extensa metabolizacdo hepatica.*’:>3
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4.3.2. Berberis vulgaris

Figura 4 — Uva-espim (Berberis vulgaris)
[https://pixabay.com/ (acesso livre sem copyright, acedido a 30/01/2019)]

4.3.2.1. Caracteristicas

Berberis vulgaris (B. vulgaris) (Figura 4), vulgarmente conhecida como bérberis ou uva-espim,
€ uma espécie botanica da Familia Berberidaceae nativa da Europa, que se naturalizou na
Ameérica, norte de Africa e Asia central. Em Portugal, distribui-se espontaneamente por sebes,
sendo também cultivada para ornamentar jardins. Cresce até 2 metros de altura, constituindo
uma planta arbustiva, espinhosa, com flores amarelas e cujos frutos e raizes auferem

propriedades medicinais.*

4.3.2.2. Composicéo

Os compostos quimicos presentes na raiz da bérberis incluem alcaldides isoquinolinicos como
berberina, berbamina, oxiacantina e ainda columbamina, palmatina, jatrorrizina e
magnoflorina, constituindo também uma fonte rica de vitamina C. Os frutos registam
guantidades vestigiais destes alcaldides, contendo ainda antocianinas e os &cidos

clorogénico, malico e acético.31:32:47,54.55
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4.3.2.3. Uso tradicional

O extrato alcodlico obtido do fruto da bérberis tem uso descrito em patologias respiratorias,
hepéticas e da retina, bem como no alivio de pirose e colicas abdominais. Reporta ainda
vantagens no tratamento de infe¢des e doencas do trato urinario, utilizando-se também como
indutor do apetite. Na medicina tradicional, a casca da raiz da planta aplica-se para disfun¢des
renais e biliares, diarreia, gastroenterites, doenca hemorroidaria, reumatismo e

tuberculose. %475

4.3.2.4. Regulamentagéao internacional
< European Medicines Agency*®
De momento, a EMA ndo tem monografia para esta espécie botanica.
% Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*

De acordo com a Comissao E, uma vez que a eficacia das aplicacdes da uva-espim ndo esta

documentada, 0 seu uso terapéutico ndo pode ser recomendado.

Ainda assim, destaca-se uma profusa utilizacdo de B. vulgaris na medicina Ayurvédica, com
multiplos trabalhos realizados em centros de investigacdo de referéncia, traduzidos em

publicacBes em revistas com Impact Factor.

4.3.2.5. Potencial terapéutico

As propriedades medicinais que distinguem os frutos e raiz da bérberis incluem
imunoestimulacao inespecifica, bem como o aumento da absor¢éo i6nica, devido ao seu
contetudo em vitamina C. A sua composi¢ao acidica confere propriedades diuréticas ligeiras
e estudos realizados em animais demonstraram também efeitos cardiovasculares, com
reducdo da presséo arterial, além do potencial colagogo, antipirético, antissético, peristéltico,
adstringente, diaforético, expetorante, hepatoprotetor, homeopatico, laxante e ainda
antimicrobiano contra bactérias, virus, protozoarios, fungos (nomeadamente do género

Candida spp.) e parasitas.*>*">
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4.3.2.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Diversos estudos tém sido realizados de forma a validar o potencial antibacteriano desta
espécie e do principal composto bioativo que a constitui, fundamentando a sua utilizagdo no
tratamento de patologias infeciosas recorrentes, como demonstraram Zuo et al. num estudo®®
gue visou avaliar a atividade sinérgica da berberina e de um derivado sintético — 8-acetonil-
dihidroberberina (A-Ber) — associados a farmacos convencionais representativos de varias
classes de antibidticos, contra dez estirpes de MRSA clinicamente isoladas, tendo a berberina
evidenciado acao antibacteriana (MIC: 32-128 pg/mL) semelhante a da ampicilina e superior
a da cefazolina e azitromicina, quando utilizadas isoladamente, ficando apenas aquém da

levofloxacina.

O efeito bactericida decorrente do uso combinado de antibidticos e fitoquimicos surtiu
resultados sinérgicos significativos contra as estirpes avaliadas, obtidos pelas combinacdes
de berberina e do composto sintético com azitromicina e levofloxacina, que promoveram uma
reducdo bacteriana superior entre os 50 e 96%, face ao uso dos agentes isolados. O mesmo
j& havia sido observado em estudos anteriores referentes a ciprofloxacina, ampicilina e
oxacilina.® No geral, A-Ber demonstrou agdo antibacteriana mais potente contra 0 MRSA,

comparativamente a berberina, pensando-se que a primeira possa evidenciar maior

permeabilidade membranar.®®

Também a associacdo de cloreto de berberina com o &cido fusidico determinou um efeito
sinérgico contra sete estirpes de MSRA, duas das quais altamente resistentes ao antibidtico,
pelo que se presume gue este fitoconstituinte presente em B. vulgaris possa atuar em fatores
bacterianos que conferem resisténcia ao farmaco, uma vez que o composto preveniu o
desenvolvimento de biofilmes, tendo também interferido com a arquitetura daqueles ja

parcialmente formados.3!

Num estudo mais recente, a combinagéo de berberina com totarol (um diterpeno, isolado de
Podocarpus totara) demonstrou igualmente atividade sinérgica antibacteriana, promovendo o
decréscimo na quantidade de eDNA (extracelular genomic DNA) e de PIA (adesina intercelular
polissacaridica), determinantes na adesdo bacteriana durante a fase inicial da formacéo de
biofilmes de S. aureus. A berberina isolada apurou também um efeito inibidor dos biofilmes,

ainda que mais ligeiro em comparacdo com a associacéo dos dois compostos (Tabela VIII).%?
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Tabela VIII — Efeito da berberina (128 ug/mL) e totarol (4 pg/mL) isolados e em combinagao na
formacdo de biofilmes de S. aureus (Adaptado de Guo et al., 2015)

Agentes Biofilmes de S. aureus (A595%)
Controlo 3,7
Berberina 2,1
Totarol 2,4
Berberina + Totarol 0,6

*A595: densidade 6tica determinada a 595 nm

Dziedzic et al. debrucaram a sua investigacdo sobre a acéo do cloreto de berberina em
biofilmes constituidos por Streptococcus cariogénicos, nomeadamente o S. mutans,
verificando-se a inibicdo do seu crescimento com uma MIC de 1024 pg/mL Foi também
avaliado, a semelhanca de estudos anteriores, 0 sinergismo com antibiéticos como a
penicilina, eritromicina e clindamicina, detetando-se que estas associacfes seriam
comparaveis ao efeito induzido pelos farmacos usados isoladamente em concentracbes mais
elevadas, tornando sugestivo o uso da berberina como adjuvante da antibioterapia na
profilaxia de infecbes como a endocardite bacteriana, relacionada com procedimentos

dentarios invasivos.®®

Multirresisténcia
HSF1 microbiana

red —

—~ M F
Integridade da
parede celular

Calcineurina

Disfungido mitocondrial

Figura 5 — Esquematizacdo dos mecanismos de atuacdo da berberina na Candida albicans
(Adaptado de Dhamgaye et al., 2014)
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Tradicionalmente descrita também pelas suas propriedades antifingicas, os resultados
cientificos tém validado esta atividade, demonstrando que a berberina atua sob diversos
mecanismos (Figura 5), induzindo a perda de viabilidade celular e promovendo a
desintegracdo e 0 aumento da permeabilidade membranar nos biofiimes de C. albicans.
Estudos®®’ sugerem também que este alcaldide natural se incorpora no ADN dos
microrganismos patogénicos, intervindo nos processos de transcricdo e replicacao,
nomeadamente através da interacdo com um gene regulador da transcricdo envolvido na
adaptacao térmica do fungo, que codifica uma proteina designada de heat shock transcription
factor 1 (HSF1), o que impossibilita a continuidade do ciclo celular. Atua ainda pela producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a nivel da atividade mitocondrial, afetando,

consequentemente, o processo de respiracdo celular e obtencéo de energia pelas células.>

Mais concretamente, no estudo levado a cabo por Silva et al. os efeitos antifiingicos da
berberina resultaram na diminuicdo da atividade celular e inibicdo do crescimento dos
biofilmes, bem como de células plancténicas de C. albicans, com concentracdes de 37,5 e 8

ug/mL, respetivamente.>

4.3.2.6. Efeitos adversos e precaucdes

N&o sdo conhecidas interacbes farmacoldgicas nem efeitos secundarios subjacentes ao
consumo de bérberis. A citotoxicidade da berberina foi também descrita em varios estudos
como sendo insignificante, tornando-a apta a usar em doses terapéuticas.’***" A sua
sobredosagem (superior a 4 mg) podera condicionar alguns sintomas como vomitos, diarreia,

convulsdes, taquicardia e hipotensdo.*>4
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4.3.3. Betula spp.

Figura 6 — Bétula (Betula spp.)

[Fotografia de Celso Pereira]

4.3.3.1. Caracteristicas

As bétulas (Figura 6), nome comum pelo qual se designam as plantas pertencentes ao género
Betula, da Familia Betulaceae, sdo arvores com tamanho médio, oriundas de regibes de clima
temperado do hemisfério norte. Neste género estéo incluidas as espécies Betula alba (B.
alba), Betula pendula (B. pendula), Betula pubescens (B. pubescens) e Betula verrucosa, com
origem europeia, que se estendem desde os territérios a norte do Mediterraneo até a Sibéria.
Podem encontrar-se algumas representacdes no Norte e Centro de Portugal, sobretudo em

zonas humidas e préximas de cursos de agua.®

Algumas arvores podem crescer até aos 20 metros de altura, como acontece com a B. alba.
Durante a primavera colhem-se as folhas, a casca e, mais raramente, a seiva para que

possam, posteriormente, constituir objeto de uso terapéutico.*
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4.3.3.2. Composicéo

A bétula contém na sua composi¢cao betulina (um terpeno), alcool triterpénico e flavonéides
gue incluem hiperéxido, quercetina e miricetina. Detém ainda elementos como as
proantocianidinas, acido ascorbico, glicosideos monoterpénicos e derivados do acido

cafeico.*245:58

A seiva da bétula contém cerca de 6% de fendis, de entre os quais gaiacol, cresol, catecol e

acido pirogalico.*

4.3.3.3. Uso tradicional

O uso das folhas (frescas ou secas) € descrito no tratamento da inflamacdo causada por
infecdes bacterianas do trato urinério, assim como na litiase renal. Topicamente, sé@o
utilizadas na alopecia, dermites descamativas do couro cabeludo e dermatite actinica, pelo

elevado teor em betulina.*>4’

Mais raramente, a seiva € utilizada na medicina tradicional na forma de pomada, pela
vantagem que a sua aplicacdo externa confere no tratamento de infe¢cBes cutadneas
parasitarias e ainda em doencas reumdaticas, nomeadamente artrite gotosa. Quando
empregada sob a forma de preparacdo liquida, pode auxiliar no tratamento do eczema

atdpico, psoriase e escabiose.**’

A bétula tem ainda utilizacdo descrita no alivio da dispepsia, diarreia, mialgias e nevralgias.*’

4.3.3.4. Regulamentacao internacional

< European Medicines Agency“®
- Committee on Herbal Medicinal Products
- European Union herbal monograph on Betula pendula Roth and/or Betula pubescens

Ehrh. as well as hybrids of both species, folium

Segundo a monografia da EMA, as folhas da bétula tém utilidade reconhecida no tratamento

de disturbios minor do trato urinario, promovendo o aumento da diurese.
< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*

A Comissao E valida a utilizagcdo da bétula nas seguintes:
» Lavagem vesical em ITUs e litiase renal

» Terapéutica de suporte para doengas reumaticas
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4.3.3.5. Potencial terapéutico

As partes medicinais de Betula spp. incluem a casca, folhas e sementes ou amentos, que sdo
dotadas de atividades analgésica, antibacteriana, anti-inflamatoria, antipirética, antissética,
adstringente, depurativa e diurética, devido ao seu conteudo em flavonoides. Algumas
investigacdes descrevem o seu potencial em formas de melanomas, pela capacidade de
inibicdo de metilacdo do ADN em melandcitos. Os hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos
presentes na seiva conferem-lhe propriedades antiparasitarias, enfatizando o seu uso em

algumas doencas dermatoldgicas. >4’

4.3.3.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

A bétula tem sido testada com vista a avaliar as suas propriedades antimicrobianas,
nomeadamente contra Streptococcus da mucosa oral indutores de biofilmes. No estudo de
Lee, o extrato de Betula schmidtii (B. schmidetii) foi eficaz na restricdo do crescimento de S.
mutans com uma concentragdo de 31,25 ug/mL, tendo demonstrado a melhor atividade
antibacteriana contra este microrganismo na forma planctonica, de entre as quatro plantas em
analise. No que diz respeito ao biofilme constituido por S. mutans, este foi mais suscetivel ao
extrato de Sophora flavescens (S. flavescens), seguindo-se B. schmidti, ambas na

concentragao de 125 pg/mL.

Importa ainda referir que nesta observacao B. schmidtii demonstrou efeito bactericida contra
Streptococcus gordonii, ndo interferindo com outras bactérias pertencentes a flora normal da
mucosa em guestdo. No que concerne esta questdo, o extrato de S. flavescens (125 pg/mL)
evidenciou os melhores resultados, inibindo o biofiime de S. mutans sem afetar nenhum dos

Streptococcus residentes da mucosa oral.>®

Também na mucosa do trato urogenital foi evidenciada a atividade antibiofilme descrita pela
bétula. Num ensaio clinico controlado e randomizado, levado a cabo com um grupo
constituido por 83 doentes sob cateterizagdo vesical hd pelo menos trés meses, nao
submetidos a qualquer tipo de tratamento oral ou parentérico, foi testada uma preparagéo
composta por extratos de plantas utilizadas frequentemente no tratamento de patologias do
sistema urinario.® Este composto incluia Solidago virgaurea 135,8 mg, B. pendula/B.
pubescens 108,9 mg, Orthosiphon stamineus 96,8 mg e Vaccinum macrocarpon 150 mg. Nas
uroculturas realizadas antes de dar inicio & administracdo, verificou-se a presenca de
biofilmes nos cateteres urinarios, compostos por diversos microrganismos, com a E. coli a
constituir o mais isolado em ambos os grupos em estudo. Os resultados observados por Cai
et al. apuraram a diminui¢cdo da formacgéo dos biofilmes urinarios constituidos por E. coli, E.

faecalis, Enterococcus faecium e P. aeruginosa, bem como o decréscimo na prevaléncia de
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uroculturas positivas nos doentes tratados com o preparado narrado. Os autores estimam que
a combinacgdo dos Vvarios extratos utilizados permitiu amplificar o efeito que cada planta teria
se fosse utilizada isoladamente, crendo que os seus componentes individuais contribuiram

ativamente para os resultados obtidos.®

Wojnicz et al. investigaram também a influéncia de B. pendula sobre variadas estirpes
integrantes de biofilmes de E. coli uropatogénica. Observou-se para todas as concentracdes
testadas do extrato da planta uma reducao crescente do crescimento bacteriano (Tabela 1X),
assim como a inibi¢céo da aglutinacdo de hemacias, impeditiva da adesao tecidular, traduzindo
a bétula como uma possivel aposta terapéutica que podera favorecer a inibicdo da reproducao

de E. coli e dos biofiimes que constitui.>®

Tabela IX — Percentagem (%) de sobrevivéncia de E. coli ap6s exposicdo a diferentes
concentracdes de Betula pendula (Adaptado de Waojnicz et al., 2012)

Concentracéo de B. pendula (mg/mL)
0,125 0,25 0,5 1 5 10 15 20
51 48 45 36 27 13 10 6

Em contraste com as evidéncias relatadas até ao presente, um estudo demonstrou que o
extrato de B. pendula induziu a formacao de biofilmes ao reduzir a sua motilidade em cerca
de 30 a 50%, estando na dependéncia de polifendis. Isto podera dever-se, na perspetiva dos
autores, as concentracdes utilizadas (2,5 ul/placa), inferiores aquelas descritas na

investigacdo de Woijnicz et al., tendo evidenciado apenas um ligeiro efeito bacteriostatico.?

4.3.3.6. Efeitos adversos e precaucdes

Poderdo ocorrer reacdes adversas a bétula que incluem sintomas gastrointestinais, como
nauseas, vomitos e diarreia, e ainda reacdes alérgicas, que se manifestem com prurido, rash,
urticaria ou rinite, estando o seu uso contraindicado em casos de insuficiéncia renal ou
cardiaca severa.*>#7% A alergia a bétula é muito prevalente na Europa Central e do Norte e
muitas vezes ocorre sindrome de alergia oral pela reatividade cruzada entre poélen e

alimentos, nomeadamente a maca.

Estdo descritas interagdes farmacoldgicas associadas ao uso de diuréticos, pelo efeito
acrescido que a bétula provoca. Nao se recomenda a sua aplicagdo em menores de 12 anos

nem gravidas, por falta de informag&o adequada.
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4.3.4. Geranium spp.

Figura 7 — Geranio (Geranium spp.)
[https://pixabay.com/ (acesso livre sem copyright, acedido a 30/01/2019)]

4.3.4.1. Caracteristicas

O género Geranium, pertencente a Familia Geraniaceae, encontra-se distribuido pela Europa,
Ameérica do Norte e cone sul-africano, englobando mais de 250 espécies de plantas com flor,
com ciclos de vida anuais, bianuais e perenes, isto €, com duracdo superior a dois anos, que
propiciam o seu crescimento até 60 cm de altura. Estas sdo comummente designadas de
geranios (Figura 7) e podemos encontra-las em terrenos himidos de regides temperadas e
montanhosas dos trépicos, estando maioritariamente presentes na zona leste do
Mediterraneo.?84’

O seu uso é aplicado na perfumaria, através dos 6leos essenciais aromaticos que possui e a

planta em si é bastante utilizada para adornar jardins, pela beleza das duas flores.*!

4.3.4.2. Composicéao

Alguns dos compostos presentes em maior quantidade no geranio incluem acidos fendolicos
como o &cido galico, acido clorogénico e acido protocatecuico, taninos, de entre os quais
geranina, numa percentagem que pode ir de 10% a 30% e ainda kaempferol, quercetina,
hiperésido e rutina, que séo flavonoides naturais. 12845
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4.3.4.3. Uso tradicional

O geranio é muito utilizado na medicina tradicional para o alivio da febre, no tratamento de
disfuncdes hepaticas e da vesicula biliar, litiase renal e na patologia gastrica inflamatéria e
hemorragica, concretamente Geranium robertianum e Geranium purpureum (G. purpureum),
nomeados frequentemente como Erva-de-S&o-Roberto, com distribuicdo conhecida em
Portugal Continental e nas ilhas da Madeira e Porto Santo.*** O seu uso interno inclui-se
também no alivio sintomético da diarreia e esta ainda descrito que a mastigacao das folhas
frescas e até o seu cozimento ou a sua prepara¢do como infusédo podem ser Gteis na lavagem
bucal para alivio da mucosa oral inflamada. A aplicacdo topica do geranio podera auxiliar na

cicatrizacéo de lesdes superficiais.*

Geranium maculatum (oriundo da América do Norte) tem ainda indicacao descrita na medicina
tradicional para o tratamento de Ulceras gastrointestinais, patologia hemorroidaria e
ginecoldgica (homeadamente metrorragias e dismenorreia), além de algumas das condicées

referidas anteriormente.*®

4.3.4.4. Regulamentacao internacional

% European Medicines Agency*®
De momento, a EMA nédo tem monografia para este género botéanico.

< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*®
O género Geranium ndo esta incluido na Farmacopeia Alem&, Comisséao E.

No entanto, Pelargonium sidoides da Familia Geraniaceae tem monografia da EMA e esta
descrito na Comissdo E, estando contemplado como um medicamento na forma de

comprimidos e tinturas para processos infeciosos, sobretudo do trato respiratério.*84°

4.3.4.5. Potencial terapéutico

Na sua maioria, todas as partes das plantas do género Geranium possuem qualidades

medicinais, mas mais especificamente o rizoma e as folhas secas.

A literatura descreve atividade antiviral (em animais, contra o virus da estomatite vesicular) e
antimicrobiana, contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Os taninos, fortes componentes do
geranio, evidenciaram propriedades adstringentes, hemostéticas e tonicas, com capacidade

para estimular a resposta imune do organismo.*
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4.3.4.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Também o geréanio tem sido testado quanto ao seu potencial antimicrobiano. A sua atividade
podera dever-se a presenca de acido gdlico, um composto presente nas espécies de
Geranium usado como padrdo para a quantificacdo de fendis, e de quercetina, um
bioflavonoide, além de outros constituintes pertencentes a estas classes referidas.!

Um estudo recente avaliou a atividade antibiofiime do extrato metandlico de Geranium
sibiricum (G. sibiricum) e mais 36 plantas, usadas tradicionalmente para tratar infecdes e
doencas inflamatérias, avaliando o seu potencial de a¢ado contra S. mutans e C. albicans, dois
microrganismos frequentemente associados a formacdo de biofilmes responsaveis pela
patogenia de infecdes da mucosa oral.?® Assim, Hyoung-Na et al. determinaram que, na
concentracdo de 1 mg/mL em meio de cultura liquido, G. sibiricum promoveu a inibicao do

crescimento destes microrganismos em 46% e 58%, respetivamente.

Foi também avaliada a composi¢céo das plantas em estudo, demonstrando-se que, no geral,
0s extratos de plantas constituidos maioritariamente por fendis obtiveram os melhores
resultados contra os gérmenes em analise. Ou seja, além do geranio, também a Camellia
japonica (camélia, oriunda das florestas do sul do Japéo) e Thuja orientalis (conhecida como
tuia-da-china, nativa da China e Japdo) demonstraram, na concentracdo descrita
anteriormente, resultados significativos, com percentagens superiores relativas a inibicdo dos
mesmos microrganismos, na ordem dos 76 a 93%. Ainda, as trés plantas referidas obtiveram

destaque com as MICs mais reduzidas, relativamente as restantes em estudo (Tabela X).?

Tabela X — Atividade antibacteriana de extratos metanélicos de vérias plantas, em meio liquido
(Adaptado de Choi et al., 2017)

Diametro da zona de inibi¢do (mm)

Plantas = Microrganismos Concentracéo do extrato (mg/disco) MIc
(mg/mL)
0,1 0,5 1 2
Camellia S. mutans = 8 10 12 0,5
japonica C. albicans - 9 10 14 0,5
Geranium S. mutans - 10 13 15 0,5
sibiricum C. albicans - 8 9 10 0,5
Thuja S. mutans 8 10 12 13 0,1
orientalis C. albicans - 9 12 12 0,5
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Num outro estudo levado a cabo com cinco plantas provenientes do Algarve, Portugal,
demonstrou-se que o extrato etandlico de G. purpureum inibiu o crescimento de Bacillus
cereus, E. coli, E. faecalis e S. aureus, com MICs reproduzidas na Tabela XI. Em conjunto
com G. purpureum, também Crataegus monogyna (conhecida em Portugal como pilriteiro, da
Familia Rosaceae) evidenciou atividade contra S. aureus e Listeria monocytogenes,
descrevendo as MICs mais baixas de entre as plantas alvo de andlise e tendo-lhes sido

atribuidos os melhores resultados em termos de potencial antimicrobiano.*

Tabela XI — Atividade antibacteriana de varios extratos de plantas apés 48h de exposicédo
(Adaptado de Nunes et al., 2017)

MIC (pg/mL)
Plantas Extratos
B. cereus E. coli E. faecalis L. monocytogenes S. aureus
Aquoso X* X X X 9830 + 410
Crataegus  Etandlico X X X 5830 + 410 5830 + 410
monogyna a80%
Etandlico X X X X 7830 + 410
= X 8000+0 9670+ 520 X X
telmateia
Geranium £ dlico  10000+0  9679+0 9830 + 410 X 8000 + 0
purpureum
Aquoso 9830 + 410 X X X 9830 + 410
Lavandula | Etandlico X 7000 %0 X X X
stoechas @ a80%
Etandlico 7670 + 520 X X X X
Mentha | Etandlico X 8000 + 630 X X 8330 + 520

suaveolens @ a 80%

*X: N&o ocorreu inibicdo com a concentragdo maxima testada (10 000 pyg/mL)

Nunes et al. mencionam que também o extrato de acetato de etilo de G. purpureum

demonstrou, num estudo realizado em 2011, potente atividade antibacteriana.

Pensa-se que a acao antibiofilme do geranio pode também interferir com fatores de viruléncia
segregados pelas espécies microbianas, nomeadamente enzimaticos, tendo sido apurada
para G. sibiricum uma atividade inibitéria de cerca de 69% relativa a GTase produzida pelo S.

mutans, com concentracdes de 1 mg/mL.?8
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4.3.4.6. Efeitos adversos e precaugdes

Nao ha registo da ocorréncia de efeitos adversos na literatura, nem de contraindica¢des ou
interacGes farmacolégicas. Devido ao elevado contedido em taninos, os utilizadores poderao
experienciar nauseas e vomitos.*®

4.3.5. Punica granatum

Figura 8 — Roméazeira (Punica granatum)

[Fotografia de Celso Pereira]
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4.3.5.1. Caracteristicas

Punica granatum (P. granatum) (Figura 8), vulgarmente conhecida como roméazeira, pertence
a Familia Lythraceae e consiste numa pequena arvore ruderal, oriunda da extensao que vai
do Irdo ao norte da india,® crescendo em regides de climas quentes do sudeste da Asia,
Mediterraneo, Africa do Sul, América e Austrdlia, além de outras partes do mundo.*>6*

A romazeira pode atingir até 3 a 5 metros de altura. A sua casca € colhida no inicio do Outono,
sendo retirada das raizes, tronco e ramos e seca ao ar livre, para posterior utilizagdo. Possui
flores vermelho-alaranjadas e a infrutescéncia (fruto) é esférica, com um diametro que varia

até 12 cm e com sementes e polpas comestiveis no interior.*

4.3.5.2. Composicéao

Dos compostos quimicos que constituem a planta, destacam-se pela sua presenca em maior
quantidade os taninos e polifendis, além de flavondides, minerais e vitaminas.*® Os
galotaninos compdem cerca de 25% da casca das raizes, tronco e frutos, juntamente com
acido elagico e alcaldides piperidinicos, sendo que o0s elagitaninos sdo os principais

componentes bioativos presentes nos frutos, incluindo punicalagina e punicalina. %2

4.3.5.3. Uso tradicional

P. granatum é utilizada na medicina tradicional para tratar vomitos, diarreia e infecbes
causadas por ténias e outros parasitas, sendo descrita também como abortiva e adstringente.
Sugere-se gue o seu uso externo confere vantagens na doenca hemorroidaria e na forma de

solucéo gargarejada pode surtir alivio da odinofagia.*>*

4.3.5.4. Regulamentacdo internacional

% European Medicines Agency*®
De momento, a EMA nado tem monografia para esta espécie botanica.

< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*
A espécie P. granatum nao esta incluida na Farmacopeia Alema, Comisséao E.

Ainda assim, destaca-se uma profusa utilizacdo da romézeira na medicina Ayurvédica, com
multiplos trabalhos realizados em centros de investigacdo de referéncia, traduzidos em

publicacbes em revistas com Impact Factor.
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4.3.5.5. Potencial terapéutico

As raizes, casca, frutos (incluindo o pericarpo) e flores descrevem propriedades medicinais
anti-inflamatdrias e antioxidantes, demonstradas pela punicalagina.**%? Os flavonéides
evidenciam efeitos antibacterianos pela inibicdo da atividade enzimatica e disrup¢do da
membrana citoplasmatica, explorados em seguida.*° Outra das propriedades farmacoldgicas
que caracteriza os taninos € a adstringéncia,®* sendo que a literatura identifica também
atividade analgésica, antipirética, antissética, amebicida, antifingica, antiviral,

hipoglicemiante, diurética, cardioténica, abortiva e uteroténica, entre outras.*’

4.3.5.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Estudos in vitro comprovaram a atividade antifingica de P. granatum contra C. albicans,3"-382
possivelmente devida a punicalagina, o composto presente em maior quantidade nos extratos

obtidos da casca da roméa.38

Mansourian et al. avaliaram 21 amostras obtidas da mucosa oral de doentes com estomatite
induzida pelo fungo em questéo, recorrendo a medi¢do das zonas de inibicdo reproduzidas
nos discos e tomando a a¢do da nistatina como meio de comparacdo. Como evidencia a
Tabela Xll, a roma reportou propriedades antifingicas pouco importantes comparativamente
ao agente referido. No entanto, os autores consideram que a baixa magnitude dos resultados
poderd ser contrariada com concentracdes superiores da planta em causa, com especial

atencdo para a possibilidade da manifestacdo de efeitos adversos.®?

Tabela XlI - Atividade antifiungica de Syzygium aromaticum e Punica granatum contra Candida

albicans (Adaptado de Mansourian et al., 2014)

Agentes Amostras isoladas de doentes (n=21)* Estirpes padrdo (n=3)* p

Syzygium aromaticum 29,62 +1,28 29,67 £ 0,58 0,87
Punica granatum 17,19+ 1,44 16,67 £ 0,58 0,62
Nistatina 28,48 +1,17 28,67 £ 0,87 0,87

*Diametro da zona de inibi¢do (mm)

Também num outro estudo in vitro a incorporacdo do extrato da planta na forma de
microparticulas encapsuladas que permitem uma libertacdo controlada, evidenciou a a¢do de

P. granatum tanto em células planctonicas como em biofilmes de C. albicans. Mais uma vez,
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demonstrou estar aqguém da nistatina, tendo, no entanto, potencial terapéutico superior ao do
fluconazol (Tabela XIII).3” A associacéo de punicalagina e fluconazol foi também avaliada por
Endo et al., tendo determinado uma acao sinérgica contra C. albicans in vitro, com restricao

do crescimento e viabilidade celular.3®

Tabela XIIl - Atividade de Punica granatum e outros agentes antifingicos contra células

planctonicas e biofilmes de Candida albicans (Adaptado de Endo et al., 2012)

MIC (png/mL)
Agentes Células Biofilmes (48 h)
plancténicas CVso? MTTsP
Extrato de P. granatum 3,9 62,5 > 1000
Fluconazol 7,8 250 > 1000
Nistatina 3,1 7,8 31,2

*3CVso: ensaio de Cristal Violeta; "MTTso: ensaio colorimétrico do MTT

Descrita também como antibacteriana, a atividade da roméazeira tem sido validada por varias
investigacdes cientificas. Dabholkar et al. avaliaram a sua a¢éo contra dois colonizadores da
mucosa oral, S. mutans e Streptococcus salivarius, recorrendo a solu¢des bucais que
continham P. granatum na sua composicédo, tendo evidenciado, para concentra¢des iguais ou
superiores a 25 mL por 100 mL de solu¢do, uma inibicdo das bactérias presentes nos biofilmes

estimada entre 38% e 57%.4°

Os mesmos microrganismos, além de outros residentes na cavidade oral, foram estudados
por Dastjerdi et al. com o objetivo de verificar o potencial do extrato aguoso desta planta
medicinal na inibicdo de biofilmes bacterianos associados a aparelhos ortoddnticos, tendo
descrito a melhor atividade antibiofilme contra o Streptococcus sanguinis (S. sanguinis), com
uma reducdo de 93,7% para a menor concentracdo utilizada, além de resultados muito
positivos averiguados para outros Streptococcus (Tabela XIV). Os autores perspetivam que a
roma possa atuar prevenindo a colonizacdo iniciada pelo S. sanguinis, reduzindo,
consequentemente, a maturagcdo da placa dentaria e a adesdo de outros microrganismos

cariogénicos e impedindo, desta forma, o desenvolvimento de biofilmes patogénicos.*
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Tabela XIV - Percentagem (%) de inibicdo de biofilmes bacterianos associados a aparelhos
ortoddnticos produzida por varias concentragcdes do extrato aquoso de Punica granatum
(Adaptado de Dastjerdi et al., 2014)

Concentra¢do (mg/mL)
Microrganismos

50 25 12,50 6,25 3,12 1,56 0,78
S. mutans 84,4 84,4 77,2 66,4 - - -
S. sanguinis - - - 100 100 100 93,7
S. salivarius - 86,5 86,5 86,4 85,2 - -
S. sobrinus - 99,9 99,0 95,0 40,6 = =
E. faecalis 56,3 55,2 35,5 35,5 - - -

Os fatores de viruléncia microbianos também constituem alvos de atuacdo das plantas
medicinais analisados em diversos estudos. Avaliou-se a influéncia de extratos crus do
pericarpo dos frutos de P. granatum constatando, para todas as concentracbes testadas,
variando de 1,56 a 6,35 mg/mL, a inibicdo de enzimas glicoliticas responsaveis pela producéo
de &cidos em S. mutans planctonicos, bem como a diminuicdo da producdo de
polissacarideos extracelulares, ndo sé nas bactérias em suspensdo, como nos biofiimes.?’
Num outro estudo, os extratos aquosos de P. granatum e Rhus coriaria (oriunda da regido
Mediterranica oriental, conhecida como sumagre) promoveram a supressao da transcricao
genética de codificadores de GTases preponderantes na iniciacdo da formacédo de biofilmes
de S. mutans,*® sedo que em nenhum destes ensaios foi afetada a biologia celular da mucosa

oral.

Gulube e Patel corroboraram ainda o potencial antibiofilme desta espécie, mantido as 6 e 24
horas de exposicdo ao extrato cru, com percentagens de inibicdo de S. mutans de 91% e
65%, respetivamente, sugerindo que a roma podera conferir protecdo a longo termo, sendo
vantajosa a sua utilizagcdo matutina ou vespertina em solu¢cdes de lavagem bucal ou
dentifricos, como forma de inibir a formacdo de placa dentaria e, consequentemente, o

desenvolvimento de biofilmes.?7:%°

A atividade antibacteriana de P. granatum abrange ainda outros microrganismos gram
positivos e negativos, descritos na Tabela XV, tendo sido a Yersinia enterocolitica o mais
sensivel ao extrato metandlico a 80%, contrariamente ao expectavel pelos investigadores,
uma vez que as bactérias gram negativas sdo descritas com resisténcia superior aos varios

antimicrobianos relativamente as gram positivas.®*
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Tabela XV — Atividade antimicrobiana do extrato metandlico a 80% de Punica granatum

(Adaptado de Al-Zoreky et al., 2009)

Microrganismos

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
MRSA

Bacillus subtilis
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Salmonella enteritidis

Yersinia enterocolitica

4.3.5.6. Efeitos adversos e precaucdes

MIC (mg/mL)

Extrato metandlico a80%  Ampicilina

0,5 < 0,001
2 < 0,001
2 0,001

0,5 < 0,001
2 0,016
1 0,001
4 0,002

0,25 0,002

N&o estdo descritas rea¢cfes adversas nem interacdes associadas a planta em questdo. No

entanto, o conteudo elevado de taninos pode propiciar sintomas de irritacdo gastrica, assim

como o teor em alcaloides poderd induzir nauseas, vomitos, hematemeses, tonturas,

alteracdes da visdo e até faléncia respiratéria para doses superiores a 80 gramas. 4>+’
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4.3.6. Syzygium aromaticum

Figura 9 — Cravinho (Syzygium aromaticum)

[Fotografia de Celso Pereira]

4.3.6.1. Caracteristicas

O cravinho (Figura 9), como é comummente desighada a espécie Syzygium aromaticum (S.
aromaticum), pertence a Familia Myrtaceae e tem origem nas ilhas Molucas, na Indonésia,
sendo amplamente cultivado também na india, Sri Lanka, Madagascar, Tanzania, Brasil, entre

outras regides tropicais.*®

Constitui uma arvore de tamanho médio, que cresce entre 0s 8 e 12 metros e gera botdes
florais com odor e sabor caracteristicos, que séo utilizados ha séculos como condimento na

culinaria, além do seu uso terapéutico, pela crenca nas suas propriedades medicinais.*>%3
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4.3.6.2. Composicéao

Esta planta medicinal constitui uma das principais fontes de fendis, como sejam flavonoides
ou derivados de acidos hidroxibenzoico ou hidroxicinamico.®® Pinto et al. fizeram a andlise
gualitativa e quantitativa de S. aromaticum, demonstrando um total de 19 componentes, de
entre 0s quais o eugenol constituia a maior percentagem (85,3%),%* corroborada por outros
autores,526365

Outros constituintes, além de hidratos de carbono, lipidos e vitaminas, incluem acido galico (o
acido presente em maior concentracao), assim como os acidos cafeico, elagico, feralico e

salicilico.*455

Em menores concentracdes, encontra-se também kaempferol, quercetina, taninos, sitosterol,

campesterol e acido oleandlico.*44565

4.3.6.3. Uso tradicional

O uso do cravinho como medicamento esta associado a caries dentdrias e doenca
periodontal, bem como asma e outras doencas alérgicas.® Esta ainda descrito o seu consumo
como antiemético e carminativo, Util para atenuar coélicas e flatuléncia, bem como para o

tratamento de UGlceras gastricas.*

A sua aplicacéo tépica parece ser vantajosa como analgésico local ou antissético bucal e

ainda no alivio sintomatico de odontalgia, cefaleias e coriza.***°

4.3.6.4. Regulamentacao internacional

< European Medicines Agency“®
- Committee on Herbal Medicinal Products
- Community herbal monograph on Syzygium aromaticum (L.) Merill et L. M. Perry, floris

aetheroleum

A monografia da EMA corrobora a utilidade dos botdes florais do cravinho no tratamento
sintomatico da inflamagé&o da orofaringe e na analgesia temporaria da odontalgia provocada

por céaries dentarias.
< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*

A Comisséao E valida a utilizacdo do cravinho nas seguintes:
» Doenca inflamatéria da mucosa da orofaringe

» Anestésico topico (na medicina dentéria)
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4.3.6.5. Potencial terapéutico

As propriedades medicinais de S. aromaticum est&o descritas nos botdes florais secos ou no

6leo essencial deles extraido, bem como nos pediculos, folhas ou frutos ndo maduros.*

E referida a sua acéo analgésica e anestésica, bem como o seu potencial anti-inflamatorio,

antioxidante, antivirico, anti-histaminico e espasmolitico.**¢3

Atividade antissética moderada tem sido atribuida ao seu principal composto quimico,**
descrevendo-se também o seu potencial antimicrobiano contra diversos microrganismos,*%3

abordado em seguida.

4.3.6.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Ha ja muitas décadas que as propriedades antimicrobianas do cravinho sé@o alvo de estudos
cientificos. Khan et al. testaram a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos
etandlicos de cinco plantas contra estirpes multirresistentes isoladas de infe¢cdes nosocomiais
e adquiridas na comunidade. Os extratos de Acacia nilotica, Cinnamomum zeylanicum e S.
aromaticum evidenciaram acdo antimicrobiana mais pronunciada contra as estirpes em
estudo (Tabela XVI).1°

De modo geral, os microrganismos isolados de infecdes hospitalares evidenciaram maior
resisténcia as plantas em andlise, relativamente aos que foram obtidos daquelas adquiridas
na comunidade, corroborando o que descreve a literatura. No que diz respeito ao cravinho, o
microrganismo mais sensivel foi C. albicans (MIC: 156 upg/mL), seguido de S. mutans e P.
aeruginosa (MIC: 390 ug/mL), S. aureus e E. coli (MIC: 780 pg/mL).%°

S. aromaticum j& havia demonstrado ac¢ao antifangica contra C. albicans (ha concentracao de

100 mg/mL), superior a da nistatina e P. granatum (Tabela XII).%2

Num estudo portugués publicado por Pinto et al. o efeito fungicida do 6leo essencial do
cravinho e do seu principal constituinte, eugenol, foi igualmente observado contra 0s géneros
Candida e Aspergillus, nomeadamente contra estirpes resistentes ao fluconazol, tendo
revelado valores muito proximos, e por vezes concordantes, relativos as concentragfes

minimas inibitérias e fungicidas.®
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Tabela XVI - Padrédo de suscetibilidade de varios microrganismos aos extratos etanolicos de
cinco plantas medicinais (Adaptado de Khan et al., 2009)

Plantas medicinais
Microrganismos
A. nilotica* T.arjuna* E. globulus* S.aromaticum* C. zeylanicum*

S. mutans +++ +++ ++ +++ +++
S. aureus +++ +++ ++ +4++ +++
E. faecalis ++ ++ + ++ +++
S. bovis ++ ++ + +++ dhdldL
P. aeruginosa +++ - - . ot
S. typhimurium ++++ = = 4+ F++
E. coli +++ - - ++ ++
C. albicans +++ - - ++++ A
K. pneumoniae ++ - - + ++

*Didmetro da zona de inibicdo: sem inibic&o (-), 5-15 mm (+), 16-25 mm (++), 26-35 mm (+++), > 40

mm (++++)

A andlise por citometria de fluxo mostrou que o eugenol foi o fitoquimico responsavel pela
atividade antifungica através da disrupcdo da parede celular e membrana citoplasmatica,
promovendo a permeabilizacdo das diferentes camadas que as constituem e proporcionando
posteriormente o desequilibro metabdlico e a morte celular.’* Um mecanismo de acao similar,

referente ao eugenol, ja havia sido reportado por Moran et al.®’

Ahmad et al. avaliaram o potencial antimicrobiano do cravinho in vitro e in vivo, concretamente
no tratamento da candidiase vaginal em modelos animais, comparando a sua agdo com a da
nistatina, esta Ultima cerca de quatro vezes mais eficaz. Nao obstante, o cravinho evidenciou
atividade antifingica contra diversas estirpes, com a seguinte ordem de suscetibilidade:
Aspergillus fumigatus > C. albicans > C. neoformans. Foram testadas varias vias de
administracdo, com a aplicacéo topica a demonstrar maior eficacia comparativamente a via
subcuténea, proporcionando a eliminagdo completa da carga fungica apdés 14 dias de

tratamento. %8

Alguns dos metabolitos frequentemente encontrados na composi¢cao de plantas medicinais
como os terpenos, flavonoides e outros fendis/polifendis foram estudados com vista a verificar

a sua atuacao na prevencao e tratamento de infe¢des cutaneas associadas a Staphylococcus
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spp. Os resultados evidenciaram a¢ao antimicrobiana subjacente a todos os fitoquimicos, com
o eugenol e timol a demonstrar maior atividade contra as estirpes visadas (Tabela XVII).%’

Tabela XVII - Efeitos de varios metabolitos de plantas medicinais na viabilidade de

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (Adaptado de Moran et al., 2014)

S. aureus i S. epidermidis
Metabolitos

MICt  sicz | mict  sic?
Timol 200 50 | 200 59
Carvacrol > 2000 50 ‘ >2000 5
Eugenol 100 50 100 50
Catequina >2000 2000 > 2000 2000
Genisteina >2000 500 @ >2000 500
Acido gélico >2000 1800 > 2000 > 2000
Acido protocatecuico >2000 1500 > 2000 > 2000
Hidrogquinona >2000 200 >2000 200

Acido para-hidroxibenzoico = >2000 1000 > 2000 1500
Resveratrol >2000 500 >2000 100

IMIC: Concentragéo inibitéria minima (ug/mL)

2SIC: Concentracao sub-inibitoria (ug/mL)

Num outro ensaio, ja havia sido comprovada a atividade antibacteriana do eugenol contra
microrganismos cariogénicos, de entre os quais S. mutans, S. sanguinis e Streptococcus
sobrinus, com MICs que variaram de 0,1 a 0,8 mg/mL. Verificou-se também um efeito
sinérgico com a associacdo do composto com a ampicilina, reduzindo marcadamente, em

quatro a oito vezes, as MICs das bactérias em quest&o.®

A atividade antibiofilme do eugenol foi testada in vitro e em modelos de otite média (OM) in
vivo, tendo demonstrado igual efetividade contra biofilmes de MRSA e de Staphylococcus
aureus meticilino-sensiveis (MSSA). Os resultados do estudo de Yadav et al. realcaram a
capacidade deste fitoquimico destruir biofilmes pré-estabelecidos através de danos induzidos
na membrana citoplasmatica, impeditivos da adeséao celular. Além disso, diminuiu a expressao
genética de dois genes reguladores do desenvolvimento de biofilmes de S. aureus (icaD e
sarA), conduzindo ao decréscimo na producgéo de polissacarideos e enterotoxinas promotores
da adesdo bacteriana. Os mecanismos de ag¢do do eugenol apurados neste estudo

encontram-se representados na Figura 10.
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A observacéo in vivo, este reduziu significativamente a colonizacdo de S. aureus (mais de
80%) nos modelos com OM. Desta forma, os autores propdem o eugenol como uma
alternativa aos antibiéticos em formulagéo liquida que ndo atravessam eficazmente a

membrana timpanica.®

Efeito do eugenol nos biofilmes
de Staphylococcus aureus

Concentracgéo sub-MIC Concentracé&o MIC ou 2xMIC
) ()
Diminui Diminui Elimina Deforma
agregacao expresséo Diminui Destroi bactérias Aumenta a células e
genética colonizacéo biofilmes permeabilidade :

dos nos in vivo formados nos celular impede
biofilmes [ biofilmes adesao
Ensaio com RT-PCR em Modelo de OM Ensaio com Contagem de Ensaio com l\(liersFopLa
Cristal Violeta tempo real em ratinho Cristal Violeta UFC Cristal Violeta eletronica de

varrimento

Figura 10 — Diagrama sistemético dos efeitos do eugenol nos biofilmes de Staphylococcus
aureus (Adaptado de Yadav et al., 2015)

Extratos de S. aromaticum mostraram também interferir com moléculas sinalizadoras de
guorum sensing na P. aeruginosa. Mais concretamente, o extrato metandlico inibiu a
expressao de N-acil-homoserina lactonas nas concentracdes testadas de 1,2 e 3 mg/mL e o
extrato de hexano reduziu significativamente a expressdo do gene lecA, condicionando a
atividade do fator de viruléncia por si regulado (LecA), sem, no entanto, afetar o crescimento

das bactérias.®®

4.3.6.6. Efeitos adversos e precaucdes

O consumo de cravinho é geralmente reconhecido como seguro, estando contraindicado no
caso de hipersensibilidade as substancias ativas que o constituem.® Ainda assim, a OMS

recomenda uma quantidade diaria aceitavel de 2,5 mg/kg.%

O oleo essencial é descrito pela sua capacidade de provocar reagfes alérgicas e irritacdo das
mucosas, caracteristica atribuida ao eugenol, pelo que a aplicacéo tdpica ndo diluida de forma
continuada n&o esta recomendada.*>®® N&o estdo reportadas interacdes farmacoldgicas, nem
h& evidéncia da sua utilizacdo em gravidas e criangas, pelo que nestes casos devera ser

evitada.®®
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4.3.7. Urtica dioica

Figura 11 — Urtiga-comum (Urtica dioica)
[https://pixabay.com/ (acesso livre sem copyright, acedido a 30/01/2019)]

4.3.7.1. Caracteristicas

Urtica dioica (U. dioica) (Figura 11), mais conhecida por urtiga-comum, urtiga-maior ou ortigao
€ uma planta herbacea pertencente & Familia Urticaceae de floragdo perene, oriunda dos
continentes europeu e asiatico e amplamente distribuida nas regiées mais temperadas do
planeta, com preferéncia por terrenos himidos e frescos para o seu cultivo. Pode crescer
entre 0s 60 e 150 cm em altura e as suas ervas constituem as partes aéreas frescas ou secas,

colhidas na época de florescéncia.*”"*"*

A urtiga contém agentes histaminérgicos e altos teores de serotonina, produzindo uma
sensacao de ardor e que se relaciona com a origem do seu nome botanico, do latim urere,

que significa “queimar”.”®

Cedo comecgou a ser utilizada pelo Homem, com as suas folhas, frutos e raizes a conferirem-
Ihe multiplas aplicacdes que vao desde a culinéria e preparacgéo de infusdes, pelo seu carater
aromatizante e nutritivo, assim como o fabrico de téxteis nas populagdes mais ancestrais, sem

esquecer o seu vasto interesse terapéutico visado na medicina tradicional.”®"*

57



4.3.7.2. Composicéao

Esta espécie contém inimeros fitoquimicos, de entre acidos, aminas, flavonoides, lignanas e
substancias inorganicas, que constituem potenciais fontes para a sintese de novos farmacos

pelos mdltiplos fendmenos que desencadeiam.’™

As folhas séo ricas em quercetina, rutina e kaempferol, abrangendo também fenilpropandides
como o acido cafeico e acido malico, bem como esterdis, carotendides, taninos, nitratos e
ainda vitaminas e minerais, como 0 calcio e potassio, que podem perfazer até 20% do total

dos constituintes. 44570

Variados macronutrientes podem compor os frutos de U. dioica, nomeadamente proteinas,
hidratos de carbono e até 30% de acidos gordos. Os pelos urticantes da planta contém acido
férmico, histamina, serotonina, acetilcolina e leucotrienos, de entre outras substancias

quimicas capazes de causar irritagdo. 4457

O contetudo quimico das raizes e do rizoma é o mais estudado, contendo polissacarideos
acidicos, lectinas, beta-sitosterol, lignanas metabolizadas pela flora intestinal em
componentes fitoestrogénicos, como as enterolactonas, e ainda triterpenos,**>7° além de
outras substancias quimicas que se relacionam potencialmente com os efeitos fisioldgicos
desencadeados pela urtiga, com os fendis e 0s terpenos a representar 0s grupos que mais se

associam a inibicdo de infecdes microbianas.” "

4.3.7.3. Uso tradicional

A urtiga € amplamente utilizada desde as civilizagbes mais antigas e as suas propriedades
medicinais sugerem atividade diurética e anti-inflamatoria, designando uma terapéutica

adjuvante a considerar em patologia urinaria.”

Na medicina tradicional cré-se ainda nas suas vantagens como antidiabético e na contencao

de hemorragias uterinas e epistaxis,** bem como no tratamento de artrite e prostatite.

Externamente, tem condicionado alivio de dores articulares ligeiras e melhorias na dermite
seborreica e descamativa do couro cabeludo,***® com efeito na alopecia andrégena pelo seu

efeito anti-androgénico.™
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4.3.7.4. Regulamentacdao internacional

R/

< European Medicines Agency*®
- Committee on Herbal Medicinal Products
- Community herbal monograph on Urtica dioica L., and Urtica urens L., herba

A monografia da EMA descreve a utilidade da urtiga-comum no tratamento adjuvante de
patologias minor do trato urindario, uma vez que estimula a diurese, bem como no alivio de

artralgias. A sua aplicacdo é também referida na dermatite seborreica.
< Phytotherapeutic Monographs (BGA, Commission E, Germany)*°

A Comisséao E valida a utilizacdo da urtiga nas seguintes:
= Ervas e folhas da U. dioica
» Tratamento de ITUs

> Prevencéo e tratamento da litiase renal
» Terapéutica de suporte para doengas reumaticas
» Raiz da U. dioica

» Tratamento sintomatico da hiperplasia benigna da préstata (HBP)

4.3.7.5. Potencial terapéutico

Tanto as folhas secas como as raizes da urtiga lhe conferem propriedades medicinais, tendo
demonstrado atividade anti-inflamatéria com a inibicdo da sintese de leucotrienos, por parte
de um A&cido fendlico isolado do extrato em estudo.*>’® Além desta, a literatura descreve
multiplas acbes farmacoldégicas desta espécie,***>4"’° nomeadamente analgésica e
anestésica local, antissética, depurativa, diurética, hipotensiva, bradicardizante,
hipoglicemiante, hemostatica e  pré-coagulante, expetorante, antiespasmddica,
anticonvulsivante, miorrelaxante, adstringente e emenagoga. Demonstra ainda atividade

antimicrobiana, concretamente fungicida e antibacteriana, fundamentada em seguida.

A presenca de glicanos na sua composicdo define o seu potencial imunoestimulador® que,
juntamente com os seus efeitos antioxidantes, corroborados cientificamente,’* e modeladores

da inflamacéo, apoiam a utilizacdo vantajosa da urtiga em multiplas doencas inflamatérias. ™

Ja foi demonstrada a sua atividade na HBP, possivelmente potenciada por lignanas que
interferem com hormonas determinantes na fisiopatologia da doenca,**** estando também

documentada a sua acgédo depressora do sistema nervoso central em estudos com animais.**
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4.3.7.5.1. Atividade antimicrobiana e antibiofilme

Os extratos de U. dioica tém demonstrado possuir atividade antibacteriana contra diversos
microrganismos gram positivos e gram negativos, tais como S. aureus, Shigella flexneri,
Salmonella typhi (S. typhi), P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli e E. faecalis, tendo estes
sido inibidos pelo extrato de hexano da urtiga, no estudo de Dar et al. com MICs de 31,25,
125, 7,81, 250, 31,25, 15,62 e 125 pg/mL, respetivamente. A afericdo dos resultados fez-se
recorrendo a medicao das zonas de inibicdo do crescimento microbiano e esta descrita na
Tabela XVIII. Também o extrato de cloroférmio demonstrou atividade moderada, ainda que a

sua acdo ndo tenha abrangido todas as bactérias em analise.’

Tabela XVIII — Atividade antibacteriana de varios extratos obtidos das folhas de Urtica dioica
(Adaptado de Dar et al., 2012)

Extratos*
Microrganismos Acetado
Hexano @ Cloroférmio Metandlico Aquoso Gentamicina

de etilo
S. aureus ++ + - - - e+
S. flexneri ++ + = - - St
S. typhi ++ + - - - 4+
P. aeruginosa ++ - - - - S
K. pneumoniae ++ + - - - St
E. coli ++ + - - - St
E. faecalis ++ - - - R i

*Didmetro da zona de inibicdo: < 7 mm (-), < 10mm (+), £ 15 mm (++), > 15 mm (+++)

O extrato de acetato de etilo também demonstrou atividade antibacteriana contra algumas das
estirpes referidas anteriormente, concretamente S. aureus, S. typhi e E. coli, entre outras, num
estudo que comparou o potencial terapéutico de U. dioica e Taraxacum officinale (vulgarmente
conhecido como dente-de-ledo), tendo a primeira evidenciado os melhores resultados na

concentracdo de 10 mg/mL."*

Contrariamente, num outro estudo, U. dioica demonstrou pouca efetividade na reducéo das
estirpes bacterianas de E. coli, uma vez que, mesmo com a concentracdo maxima de 20,0
mg/mL, manteve uma viabilidade celular de 59%. No entanto, salienta-se que o teor de
fitoconstituintes na planta depende muito do tempo de maturacéo e da idade da mesma, bem

como dos locais de extracao (folhas ou rizomas).
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Além de avaliarem a inibicdo do crescimento microbiano, Wojnicz et al. focaram também a
sua investigag&o na forma como os fatores de viruléncia produzidos pela E. coli precipitam a
colonizacdo de tecidos, tendo evidenciado que, a semelhanca da bétula, também a urtiga
promove a disfuncdo das fimbrias a superficie da bactéria, acdo que se deve a sua forte
composicdo em taninos que, ao se ligarem antecipadamente as fimbrias, vao impedir a
adeséao tecidular. A utilizagdo de U. dioica em elevadas concentragdes (15,0 e 20,0 mg/mL)
promoveu ainda alteracdes relativas a superficie hidrofébica da bactéria, tornando-a hidrofilica
e impedindo desta forma a sua colonizacdo, pensando-se que a utilizacdo desta planta

medicinal possa ser vantajosa na prevencéo de infe¢des (ITUs, por exemplo).*®

Também o acido cafeico, presente com elevado teor quer nas partes aéreas floridas quer nas
raizes da urtiga, tem plena demonstracéo de eficacia antimicrobiana contra estirpes de S.
aureus e C. albicans, com evidéncia de atividade inibitoria da adeséo celular, promovendo a
eliminacao de biofilmes. Estudos in vitro sustentam ainda que este acido fendlico possa ter

um efeito de sinergismo na sensibilizac&o de estirpes resistentes ao fluconazol.”>"®

O tratamento concomitante de antibidticos com plantas medicinais pode condicionar a
suscetibilidade bacteriana a acdo dos antimicrobianos, como foi avaliado por Samoilova et al.,
tendo verificado que, de todos os extratos em avaliacdo, apenas o de U. dioica (na
concentracao de 2,5 ulL/placa) inibiu a formacado de biofilmes de E. coli na auséncia de
antibioterapia. No entanto, a associacdo de algumas plantas com farmacos como a
estreptomicina e cefotaxime, despoletou uma diminuicdo significativa da producédo de
biofilmes, nhomeadamente com a utilizacdo de U. dioica, Achillea millefolium e Laminaria
japonica (uma alga), que potenciaram o efeito dos antibidticos em duas a cinco vezes,
comparativamente a sua administracao isolada. Os autores apuraram que estas espécies tém
um contetdo diminuto de polifendis na sua constituicdo, sugerindo que possa ser essa a
justificagcdo para os resultados obtidos, uma vez que, em oposi¢éo, o tratamento com extratos
ricos em polifendis promoveu um aumento consideravel dos biofilmes na presenca de

antibioterapia.*?

4.3.7.6. Efeitos adversos e precaucdes

Esta espécie descreve como possiveis reacdes adversas a ocorréncia de nduseas, vomitos e
diarreia (mais associadas ao consumo da raiz da urtiga),*” ou ainda manifestacdes alérgicas

gue podem surgir com prurido, exantemas ou urticaria. 2

O seu uso esta contraindicado nos casos de hipersensibilidade ao principio ativo, insuficiéncia
renal ou doenca cardiaca severa e ndo estd comprovada a sua utilizagdo em gravidas ou

menores de 12 anos, devendo ser prevenida.*”"2
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Quanto a interacdes farmacoldgicas, recomenda-se precau¢do na utilizacdo conjunta de
diclofenac (anti-inflamatério ndo esterdide) e U. dioica, uma vez que evidenciam acdes
antagonicas relativamente a coagulacédo sanguinea,* reiterando-se o mesmo cuidado no que
diz respeito ao uso de anticoagulantes, bem como de outros farmacos com efeitos similares
ou opostos aos descritos para a urtiga.* Estdo ainda reportadas interacdes medicamentosas
no tratamento concomitante com litio (reduzindo a sua concentracao por efeito diurético) e a

potenciacdo de efeito farmacoldgico com os antidiabéticos orais e anti-hipertensores.
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5. CONCLUSAO

Ao longo dos anos, a evolugdo que concerne a medicina e a ciéncia tem promovido o interesse
pelo desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas cada vez mais eficazes e menos
toxicas. Nao obstante, a emergéncia de microrganismos multirresistentes tem constituido um
grande obstaculo para os profissionais de salde no controlo de mudltiplas patologias,
nomeadamente doencas infeciosas associadas a presenca de biofilmes, suscitando a procura
urgente de substancias alternativas ou novas associacdes farmacoldgicas que ultrapassem

os problemas que advém da resisténcia as terapias convencionais.

Desta forma, os métodos curativos mais antigos baseados na medicina tradicional,
concretamente com recurso a plantas medicinais, tém sido revisitados, uma vez que estas
descrevem diversas propriedades farmacoldgicas, além de se considerar 0 seu uso seguro e

econdmico para a populacao em geral.

As plantas analisadas neste artigo de revisdo revelaram-se promissoras para a inclusédo de
investigagcdes futuras, tendo demonstrado potencial antimicrobiano contra diversos
microrganismos implicados na etiologia de algumas infecbes. Muitos agentes fitoterapéuticos
demonstraram intervir na producéo de fatores de viruléncia pelos biofilmes, além de promover
a sua eliminacdo e a inibicdo do seu desenvolvimento em diferentes estadios, interferindo
também com a expressao de alguns genes, assim como mecanismos de quorum sensing.
Ainda assim, nem todos 0s ensaios sdo concordantes, acreditando-se que a atividade das
plantas possa variar com os diferentes tipos de extratos e concentracbes utilizados,
dependendo também da qualidade e maturacéo das partes utilizadas das plantas, bem como

das estirpes sob alvo terapéutico.

Sabe-se que a eliminacdo de biofilmes constitui um desafio crescente, pelo que se devera
apostar na prevencdo da sua formacdo através da inibicdo da adesdo celular e do seu

desenvolvimento numa fase inicial.

De acordo com os resultados obtidos por algumas das espécies botanicas em estudo, a
solucéo poderé residir no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos com base nos
extratos de plantas ou nos seus fitoquimicos, e ainda através da sua inclusdo em terapias
combinadas com farmacos convencionais, visando efeitos sinérgicos, com vista a potenciar a

sua acgdo individual e aumentar a suscetibilidade microbiana ao tratamento.

Desta forma, os estudos referenciados neste artigo preconizam a utilizacdo das plantas em
andlise com vista a erradicacdo ou reducdo de biofilmes de diversas estruturas mucosas.
Concretamente, biofilmes da mucosa urogenital, comummente associados a E. coli, parecem

ser suscetiveis ao tratamento com extratos provenientes da bétula ou urtiga, corroborando as
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indicagdes descritas na regulamentacéo internacional. Esta ultima, devido ao seu elevado teor
em acido cafeico, podera igualmente ter aplicacdo cutdneo-mucosa, assim como o cravinho,
nomeadamente no tratamento de vulvovaginites e outras infecbes na dependéncia de C.
albicans. Também o alho se revelou eficaz na eliminacdo de biofilmes cutaneos
maioritariamente associados a S. aureus e/ou S. epidermidis. Na mucosa do trato respiratério
(particularmente nasal), biofilmes constituidos por S. aureus e/ou MRSA demonstraram
elevada suscetibilidade a berberina, o principal fitoquimico que compfe a bérberis. Além
desta, tanto o alho como o cravinho poderdao constituir alternativas viaveis, com eficacia
terapéutica nas infe¢des induzidas por P. aeruginosa, além de outros microrganismos. Na
mucosa oral, todas as plantas em analise, a excec¢édo da urtiga, tém evidéncia de propriedades
antimicrobianas, particularmente na interagdo com Streptococcus cariogénicos (com

destaque para o S. mutans) e C. albicans.

A atual investigacdo cientifica em ciéncias basicas com recurso a plantas medicinais
corrobora o interesse na identificacdo de novas moléculas que sustentadamente possam
contribuir para a resolucéo e minimizacao de um grave problema de salde publica, resultante

da resisténcia cada vez mais frequente aos agentes farmacoldgicos disponiveis.

Assim, o futuro das terapéuticas que concernem infe¢cBes associadas a biofilmes devera
implicar estudos cientificos mais rigorosos acerca da patofisiologia destas comunidades, bem
como dos mecanismos de acdo e da atividade antimicrobiana desenvolvidos pelas plantas
medicinais e pelos metabolitos que as compdem. Ensaios clinicos prospetivos, randomizados
e controlados, incluindo popula¢@es alargadas, com vista a analise de diferentes dosagens e
extratos de plantas, e atendendo a manifestacdo dos seus efeitos secundarios, poderdo
corroborar os resultados descritos neste artigo e ajudar na compreensao do seu potencial uso

clinico.

Cré-se gque a janela de oportunidade a luz do conhecimento cientifico atual pode justificar a
utilizacdo de algumas plantas medicinais de forma racional e sustentada em situagdes muito

especificas e selecionadas.
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