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PREFACIO

O volume Il da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios,
Avancos e Possibilidades” disponibiliza ao leitor um contetido essencialmente focado
no estudo de plantas e interfaces para dar resposta a desafios cientificos e societais
especificos. O desenvolvimento de conhecimento cientifico e de tecnologia para
a producao sustentavel de plantas, bem como o seu processamento e valorizagdo é
fundamental para a transicao para uma bioeconomia e para a resposta a objetivos de
desenvolvimento sustentavel, estabelecidos pela Assembleia Geral das Nagdes Unidas.
O livro esta organizado em 12 capitulos que focam essencialmente a investigacdo
molecular de plantas, estudos de fisiologia, fitopatologia, cultivo e processamento, e
novas aplicacdes de plantas e das suas moléculas (produtos fitoquimicos).

Manuel Simdes
https://orcid.org/0000-0002-3355-4398


https://orcid.org/0000-0002-3355-4398
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RESUMO: Atualmente, o paradigma do ensino
das ciéncias da vida deve considerar novas
estratégias para o sucesso na aprendizagem.
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DAS CIENCIAS

Exemplos de aplicacdes praticas relevantes,
nas areas da saude (humana, animal),
alimentar e ambiental podem servir como um
forte estimulo ao conhecimento. A resisténcia
bacteriana aos antibidticos € um problema
de Saude Publica relevante a nivel global.
O uso inadequado de antibioticos tem sido
considerado como um dos principais fatores
para este problema. A abordagem One
Health, reconhece que a salde humana esta
ligada a saude dos animais e meio ambiente,
preconizando uma acdo combinada entre elas.
Como consequéncia, a pesquisa de medidas
alternativas aos antimicrobianos disponiveis
é imperativa. O conhecimento de que os
recursos naturais fornecem um amplo campo
quimico a ser explorado em compostos com
bioatividade, pode aumentar o interesse pela
aprendizagem. As estratégias passam por
pesquisas de compostos naturais presentes
em plantas com propriedades antimicrobianas
reconhecidas. Extratos vegetais podem ter
efeitos benéficos devido aos seus niveis de
flavonoides, carotendides, esterdis e minerais.
Geralmente, extratos de plantas com maior
quantidade e diversidade de compostos
fendlicos podem ser importantes para conferir
o tipo de atividade biolégica. Para alcancar
0 sucesso da aprendizagem, as estratégias
através da comunicacédo ativa devem incluir
aspetos relevantes de aplicacdes praticas.
PALAVRAS-CHAVE: Bactérias. Resisténcia.
Antibidticos. Compostos-bioativos.
Aplicabilidade. Educacao.
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BACTERIAL RESISTANCE AND NATURAL COMPOUNDS: APPLICATION OF THIS
CONCEPT IN SCIENCE LEARNIN

ABSTRACT: Nowadays, life science teaching paradigm must consider new strategies
for success in learning science. Exemplification of relevant practical applications, in the
area of health (human and animal), of food and of the environment, can serve as a strong
stimulus for knowledge. Bacterial resistance to antibiotics is a relevant public health
problem at global level. The inappropriate use of antibiotics has been considered as one
of the major factors contributing to this problem. One Health approach recognizes that
health of people is connected to health of animals and environment, seeking a combined
action between them. Consequently, research of alternatives measures to antimicrobials
are imperative. Knowledge that natural resources provide an abundant chemical space to
be explored in compounds with bioactivity can lead to high interest for learning purposes.
The strategy can pass through research of natural compounds largely present in plants
with recognized antimicrobial properties. Plant extracts can have beneficial effects due to
their levels of flavonoids, carotenoids and sterols. Generally, plant extracts with a higher
quantity and diversity of phenolic compounds can be important to endorse the type of
biological activity. To achieve learning success, strategies through active communication
should include relevant aspects of practical applications.

KEYWORDS: Bacteria. Resistance. Antibiotics. Bioactive-compounds. Applicability.
Education.

1INTRODUGAO

Atualmente, o paradigma do ensino das ciéncias da vida deve considerar novas
estratégias para o sucesso na aprendizagem. Exemplos de aplicagdes praticas relevantes
(i) nas areas da saude (humana, animal), (ii) alimentar e (iii) ambiental, podem servir como
um forte estimulo ao conhecimento. O reconhecimento do problema da resisténcia
associada ao uso de antibidticos esta presente desde 1940, quando estes comegaram a
ser utilizados em ambiente clinico (Habboush e Guzman, 2018). A resisténcia bacteriana
& um desafio para varios setores a nivel mundial, dado que se associa a um alto nivel de
morbilidade e mortalidade (Frieri et al., 2017; Loureiro et al., 2016; Qiao et al., 2018). Varios
relatérios da World Health Organization (WHO 2014, 2017) realgcam este facto e salientam
que atualmente as infecbes causadas por bactérias resistentes apresentam dificil
tratamento, devido ao aumento da resisténcia aos antibidticos disponiveis. Além disso,
a WHO, elaborou uma lista com 12 familias de bactérias denominadas de “patogénicos
prioritarios” para os quais urge pesquisar e desenvolver novos antimicrobianos. Entre
estes, encontram-se as bactérias patogénicas integrantes do acréonimo ESKAPE,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (Petchiappan e Chatterii,
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2017; WHO, 2014; 2017). Sdo de particular preocupacado, as bactérias patogénicas e
oportunistas com capacidade de resistir, simultaneamente, a diferentes antibioticos de
grupos distintos — bactérias multirresistentes. O European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) e o Center for Disease Control and Prevention (CDC) estabeleceram
uma terminologia internacional para descrever os perfis de resisténcia a antibioticos.
Define-se como microrganismo multirresistente, um microrganismo que é resistente a > 1
antibiético em = 3 classes de antibidticos diferentes. Segundo a WHO (2017), a resisténcia
a antibidticos representa uma das maiores ameacas a nivel global prevendo-se que daqui

a 30 anos as bactérias multirresistentes matem mais que o cancro.

2 MEDIDAS PARA A REDUGAO DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A WHO, em novembro de 2017, reforcou que devem ser tomadas medidas, que
abranjam todos os setores da sociedade, para se reduzir o impacto e limitar o aumento
da resisténcia aos antibidticos. Também a FAO defende a abordagem One Health (Uma
Saude) - procurando uma acdo combinada entre saude humana, saude animal e fatores
ambientais, reunindo profissionais de saude humana, veterinarios, especialistas em
sanidade animal, bidlogos, sociélogos, economistas, ecologistas, assim como outros
intervenientes, para trabalhar em questdes associadas a agentes infeciosos/resisténcia
a antibiéticos num sistema holistico.

Neste contexto, organizacdes nacionais e internacionais, estabeleceram
estratégias com objetivo de prevenir a ocorréncia e disseminacdao da resisténcia
bacteriana. As estratégias passam por: (i) utilizar de modo mais restrito os antibidticos
e apenas quando prescritos por profissionais de salde; (ii) incentivar a instrucao
a profissionais de saude, para o correto uso de antibidticos (dosagem e duracdo da
toma dos antibioticos); (iii) promover e aplicar boas praticas de higiene, em todos os
setores; (iv) intensificar os sistemas de vigilancia com o objetivo de monitorizar o uso
de antibioticos e a resisténcia bacteriana, em saide humana e animal, e também, na
cadeia alimentar; e (v) investir na investigacao de novos antibidticos e instrumentos de
diagndstico (Lammie e Hughes, 2016; WHO, 2017). Numa visao global, dada a situacao da
resisténcia aos antibiéticos e do aumento de bactérias multirresistentes, estas medidas
sdo estratégicas, no entanto, estdo a tornar-se insuficientes. Assim, torna-se uma
prioridade a procura de novas moléculas, dado o crescente aumento da resisténcia aos
antibioticos e, consequentemente, a sua ineficacia no combate a infecdes bacterianas

causadas por agentes multirresistentes.
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3 PLANTAS COMO FONTES DE NOVOS ANTIMICROBIANOS

Uma das estratégias emergentes tem sido a pesquisa de compostos naturais
amplamente presentes em plantas com propriedades antimicrobianas reconhecidas,
como compostos fendlicos (fendis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonodidese
e taninos), oleos essenciais, terpendides, alcaldides e glucosinolatos, entre outros. As
plantas podem ser recursos terapéuticos valiosos, ja que representam fontes de novas
substancias farmacéuticas potencialmente importantes, podendo ser usadas todas as
partes de uma planta, de raizes a sementes e flores. Apesar do potencial em componentes
bioativos depender das condigdes climaticas, extratos aquosos de Brassica podem
constituir uma importante fonte natural de antioxidantes (Aires et al., 2011). No caso das
plantas superiores, especialmente as presentes em florestas tropicais, o isolamento de
novos compostos so foi explorado muito parcialmente, e estima-se que apenas 6%, das
aproximadamente 300.000 espécies, tenham sido investigados para o seu potencial
farmacoldgico, e cerca de 15% para o seu potencial fitoquimico (Cragg e Newman, 2013).

Os metabolitos secundarios das plantas (fitoquimicos) ja& demonstraram o seu
potencial como antibacterianos quando utilizados isoladamente e como sinérgicos
ou potenciadores de outros agentes antibacterianos. Estes frequentemente atuam
através de diferentes mecanismos, comparativamente aos antibidéticos convencionais,
dai o seu potencial uso no tratamento de bactérias resistentes (Abreu et al., 2012). Os
fitoquimicos derivados de plantas podem ser utilizados como agente terapéutico Unico
ou em formulagbes combinadas no desenvolvimento de farmacos. Alguns compostos
com atividades antimicrobianas parecem atuar de forma sinérgica entre eles, de forma a
produzir um efeito global mais intenso e eficaz. Outros compostos ndo-antimicrobianos
parecem ter uma funcdo mais reguladora, promovendo o aumento da solubilidade,
absorcao e estabilidade quimica dos compostos mais ativos. Borges e colaboradores
(2016) referem que outros compostos tém sido associados a uma atividade antibacteriana
adjuvante, principalmente por serem capazes de inibir ativamente alguns mecanismos de

resisténcia por parte de organismos patogénicos.

4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE DIFERENTES EXTRATOS: CASOS DE ESTUDO

De entre a lista de patogénicos prioritarios, tém sido realizados varios
estudos com bactérias de (i) Prioridade 1 - Critica: Acinetobacter baumannii resistente
aos cabapenemos, Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenemos
e Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenemos e (i) Prioridade 2 - Alta:

Staphylococcus aureus, resistentes a meticilina (MRSA). Atualmente, estdo disponiveis
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alternativas terapéuticas limitadas para o tratamento de infecbes causadas para
estes géneros bacterianos. Tendo em conta o conceito One Health os isolados foram
provenientes de diversas origens da regiao de Tras-os-Montes e Alto Douro, localizada a
Norte de Portugal: I. Amostras de origem clinica humana cedidas pelo Centro Hospitalar
de Tras-os-Montes e Alto Douro (CHTMAD), no ambito de protocolos aprovados pela
Comissao de Etica: (i) Isolados de Gram negativo, resistentes a carbapenemos (desde
2003); (ii) Isolados do Servigo de Cirurgia-Consulta do pé Diabético (desde 2009); (iii)
Isolados de feridas cronicas dos Servigcos de Cirurgia Plastica, Cirurgia Geral, Medicina
Interna, Patologia Clinica (desde 2018). ll. Amostras de origem animal (i) Isolados clinicos
de animais de companhia, selvagens e exoéticos, no ambito de protocolos (Hospital
Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Centro de Recuperagao,
Acolhimento e Tratamento de Animais Selvagens (CRATAS), Centro de Recuperacao de
Animais Selvagens do Hospital Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto
Douro, (CRAS-HVUTAD) (2006); (ii) Isolados de aves, répteis e mamiferos de Jardins
Zooldgicos (2012); (iii) Isolados de animais de producao (2014); lll. Amostras ambientais
(i) isolados associados a cuidados continuados, de Residéncias Sénior do distrito de
Braganga, no ambito de protocolo estabelecido com os respetivos Presidentes da
Direcdo de cada uma das instituicées (2010); (ii) Isolados associados a qualidade das
aguas fluviais, rios e organismos bioindicadores (desde 2004); (iii) Isolados de diversos
géneros alimenticios e ambientes de producao alimentar (2010).

Nos estudos efetuados varios metabolitos secundarios de plantas e seus
derivados foram identificados como possiveis agentes antimicrobianos, por detecao
de atividade antimicrobiana, através de bioensaios pelo método de difusdo em disco e
determinacao da Concentracéo Minima Inibitéria (CMI).

Extratos hidro-alcoodlicos de Lavandula angustifolia e Urtica dioica mostraram
efeitos antimicrobianos em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
isolados de ulceras do pé diabético. Uma associagao direta entre o alto conteudo de
acidos hidroxicinamicos (acido clorogénico, acido cafeico, acido rosmarinico) e flavonoéides
(quercetina) e diminuicdo da atividade de crescimento bacteriano foi observada. O facto da
lavanda e da urtiga serem ricos em acidos hidroxicinAmicos e quercetina parece explicar
o elevado potencial antibacteriano destas plantas (Zendo et al. 2017). Adicionalmente
os isotiocianatos tém um valor bioldgico interessante e devem ser considerados como
uma ferramenta importante a ser usada contra MRSA. Os estudos mostraram uma forte
relacdo entre a estrutura quimica dos isotiocianatos e sua eficacia antibacteriana. O

benzil-isotiocianato foi o mais efetivo com uma concentragéo inibitéria minima variando
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entre 2,9 e 110 pug - mL -' com uma taxa de atividade antibacteriana de até 87% (Dias et
al., 2014). Também Pterospartum tridentatum e Mentha pulegium apresentam composicao
em polifends distinta, com implicagbes na atividade antibacteriana. Dependendo da
concentracao de extrato hidro-alcodlico de P. tridentatum (poejo) foi observada atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA), bem como
contra MRSA. Essa atividade antibacteriana parece estar relacionada ao alto conteudo
de flavonois, flavonas e isoflavonas que podem atuar sinergicamente entre si contra
esse tipo de bactéria (Aires et al., 2016). Num estudo com Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, foi avaliado o mecanismo
de acado do acido galico (GA) e acido ferulico (FA), um acido hidroxibenzdéico e um acido
hidroxicinamico, respetivamente. Verificou-se que tiveram atividade antimicrobiana com
CMl de 500 pg/mL para P. aeruginosa, 1500 pg/mL para E. coli, 1750 ug/mL para S. aureus
e 2000 pg/mL para L. monocytogenes com GA; 100 ug/mL para E. coli e P. aeruginosa,
1100 pg/mL e 1250 ug/mL para S. aureus e L. monocytogenes, respectivamente, com
FA. O acido galico (GA) e éacido ferulico (FA), levaram a mudangas irreversiveis nas
propriedades da membrana (carga, permeabilidade intra e extracelular e propriedades
fisico-quimicas) por meio de alteragbes de hidrofobicidade, diminuicdo da carga
superficial negativa e ocorréncia de rutura local ou formacgéo de poros nas membranas
celulares com consequente perda de constituintes (Borges, et al., 2013).

Compostos fendlicos puros sdo por vezes menos eficazes do que os extratos
vegetais fendlicos, provavelmente por causa do efeito aditivo dos diferentes compostos
fendlicos presentes nos extratos (Rodriguez-Vaquero et al., 2007; Cueva et al., 2012).
Segundo Liu (2003), os efeitos aditivos e sinérgicos dos fitoquimicos nas plantas sédo
responsaveis pelas suas propriedades bioativas e o seu efeito é atribuido a mistura
complexa de fitoquimicos presentes em plantas inteiras, em vez de compostos
antimicrobianos isolados.

Fitoquimicos demonstraram potencial como antibacterianos quando usados
isoladamente e com efeito sinérgico quando associados a antibiéticos. Estudos mostraram
que isotiocianatos tiveram atividades antimicrobianas significativas, comparativamente
a fenolicos menos eficazes. No entanto, a aplicagdo de combinagcbes duplas
(fitoquimico+antibidtico) mostrou sinergia entre estreptomicina e acido galico, acido
ferulico, acido clorogénico, alilisotiocianato e 2-feniletilisotiocianato contra as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus (Saavedra et al., 2010). O efeito sinérgico entre isotiocianatos e

antibidticos (gentamicina e vancomicina), foi também avaliado contra E. coli, Enterococcus
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faecalis, L. monocytogenes, P. aeruginosa e S. aureus. Os resultados mostraram um efeito
antimicrobiano seletivo dos isotiocianatos, estritamente relacionado com a sua estrutura
quimica. Em geral, o benzil-isotiocianato foi o composto mais eficaz contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. L. monocytogenes e S. aureus foram as bactérias mais
afetadas pelos fitoquimicos isoladamente ou pela combinagao fitoquimico-antibiético,
e P. aeruginosa foi o patdgeno menos afetado. O efeito sinérgico mais importante foi
observado entre os antibioticos com benzil-isotiocianato e com 2-feniletil-isotiocianato
(Dias et al., 2012). Num outro estudo realizado com 11 isolados de E. coli, produtoras de
B-lactamases de espectro alargado (ESBIs), de origem animal e humana, a combinacao da
gentamicina e 2-feniletil-isotiocianato foi a que mostrou efeito sinérgico mais importante
(Freitas et al., 2013).

5 EXTRATOS DE PLANTAS COMO POTENCIAIS CONSERVANTES: EXEMPLO DE
FLORA EUROPEIA

Frente a um mercado consumidor cada vez mais preocupado com a saude e
efeitos deletérios de aditivos quimicos, as plantas e seus constituintes vem sendo objetos
de estudo pelas suas propriedades bioativas, funcionais e terapéuticas diretamente
associadas aos compostos fendlicos. Nesse sentido, extratos hidroetandlicos (80:20; v/v)
de espécies vegetais da flora europeia, nomeadamente Hippophae rhamnoides L. (folhas,
ramos e flores) e Rubus idaeus L. (folhas) foram avaliadas quanto ao perfil de compostos
fenolicos, sendo identificados acidos fenalicos, derivados do acido cafeico, elagitaninos,
flavonois e flavonas. O total de compostos fendlicos em cada amostra foi de 123 mg/g
para H. rhamnoides e de 100 mg/g para R. idaeus, de extrato seco (Martins 2022). Os
extratos de folhas de Rubus idaeus e extratos de folhas, ramos e flores de Hippophae
rhamnoides mostraram atividade antimicrobiana contra varios microrganismos de Gram-
positivo e de Gram-negativo associados a contaminacédo alimentar e de cosméticos,
pelo método da microdiluicdo (Martins et al. 2023). Os valores de CMI obtidos para
aditivos sintéticos, como o benzoato de sodio (E211) e metabissulfito de potassio (E224)
(Othman 2021), habitualmente utilizados como conservantes nas industrias alimenticia
e cosmeética, foram iguais ou superiores aos valores de CMI obtidos para os extratos
testados. Destaca-se inclusive a resposta observada para Listeria monocytogenes (ATCC
19111) e Staphylococcus aureus (ATCC 204305) (extratos: CMI = 0,6 mg/mL), que
mostrou ser bastante mais efetiva comparativamente aos aditivos artificiais (E211: CMI =
4,01,0 mg/mL; E224: CMI = 1,0-0,5 mg/mL). Por outro lado, os resultados da avaliagcdo

da toxicidade in vivo usando Artemia franciscana mostrou valores de LC50 > 400 mg/L,
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classificando estes extratos como de baixa toxicidade (Martins et al. 2023), o que de
outro modo poderia ser limitativo para a o seu uso. Assim, estes extratos podem ser
ingredientes promissores para aplicagdes industriais e em oportunidades de inovacao
devido a riqueza no contelido e na expressao de propriedades bioativas, nomeadamente
na aplicacao destes extratos como alternativas naturais aos conservantes sintéticos, com

aplicabilidade em produtos alimentares, bem como produtos cosméticos.

6 CONCLUSOES

Atualmente, o paradigma do ensino das ciéncias da vida deve contemplar
exemplos de aplicagdes praticas relevantes. O conhecimento de que os recursos naturais
fornecem um amplo campo quimico a ser explorado em compostos com bioatividade,
pode aumentar o interesse pela aprendizagem. A resisténcia bacteriana aos antibioticos
€ um problema de Saude Publica relevante a nivel global, pelo que urge a pesquisa de
alternativas. Nesse sentido, tém sido desenvolvidos trabalhos no ambito da pesquisa
de compostos com atividade antimicrobiana como alternativa as moléculas existentes.
As estratégias passam por pesquisas de compostos naturais presentes em plantas
com propriedades antimicrobianas reconhecidas. Os resultados globais demonstram o
papel dos fitoquimicos em co-terapias para promover uma maior eficacia no tratamento
e diminuir a resisténcia antimicrobiana aos antibioticos quer em células em estado
plancténico quer em biofilmes.

Neste artigo, foram abordados diferentes estudos, realizados com isolados
provenientes de diversas origens, que enfatizam o potencial dos compostos derivados de
plantas como fonte sustentavel de novos produtos antimicrobianos de amplo espectro.
Os extratos vegetais podem ter efeitos benéficos devido aos seus niveis de flavonoides,
carotendides, esterois e minerais. Geralmente, extratos de plantas com maior quantidade
e diversidade de compostos fendlicos podem ser importantes para conferir o tipo de
atividade biologica. Também a valorizacao de recursos naturais em potenciais aplicacdes
para as industrias alimenticia e cosmética foi exemplificada com extratos que podem ser
ingredientes promissores para aplicacdes industriais € em oportunidades de inovagao.

O recurso a exemplos de compostos bioativos de plantas, com as quais os
alunos estao familiarizados, com aplicacéo pratica na resolugcao de problemas, podem
servir como um forte estimulo ao conhecimento, contribuindo para alcangar o sucesso

da aprendizagem.
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