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Resumo:Objetivo: Avaliou-se a atividade antimicrobiana in vitro de extratos de barbatimao
(Stryphnodendron adstringens), aroeira (Myracrodruon urundeuva) e carqueja (Baccharis thimera) € os
Oleos da castanha de pequi (Caryocar brasiliensis), copaiba (Copaifera landesdorff) e alecrim-pimenta
(Lippia origanoides), frente a bactérias isoladas de ovelhas com mastite da regido Norte de Minas Gerais.
Metodologia: A atividade antimicrobiana dos 6leos e extratos frente a cepas de Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. foi determinada utilizando-se a técnica de macrodiluicao em caldo e de difusao em dis-
co. O efeito microbicida dos oleos e extratos que apresentaram atividade antimicrobiana nos testes anteriores
também foi determinado. Resultados: O 6leo essencial da copaiba, 6leo da castanha do pequi, extrato hidro-
alcoolico da casca da aroeira e decocto das folhas da carqueja, ndo se mostraram eficientes na inibi¢ao do
crescimento das bactérias utilizadas. O extrato de barbatimao apresentou atividade bacteriostatica frente a
bactérias isoladas de ovinos com mastite e efeito microbicida do dleo essencial de alecrim-pimenta apos 5
minutos de agdo. Conclusao: Stryphnodendron adstringens e Lippia origanoides apresentaram atividade
antimicrobiana sobre patogenos isolados de leite de ovinos com mastite. O 6leo de alecrim-pimenta ainda
apresentou efeito microbicida sobre as bactérias no tempo de cinco minutos, sendo promissor na utilizagao

como alternativa aos antibidticos comumente utilizados.
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Abstract:Objective: Evalution of in vitro antimicrobial activity of barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens), aroeira (Myracrodruon urundeuva) and carqueja (Baccharis thimera) extracts and oils
of pequi nut (Caryocar brasiliensis), copaiba (Copaifera landesdorff) and rosemary pepper (Lippia
origanoides), against bacteria isolated from sheep with mastitis from the Northern region of Minas Gerais
state. Methodology: The antimicrobial activity of oils and extracts against strains of Staphylococcus spp.
and Streptococcus spp. was determined using the broth macrodilution and disk diffusion technique. The
microbicidal effect of the oils and extracts that showed antimicrobial activity in the previous tests was also
determined. Results: The essential oil of copaiba, pequi nut oil, hydroalcoholic extract of the bark of the
aroeira and decoction of the leaves of carqueja, were not efficient in inhibiting the growth of the bacteria used.
The barbatimao extract presented bacteriostatic activity against bacteria isolated from sheep with mastitis
and microbicidal effect of rosemary essential oil after 5 minutes of action. Conclusion: Stryphnodendron
adstringens and Lippia origanoides presented antimicrobial activity on pathogens isolated from sheep
milk with mastitis. Lippia origanoides oil also had a microbicidal effect on the bacteria in five minutes,

promising in use as an alternative to the commonly used antibiotics.

Keywords: Mastitis ovine; Medicinal plants; Plant extracts; Essential oil; Herbal medicine.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais pelo ho-
mem para fins nutricionais e terapéuticos ¢ tdo an-
tiga quanto a sua historia. O conhecimento sobre o
potencial terapéutico dos vegetais tem despertado
interesse cientifico, buscando novos caminhos para
o controle de diversas doencas.

O uso indiscriminado de medicamentos em
medicina humana e veterindria, principalmente an-
tibidticos, tem proporcionado uma crescente resis-
téncia multipla de microrganismos a drogas, além
de gerar problemas de saude publica devido a resi-
duos destes produtos nos alimentos. Esta situacao
tem forcado o desenvolvimento de novas pesqui-
sas, sendo os extratos e 0leos vegetais promissores
quanto a a¢do antimicrobiana, entre outras.

Devido a sua atividade metabdlica secunda-
ria, os vegetais superiores sdo capazes de produzir
substancias antibioticas, utilizadas como mecanis-
mo de defesa contra microrganismos.' Os princi-
pais grupos de compostos com propriedades anti-
microbianas, extraidas de plantas incluem: terpe-
nodides e Oleos essenciais?; lectinas e polipeptidios?
e substancias fendlicas e polifendis, que sdo: fenois
simples, acidos fendlicos, quinonas®, flavonas, fla-
vonois e flavonoides,’ tanino® € cumarinas.”. Estes
agentes antimicrobianos isolados de plantas supe-
riores podem agir como reguladores do metabolis-
mo intermedidrio, ativando ou bloqueando reagdes
enzimaticas, afetando dirctamente sua sintese en-
zimatica, ou mesmo alterando estruturas de mem-
branas'. Entretanto, a grande maioria das plantas,
normalmente empregadas como fitoterapicos popu-
lares, ndo tiveram suas potencialidades terapéuticas
efetivamente comprovadas.

As plantas chamadas popularmente de car-
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queja (Baccharis trimera (Less.) DC.), barbatimao
(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), pe-
qui (Caryocar brasiliensis Camb.), aroeira (Myra-
crodruon urundeuva Fr. All), alecrim-pimenta
(Lippia origanoides Cham.) e copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) sao utilizadas na regido norte de
Minas Gerais para tratamentos de varias enfermida-
des incluindo as infecciosas. No entanto ha poucos
relatos na literatura sobre esses potenciais, sendo
assim necessaria a avalia¢ao de utilizacao dos mes-
mos para tratamento de enfermidades ocorrentes na
regido, como a mastite em ovinos. Assim, o obje-
tivou-se avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
de plantas medicinais do cerrado do norte de Minas
Gerias: alecrim-pimenta, barbatimao, aroeira, co-
paiba, carqueja e pequi, frente a bactérias isoladas

de leites do rebanho de ovinos com mastite.

METODOLOGIA

Plantas Medicinais

As plantas foram coletadas na éarea de re-
serva nativa do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais na cidade
de Montes Claros/MG (coordenadas 16°40°51,5”S
e 43°50°32,1”W, altitude de 640m), a excegao do
pequi e do barbatimio que foram provenientes do
assentamento agroextrativista Americana, no mu-
nicipio de Grao Mogol de acordo com sua distri-
bui¢do natural e disponibilidade local. O material
foi identificado segundo os padrdes da taxonomia
classica e comparagdo com exsicatas existentes em
herbarios da UFMG e consulta a especialistas. As 6
espécies vegetais utilizadas, sua familias, 6rgdo uti-

lizado e tipo de extragdo estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1 - Descri¢do com nome cientifico, familia, nome popular, 6rgao e tipo de extracio utilizado
das 6 espécies de plantas medicinais utilizadas.

Orgio utili-  Tipo de Extra-

Espécie vegetal Familia Nome popular Z7ado ¢io
Lippia origanoides Cham. Verbenaceae  Alecrim-pimenta Folhas Oleo essencial
Stryphnodendron adstringens ~ Mimosoideae Barbatimdo Casca do Extrato
(Mart.) Coville tronco
Mpyracrodruon urundeuva Fr. ~ Anacardiaceae Aroeira Casca do Extrato
All tronco
Copaifera langsdorffii Desf. Caesalpinia- Copaiba Folhas Oleo
ceae
Baccharis trimera (Less.) DC. Asteraceae Carqueja Folhas Extrato
Caryocar brasiliensis Camb.  Caryocaraceae Pequi Fruto Oleo da castanha

Preparo dos extratos e retirada dos odleos
vegetais

O extrato aquoso das folhas da carqueja foi
obtido, secando-a em estufa de circulagdo forcada,
durante 3 dias a 40°C. Apds a secagem, 15 gramas
foram trituradas e adicionadas em 1000 mL de agua
destilada, levando-se a coc¢ao em erlenmeyer co-
berto, em fogo brando, durante 15 minutos, sendo
considerada a solucdo mae. J4 para o preparo do
extrato bruto seco de barbatimdo e de aroeira, as
cascas do caule foram submetidas a secagem em
estufa de circulacao forcada a 45°C por periodo de
48h, logo foi moido em moinho tipo Wiley e sub-
metido a extragdo por maceracdo estatica usando
etanol P.A. como solvente (1:2 de casca para etanol
p/v respectivamente), em um periodo de oito dias.®
O extrato foi obtido da separacdo do solvente por
evaporacao em estufa de circulagao forgada a 45°C
até secar totalmente.’

O o6leo da castanha do pequi foi obtido abrin-
do-se os frutos, onde os carogos sem a polpa foram
secos ao sol. Apds este periodo, retirou-se as casta-
nhas, as quais foram secas em estufa de 40°C por 72
horas. O material obtido foi prensado em rosca sem
fim, obtendo-se o 6leo.

Os Oleos essenciais da copaiba e do alecrim

pimenta foram obtidos por meio da técnica de hi-

drodestilacdo de folhas frescas em aparelho Cle-
venger.'” O 6leo foi separado do hidrolato por par-
ticdo liquido-liquido, apos trés horas de extragdo,
retirado com micropipeta e acondicionado em fras-
cos ambar estéreis sob refrigeracdo (4 a 8°C) até o
momento do uso.

Para o o6leo de alecrim pimenta realizou-se
também a identificacdo quimica dos seus compo-
nentes conforme descrito por Queiroz et al.'' por
cromatografia gasosa em cromatofago com detec-
tor de ionizacdo de chama.

As diferentes concentragdes do extrato de
barbatimao, aroeira e carqueja foram obtidas di-
luindo-se 2, 4, 6 e 8 gramas do extrato bruto seco
em 20 mL de DMSO o que correspondeu a uma
concentragdo de 100 pg/mL de extrato; 200 pg/mL;
300 pg/mL e 400 pg/mL, respectivamente confor-
me descrito em Orlando.’

Para a obtencdo das concentragdes testes do
6leo essencial do alecrim-pimenta, copaiba e da
castanha do pequi, utilizou-se 600 pL do 6leo bru-
to diluidos em 1,5mL de DMSO e 3,5mL de 4gua
destilada estéril, obtendo-se a concentragdo de 150
ug/mL de 6leo. A partir desta solug@o, obtiveram-se
sequencialmente as concentra¢des de 75 uL/mL,
37,5 uL/mL e 18,75 pL/mL, conforme descrito em

Nascimento et al.?
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Amostras microbianas

Foram utilizadas cinco amostras de Sta-
phylococcus coagulase positivo, cinco de Staphylo-
coccus coagulase negativo, cinco de Streptococcus
esculina positivo e cinco de Streptococcus esculina
negativo, isoladas de leites de ovelhas com mastite
clinica e subclinica em rebanhos da regiao do Norte
de Minas Gerais identificados por Almeida et al."®
Tais cepas foram preservadas em freezer a -10°C
+5°C ¢ recuperadas em Agar Infuso Cérebro e Co-
racdo (Agar BHI Difco, Detroit, EUA) e incubadas

a 37°C, por 24 horas em trés repiques sucessivos.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro das

plantas medicinais

Realizou-se avaliacao de sensibilidade pelo
teste de difusdo em disco,' em que com auxilio de
pipeta de volume regulavel, um volume das con-
centracdes dos produtos em testes foram deposita-
dos sobre os discos estéreis de 6 mm de didmetro,
conforme descrito por Orlando’ e apds a secagem
dos discos em estufa de circulacao forcada a 40°C
por 30 minutos procedeu-se a realizacao dos testes.
Controles negativos foram realizados com utiliza-
¢ao de discos impregnados com DMSO e controles
positivos foram realizados com discos do antibio-
tico penicilina G 10U convencional. Este teste foi
realizado em triplicata. A leitura foi feita com medi-
¢ao dos halos de inibigdo em milimetros e o resulta-
do foi a média das medidas das triplicatas.

Para a Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) usou-se a técnica de macrodiluicdo descrita
em CLSIL.' Uma aliquota de 100uL da suspensdo
bacteriana padronizada em 0,5 da escala de Ma-
cFarland foi inoculada em cada tubo contendo as
diferentes concentragdes dos extratos e Oleos, pre-

paradas em caldo BHI. O valor de CIM considera-
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do foi a menor concentragao de extrato ou 6leo ca-
paz de inibir visualmente o crescimento bacteriano
apo6s incubacao a 37°C por 24 horas.

A CBM (Concentragdo Bactericida Mini-
ma) foi determinada pelo plaqueamento em Agar
Mueller Hinton (Acumedia, Michigan, USA) de
uma aliquota, obtida nos tubos das concentracdes
dos Oleos e extratos que ndo apresentaram turvacao
para a CIM. Assim, considerou-se a CBM a con-
centracdo inoculada em placa que ndo apresentou
crescimento bacteriano apos incubagao a 37°C por
24 horas. Todo o procedimento foi feito em tripli-
cata.

A partir dos resultados da CBM, foi avalia-
da a curva de sobrevivéncia das bactérias segundo
método recomendado por “European Standard EN
12761276 para avaliacao da atividade de anti-sép-
ticos 1> com variagdes descritas por Castro et al.'s A
atividade microbicida foi avaliada apos o tempo de
5 minutos de contato. As concentragdes obtidas na
CBM, determinada anteriormente foram inoculadas
em culturas teste na concentragdo de 10° UFC/mL,
e incubadas a temperatura de 37° C por 5 minutos.
Em seguida foram realizadas dilui¢cdes das cultu-
ras em solucao salina 0,85% em concentragdes que
variaram de 10! a 10°. Foram coletados 0,1 mL
de cada diluicdo e inoculados em placas conten-
do Agar PCA com posterior contagem de coldnias
para determinagdo das UFC/mL.

O efeito microbicida foi calculado pela sub-
tracdo no log do nimero de unidades formadoras de
colonias por ml apds a agdo dos produtos em teste
e log do ntimero de unidades formadoras de colonia
em controles feitos com amostras sem a presenga
dos extratos ou oOleos. Testes que alcangaram re-
dugdo maior ou igual a 5 log no nimero de colo-
nias apds 5 minutos de contato foram consideradas

como tendo atividade microbicida aceitavel.!
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Andlise Estatistica

Para avaliacdo da diferenca significativa
nas médias dos halos de inibi¢do para as diferen-
tes concentragdes dos oleos ¢ extratos, utilizou-se o

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Os extratos de carqueja e aroeira e os 6leos
das folhas de copaiba e de castanha de pequi nao
foram capazes de inibir o crescimento das bacté-
rias nas concentracdes utilizadas, nem pelo teste de
difusdo em disco, nem pelo teste de macrodilui¢ao
em caldo.

O ¢6leo de alecrim-pimenta proporcionou
efeito bacteriostatico e bactericida nas espécies
de Staphylococcus spp. e de Streptococcus spp. na
maior concentragao testada (150 pL/mL).

Formagdo de halo de inibigdo também foi
observada em todas as bactérias testadas na con-
centracdo de 150 pL/mL, através do teste de difu-
sao (Tabela 2). Observou-se efeito microbicida no
6leo essencial de alecrim-pimenta nessa concentra-
¢do, com reducdo de > 5 Log UFC apds cinco mi-

nutos de contato (Tabela 3).

A andlise de cromatografia gasosa apresen-
tou o timol como o principal composto (48,7%)
entre os componentes do 6leo essencial de alecrim-
-pimenta.

O extrato da casca do tronco do barbatimao
inibiu o crescimento dos Staphylococcus coagulase
positivo na concentracdo de 300 pg/mL e os Sta-
phylococcus coagulase negativos na concentragao
de 200 pg/mL. Os Streptococcus coagulase negati-
vos e coagulase positivos tiveram a inibi¢do do seu
crescimento apenas na maior concentracao utiliza-
da (400 pg/mL).

As médias dos halos de inibigdo de cresci-
mento das cepas pelo extrato de barbatimdo varia-
ram com as concentragdes de dleo e com as cepas
em estudo. Para Staphylococcus spp., a partir da
concentragdo de 100 pg/mL ndo houve diferen-
ca significativa em relacdo ao tamanho do halo de
inibi¢do formado (Tabela 4). Ja as cepas do género
Streptococcus apresentaram diferengas significati-
vas no didmetro dos halos apenas na maior concen-
tracdo utilizada.

As concentragdes utilizadas do extrato de
barbatimao, ndo proporcionaram efeito bactericida
em nenhuma das bactérias, ndo sendo, portanto re-

alizada a atividade microbicida.

Tabela 2 - Média de halos de inibi¢iao do 6leo de alecrim pimenta (Lippia origanoides) frente a bac-
térias provenientes de leite de ovelhas com mastite no norte de Minas Gerais.

Diluigoes Staphylococcus Staphylococcus Streptococcus  Streptococcus esculina
pL/mL coagulase + coagulase - esculina + -
150 5,3445,3 8,0°£5,5 15.24+6,0 9,84+7,8
75 0,08 0,08 0,28+0,32 0,08
37,5 0,08 0,08 0,08 0,08
18,75 0,0® 0,08 0,08 0,0®

*letras maiusculas codificam a analise estatistica em cada coluna. Valores seguidos pela mesma letra na coluna nio diferem entre

si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Tabela 3 - Efeito microbicida (ME) do dleo essencial de Lippia origanoides sobre bactérias isoladas
de leite provenientes de ovelhas com mastite no norte de Minas Gerais.

Amostras teste Log Nc¢* Log No** ME***
Staphylococcus coagulse positivo 6,8+0,04 1,5+0,12 5,3
Staphylococcus coagulase negativo 6,8+0,20 1,2+0,32 5,6
Streptococcus esculina positivo 6,4+0,56 1,4+0,54 5,0
Streptococcus esculina negativo 6.,3+0,56 1,3+0,72 5,0

*#*ME = LogNc** — Log No***, sendo Nc o nimero de UFC/mL da série controle e No o nimero de UFC/mL da série testada

para o anti-séptico.

Tabela 4 - Média de halos de inibicdo do extrato bruto seco de barbatiméo (Stryphnodendron ads-
tringens) frente a bactérias provenientes de leite de ovelhas com mastite no norte de Minas Gerais.

Diluicoes  Staphylococcus Staphylococcus Streptococcus .
pg/mL coagulase + coagulase - esculina + Streptococcus esculina
400 14,2445,3 12,6%+4,8 9,0°+4,4 4,62+2,5
300 12,64+3,8 12,04+4,2 3,84B+33 3,2442,.32
200 11,64+4,5 12,0445,1 1,88+1,4 0,8 4+1,28
100 8,47+4.8 10,44+4,7 1,28+1,4 0,04

*letras maiusculas codificam a analise estatistica em cada coluna. Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem entre

si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.

DISCUSSAO

Apesar de relatos na literatura indica-
rem evidente atividade antimicrobiana de aroeira
(Myracrodruon urundeuva), carqueja (Baccha-
ris thimera), 6leo da castanha de pequi (Caryo-
car brasiliensis) e copaiba (Copaifera landesdor-
[),17:18:192021 negte trabalho elas ndo obtiveram efei-
to sobre as bactérias avaliadas. A concentracao do
extrato, a qualidade do material coletado, época de
coleta, teor do principio ativo ou baixa sensibilida-
de dos microrganismos estudados aos 6leos e ex-
tratos podem ter gerado essa auséncia na atividade
antimicrobiana dos mesmos.

Dentre as seis espécies vegetais utilizadas,
o 6leo de alecrim-pimenta e o extrato de barbati-

mao foram as espécies capazes de inibir ou mesmo

impedir o crescimento de algumas ou em todas as
bactérias isoladas de leite de ovino utilizados.

O elevado teor de taninos foi atribuido por
Audi et. al*? como o composto que ocasionou o
efeito antimicrobiano do extrato da casca de bar-
batimado. Na medicina popular, ele ¢ usado no trata-
mento de ulceras, afec¢des vaginais e gonorreia, ja
que apresenta efeito cicatrizante, anti-inflamatorio,
hemostatico, anti-séptico, anti-diarreico e antiede-
matogénico.”® Trabalhos anteriores confirmam a
atividade antimicrobiana do barbatimdo a partir de
cascas e raizes®** propriedade observada neste tra-
balho.

Pinho et al.”, detectou atividade antimicro-
biana do extrato de barbatimdo contra S. aureus a
partir de suas folhas, demonstrando que outras par-
tes da planta podem apresentar agao antimicrobiana

sobre esse patdgeno.
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Gongalves e colaboradores* verificaram
atividade antimicrobiana de cascas de barbatimdo
em Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.
coagulase negativo e Streptococcus pyogenes pelo
teste de difusdo em disco, corroborando com os
resultados encontrados neste estudo. Costa et al.”’
também encontrou efeito inibitdrio de extrato de
barbatimao e do o6leo essencial de alecrim-pimenta
sobre S. aureus isolado de leite de vacas do rebanho
norte mineiro.

A capacidade do extrato de barbatimao ini-
bir o crescimento de bactérias do género Staphylo-
coccus € Streptococcus ¢ um importante fator, ja
que sao patogenos envolvidos em casos clinicos de
mastite em animais.*%

O efeito antisséptico de alecrim-pimenta na
presenca de leite bovino foi detectado por Almeida
e colaboradores® frente a S. aureus, Eschechia coli
e Salmonella Choleraesuis, evidenciando o seu po-
tencial de utilizagdo em cepas patogénicas oriundas
da producao leiteira.

Efeitos similares ao estudo foram encon-
trados por Souza et. al’!, avaliando a CIM e CBM
do oleo essencial de alecrim-pimenta sobre bacté-
rias patogénicas de origem avicola. As folhas de
alecrim-pimenta utilizadas por esses autores foram
coletadas no mesmo local das utilizadas neste tra-
balho, demonstrando a efetividade de acao do 6leo
obtido da mesma regido sobre patogenos oriundos
de diversas espécies animais.

As diferentes variagdes de concentragdes
inibitorias e bactericidas minimas obtidas por di-
versos autores para o 6leo de alecrim-pimenta de-
monstra que variagdes no processo de extracdo do
6leo, a sua composicao quimica, local de coleta,
cepa microbiana, entre outros fatores, interferem no
grau taxa de sua atividade, mas demonstra eficacia
mesmo em diferentes concentragdes.

A presenca de timol como composto majo-
ritario no alecrim-pimenta corroboram com outros

trabalhos publicados com estudos de plantas da

mesma area em estudo,'%-%3! indicando a simi-
laridade na produgdo de metabolitos pelas plantas
nesta area.

Conforme Burt,*? citado por Queiroz e cola-
boradores,!! 0 mecanismo de a¢do dos Oleos ainda
ndo se encontra totalmente detalhado, no entanto
percebe-se maior atividade dos o6leos essenciais
sobre patogenos de origem alimentar, aqueles que
apresentam elevadas quantidades de timol, eugenol
e carvacrol. Estes compostos poderiam ocasionar
deformagdes na estrutura fisica da célula microbia-
na pela modificagdo da permeabilidade da membra-

na plasmatica.

CONCLUSAO

O extrato bruto seco de Stryphnodendron
adstringens apresentou atividade bacteriostatica
sobre as bactérias patogénicas avaliadas. Ja o 6leo
essencial de Lippia origanoides apresentou ativida-
de bacteriostatica e bactericida sobre Staphylococ-
cus spp. € Streptococcus spp. isolados de leite de
ovinos com mastite na maior concentracao utiliza-
da de 150 uL/mL. O ¢6leo de alecrim-pimenta apre-
sentou efeito microbicida no tempo de cinco minu-
tos, demonstrando o potencial dessas plantas como
utilizagdo alternativa aos antibioticos. No entanto,
estudos sdao necessarios para viabilizar a utilizacao
destes extratos e 0leos em glandulas mamarias.

Os resultados obtidos com as demais es-
pécies vegetais indicam que outras concentracdes
devem ser testadas para avaliagdo do seu potencial

antimicrobiano.
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