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CAPITULO 1

PEREIRA, Andréia Vieira. Estudo da acdo dos extratos de Mimosa tenuiflora (Wild)
Poiret e Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke sobre cepas microbianas isoladas da
glandula mamaria de bubalinos. Patos, PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertagdo — Mestrado
em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-Arido).

RESUMO

A bubalinocultura tem sido penalizada com varias doengas, muitas delas semelhantes
aquelas que ocorrem em bovinos, como a mastite, geralmente de dificil resolu¢do levando 4
perdas econdmicas. Por outro lado, o uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo
espectro de acdo tem aumentado a resisténcia microbiana, tornando-se cada vez mais dificil o
seu tratamento. Novos meios alternativos t€ém sido buscados no tratamento das infec¢des
microbianas, neste contexto este trabalho objetivou avaliar uma nova alternativa de controle
da mastite em bubalinos com plantas do Semi-arido paraibano; Jurema preta (Mimosa
tenuiflora (Willd) Poiret) e jurema branca (Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke). Foram
usadas cascas de Jurema preta e branca coletadas em arvores da Universidade Federal de
Campina Grande/CSTR e rodovia que liga Patos a Campina Grande. A obtencdo do extrato
etanolico foi feita & quente por evaporagdo rotativa. Foram isolados e quantificados os taninos
da M. tenuiflora e P. stipulacea e realizado avaliacdo antimicrobiana destes sobre
Staphylococcus aureus. A curva bacteriana frente aos extratos foi avaliada pelo método de
Peyret. Foram realizados ensaios farmacoldgicos agudos (DLsp) e de sensibilidade cutanea
com extratos etandlicos para avaliar seus possiveis efeitos toxicos. A atividade antimicrobiana
“in vitro” foi realizada com amostras de S. aureus e Staphylococcus ssp. coletadas de leite de
bufalas e vacas com mastite clinica e subclinica. Os ensaios foram realizados em duplicatas e
o resultado final foi determinado pela média aritmética dos halos de inibicdo. Para a
determina¢do da atividade antimicrobiana “in vivo”, foi avaliado o tratamento de quartos
mamadrios provenientes de animais em diferentes estdgios de lactacdo, com mamite detectada
por meio de métodos diretos de contagem de células. O tratamento foi instituido por 5 dias,
com administragdo por via intramamaria do extrato e antibidtico sintético. As amostras de
leite dos animais em tratamento foram coletadas nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5 apds o inicio do
tratamento, acompanhados da realizacio de CMT, cultura isolamento e identificacdo dos
microorganismos conforme citado anteriormente, assim como contagem do numero de
coldnias identificadas.

Palavras-chave: Fitoterapia, plantas nativas, mastite, bubalinocultura.
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PEREIRA, Andréia Vieira. Study of the action of extracts of Mimosa tenuiflora (Wild)
Poiret and Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke on microbial strains isolated from the
mammary glands of buffaloes. Patos, PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertation — Magister
Science in Animal Science — Agroforestry Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The buffaloes livestock has been penalized with various diseases, many of them similar to
those found in cattle, such as mastitis, usually difficult to resolve leading to economic losses.
Moreover, the indiscriminate use of broad-spectrum antimicrobial action has increased
microbial resistance, making it increasingly difficult to treat. New alternative means have
been sought in the treatment of microbial infections, in this context, this study aimed to
evaluate a new alternative for control of mastitis in buffaloes with plants of the semi-arid in
Paraiba state; Jurema preta (Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret) and Jurema branca (Piptadenia
stipulacea (Benth.) Ducke. We used shells of Jurema preta and Jurema branca collected of
trees from farms in the de Campina Grande Federal University and Patos highway that
connects to Campina Grande. Getting the ethanol extract was made with cold rotary
evaporation. Were isolated and quantified the tannins M. tenuiflora and P. stipulacea and
antimicrobial evaluation performed on these Staphylococcus aureus. The curved front of the
bacterial extracts was assayed by Peyret method. Pharmacological tests were conducted acute
(DL50) and skin sensitivity to ethanol extracts to evaluate their possible toxic effects. The
antimicrobial activity was performed in vitro with strains of S. aureus and Staphylococcus
spp. collected milk from buffaloes and cows with clinical and subclinical mastitis. The tests
were performed in duplicates and the final result will be determined by the arithmetic mean of
the inhibition halos. For the determination of antimicrobial activity in vivo, will be assessed
the treatment of mammary glands from animals at different stages of lactation with mastitis
detected by the CMT. The treatment was instituted for 5 days with administration
intramammary of formulated product. Samples of milk from treated animals were collected
on days 0, 1, 2, 3, 4, 5 after initiation of treatment, accompanied by the performance of CMT,
culture, isolation and identification of microorganisms as previously mentioned, as well as
counting the number colonies identified.

Keywords: Phytotherapy, native plants, mastitis, buffaloes livestock.
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1 INTRODUCAO

A mastite é a principal afeccdo da glandula mamadria, causando grandes perdas na
producdo de leite de bufalas (SINGH & SINGH, 1994). Na producido e industrializa¢do do
leite, a mastite € um dos fatores que mais reduz a qualidade e a quantidade do produto,
afetando acentuadamente a producdo leiteira mundial, pela reducdo na capacidade produtora
dos rebanhos infectados (SILVA, 1999a) pela queda na qualidade do produto final com
diminui¢do no rendimento industrial para fabricacdo de derivados e pelas alteracdes na

composi¢do do leite mamitico.

Esta doenca pode se apresentar, na dependéncia da intensidade da resposta
inflamatoria, em mastites clinicas ou ambientais e em subclinicas ou contagiosas com uma
prevaléncia de 17,5% para mastite clinica e de 24,4% para mastite subclinica na espécie
bubalina (SINGH & SINGH, 1994). Independentemente da forma de apresentacdo, a etiologia
bacteriana assume um lugar de destaque na epidemiologia do processo infeccioso. Acometem
o maior nimero de matrizes produtivas, principalmente aquelas onde o agente etiologico € o
Staphyococcus aureus, as quais se apresentam na forma subclinica cronica, a mais contagiosa
e que ndo sdo facilmente controladas por antimicrobianos (GONCALVES, 2006). Outros
microrganismos podem também estar envolvidos neste processo infeccioso, possivelmente os

fungos e leveduras, as algas e mais raramente, os virus (LANGONI, 1999).

Os S. aureus ao penetrarem, no interior da glandula mamaria burlam as defesas
celulares, sdao fagocitados por neutréfilos, permanecendo vidveis no interior destes e ao
destrui-los, iniciam novas infeccdes (GONCALVES, 2006). Possuem grande poder invasor
dos tecidos com capacidade de encistamento, formando focos encapsulados profundos e de
dificil acesso a antibidticos que ndo possuam boa dispersdo, o que favorece o

desenvolvimento de processos cronicos e subclinicos (FERNANDES, 2006).

O tratamento prolongado com antibidticos elimina as bactérias, permanecendo a
infeccdo por leveduras, muito mais resistentes a estes farmacos, associando a fatores como
doencas cronicas, imunodebilitantes, metabdlicas, presenca prévia de infec¢des por virus ou
bactérias, alimentos ricos em glicose e maltose, deficiéncias vitaminicas, senilidade e stress,
causando um desequilibrio bactéria/fungo que favorece o desenvolvimento e a multiplicacao
sem controle do microrganismo, tornando-o um agente infeccioso (JUNGERMAN E
SCHWARTZMAN, 1972; FEO, 1973; CRUZ, 1985). O uso indiscriminado de medicamentos

sem a realizacdo de testes preliminares de sensibilidade “in vitro” pode na maioria das vezes
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resultar em tratamentos inadequados e ocasionar agravamento do processo, determinando o

desenvolvimento de resisténcia microbiana (CULLOR, 1993).

O uso inadequado de antimicrobianos provocou, a partir da década de 70, um processo
de aceleracdo do aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos,
especialmente nos ambientes hospitalares causando sérios problemas de resisténcia dos
microrganismos (WAGENLEHNER & NABER, 2006). No entanto insucesso do tratamento
também pode relacionar-se a capacidade de sobrevivéncia intracelular de algumas bactérias e
também a alteracdes anatomopatoldgicas induzidas por certas infecgdes impedindo o acesso

do medicamento no foco (BARRAGY, 1994).

Além dos os altos custos com o tratamento hda uma preocupacido crescente com a
presenca de residuos de antibidticos no leite, gerando uma busca por métodos alternativos
vidveis para a abordagem cléssica dos antibidticos, através do estabelecimento de uma nova
politica de exploragdo das plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos focada na geragao
local de renda e exploracdo sustentdvel da biodiversidade que resultariam numa consideravel

economia de recursos publicos e possivel geragao de divisas (BORN, 2000).

O uso de plantas medicinais com fins terapéuticos remonta ao inicio da civilizacdo,
confundindo-se com nossa histéria, desde 0 momento em que o homem despertou para as
suas necessidades, comecou um longo percurso de manuseio, adaptacdo e modificacdo dos
recursos naturais para o proprio beneficio (NOVAIS et al., 2003). A diversidade molecular
dos produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese quimica o que
constituem os vegetais como uma excelente fonte de busca de novas drogas antimicrobianas
(NOVAIS et al., 2003). O que proporcionou avangos na drea cientifica, permitindo o
desenvolvimento de fitoterdpicos mais seguros e eficazes, assim como de uma forte tendéncia
de procura, pela populacdo, por terapias menos agressivas, especialmente quando destinadas

ao atendimento primdrio a saide (YUNES; PEDROSA; CECHINELI FILHO, 2001).

Metodologicamente os estudos sobre as propriedades curativas de plantas medicinais
sdo particularmente complexos, uma vez que algumas plantas com atividades terapéuticas
reconhecidas cientificamente, ndo apresentam a mesma atividade em qualquer das fracdes de
seus extratos. Isto provavelmente ocorre devido a complexa rede de sinergismos entre as
diversas substancias que compde a planta em si que conferem o determinado poder curativo

(VASCONCELOS et al., 2002).
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Diante da necessidade de se encontrar novas alternativas, que sejam capazes de
controlar a acdo de microorganismos, buscou-se realizar um trabalho que viabilize um maior
conhecimento do potencial das espécies existentes na regido, e que, principalmente, nos
permita contribuir para identificacdo e isolamento de novas substancias com atividades
bioldgicas definidas. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais de Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret e Piptadenia
stipulacea (Benth) Ducke in vitro e in vivo em animais positivos para mastite clinica e

subclinica.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracoes gerais sobre Biifalas

O Brasil é uma demonstracdo da adaptabilidade do bufalo a condi¢des de manejo e
ambiente totalmente diferente (ZAVA, 1984). Dos bubalinos introduzidos no Brasil, quatro
racas sao reconhecidas oficialmente pela Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos:
Carabao, Jafarabadi, Mediterranea e Murrah. Sendo a primeira introducdo de bufalos no
Brasil em 1890 pelo Dr. Vicente Chermont de Miranda, que consistiu na compra de bufalos
Carabao ou Rosilhos para Ilha de Marajd, raca que apresenta aptidao para produgdo de carne e
tracdo e as demais para carne e leite (NASCIMENTO & CARVALHO, 1993). Em 1895,
também fizeram uma importacio de bufalos italianos (ROSA, et. al., 2007). Segundo Silva et
al. (2003) e Mariante et al. (2003), o rebanho bubalino nacional € representado por cerca de
3,5 milhdes de cabecas, concentrando-se no Pard ao redor de um milhdo e meio de animais.
Dados mais atualizados da ANUALPEC (2005), indicam que o rebanho bubalino no Brasil
cresceu de 1 milhdo em 1996, para 1,169 milhdes de cabecas em 2005. De acordo com dados
publicados em 2009 pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2009) o Brasil apresenta um
efetivo de 160 milhdes cabecas de buifalos. No nordeste brasileiro a bubalinocultura iniciou no
final dos anos 50 na regido da baixada maranhense, com um rebanho de 77.000 cabecgas,
sendo o maior rebanho da regido Nordeste (IBGE, 2009). Ainda, segundo dados do IBGE,
61% desses animais estdo concentrados na regiao Norte, 12% no Sul; 11% no Nordeste; 10 %

no Sudeste e 6% no Centro-Oeste (GONCALVES, 2009).

A principal fun¢do do bufalo, nos paises ou regides onde é explorado, consiste na
producdo de leite, ndo apenas devido a sua superioridade revelada na produgdo quantitativa,
como principalmente, pelo elevado teor de matéria gorda que caracteriza o leite bubalino; isto
provavelmente pela caracteristica propria da espécie que tem a capacidade de transformar
alimentos grosseiros, inferiores e do mais insignificante valor nutritivo em leite saboroso, rico
em gordura destinado tanto ao consumo in natura, como preparo de queijos, manteiga e
outros derivados (FONSECA, 1987). No entanto, o diagnéstico da mastite bubalina ainda nao
estd totalmente esclarecido, apesar da utilizacdo de técnicas ja padronizadas recomendadas
para bovinos, como por exemplo, o California Mastite Teste e o Whiteside (OLIVEIRA,
2003).
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Segundo Zava (1987) o leite de bifala é muito popular e valorizado em lugares onde a
dieta € deficiente em proteina, contendo 30% a mais de proteina que o leite bovino, além de
apresentar niveis de colesterol mais baixos. Mais eficiente na conversao de fibras que os
bovinos, os bufalos necessitam de 10.000 Kcal para produzir um quilo de leite contra as
15.000 Kcal do bovino (VALE, 1994). Fatores relacionados a injiria da teta, defeitos no
esfincter, permanéncia do patégeno e estado imune dos diferentes quartos, tanto em bovinos
quanto bubalinos, representam um importante papel no desenvolvimento da mastite
subclinica. A susceptibilidade de mastite subclinica em bufalas € muito reduzida quando

comparada a vaca, possivelmente pela espessura da camada do epitélio e queratina, além de

uma melhor organizacio da musculatura do esfincter do teto (SAINI et al., 1994).

2.1.1 Bufalas da raca Murrah

Sao robustas, tem tbere bem desenvolvido, com veias bem marcadas e quartos bem
enquadrados. Os mamilos sdo de facil manipulagdo e tracdo. A descida do leite é rdpida. Tudo
isto faz com que sejam excelentes leiteiras. Com boa alimentacdo produz mais leite, com um
teor de gordura maior que as outras racas (ROSA et. al., 2007). Sua producgdo de leite por
lactacdo oscila entre 1.500 a 4.000litros, numa média de 300 dias. A producdo pode aumentar

até a quarta lactacdo e depois declina muito lentamente.

Figura 1 Bifalas da raca Murrah. Fonte: PEREIRA A.V., Alagoas/AL 2008.
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Quanto ao manejo, os bufalos precisam mergulhar na d4gua e/ou na lama para resfriar o
corpo, hidratar a pele e proteger-se dos ectoparasitas e dos raios de sol (ZAVA, 1984). Apesar
da natureza semi-aqudtica, podem viver em qualquer lugar, sempre que disponham de dgua

potavel e sombra para proteger-se do sol.

Figura 2 Bufalas da raca Murrah. Fonte: PEREIRA A.V., Alagoas/AL- 2008.

2.2 Consideracoes gerais sobre mastite

A mastite € uma doenca que acomete principalmente matrizes em lactacdo e destas
principalmente as de ragas leiteiras (FERNANDES, 2006). E uma enfermidade
plurietiolégica e multifatorial que acomete a maior parte do rebanho leiteiro e causa

problemas em toda cadeia produtiva, inclusive ao consumidor que poderd ter um produto final

de qualidade inferior (COSTA, 2005).

De prevaléncia varidvel no Brasil, freqiientemente ocorre durante no periodo seco ou
no inicio da lactacdo, podendo ser causada por agentes fisicos ou quimicos, mas na maioria
dos casos, a inflamacdo € resultado de uma infeccdao por agentes bacterianos, sendo estes
responsaveis por 90% dos casos (DUVAL, 1997; LADEIRA, 2001). Dependendo do agente
etiologico sdo rapidamente curdveis, enquanto outras permanecem durante toda vida

produtiva do animal.
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Figura 3 Bufalas da raca Murrah com tetos Figura 4 Bufalas da raga Murrah com
saudaveis. Fonte: PEREIRA AV, mastite clinica. Fonte: PEREIRA A.V.,
Alagoas/AL- 2008. Alagoas/AL- 2008.

Caracteriza-se por alterar o tecido glandular, causando distirbios funcionais no quarto
mamdrio afetado. Tais distirbios resultardo em uma diminuicdo da produgdo de leite e
alteracdes em suas caracteristicas fisico-quimicas, bacterioldgicas e sensoriais (GERMANO,
2001), por causar lesdes nas células secretoras que se tornam menos eficientes, reduzindo
assim a producdo. Causando uma alteracdo no metabolismo celular também, prejudicando a

sintese dos componentes do leite (CERON-MUNOZ et al., 2002).

H4 aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos e da rota paracelular de secrecao
dos constituintes do sangue no leite (MOUSSAOQOUI et al., 2002; SILVA, 1999a). Neste
processo inflamatério ocorre uma elevacdo no nimero de células somadticas (leucocitdrias e
epiteliais), da carga microbiana, reducdo nos teores de gordura, proteina e lactose, aumento
das fragcdes do soro sangiiineo no leite, desequilibrio salino, aumento no pH e diminui¢do da
estabilidade das proteinas do leite fato que compromete a qualidade final do produto (SILVA,
1999b; BUENO et al., 2005).

Na dependéncia da intensidade da resposta inflamatoéria a mastite poderd apresentar-se
de forma clinica diagnosticada por alteracdes no ubere decorrentes da inflamacdo e por
modificagdes da secrecdo lactea com presenca de grumos, pus ou sangue e da forma
subclinica que € diagnosticada por testes baseados no conteido celular do leite
(MENDONCA et al., 1999; LADEIRA, 2001). A forma subclinica é considerada a mais
prejudicial pela falta de sintomas ou sinais, fato que determina perdas econdmicas maiores,

devido a freqiiéncia da persisténcia do processo (REIS et al., 2003).
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Por esta razdo, a mastite bovina e bubalina continua sendo fator limitante da producao
leiteira em muitas propriedades no Brasil, representando também um sério problema
tecnoldgico para as industrias beneficiadoras por o leite mastitico possuiu um ndmero
aumentado de células somadticas, diminui¢do no teor de caseina e aumento nas proteinas do
soro, dentre outras anormalidades. As alteragcdes na composi¢cdo sao responsdveis por
diminui¢ao no rendimento industrial, baixa qualidade dos fermentados e diminui¢ao na vida

de prateleira dos derivados lacteos (PRESTES et al., 2003).

A cultura da secrecao do ubere, entretanto, é considerada o método mais seguro para
identificar a causa da infec¢io mamdria. As bactérias patog€nicas isoladas com maior
freqii€ncia sdo o Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Bacillus spp., Corynebacterium
spp., Escherichia coli, Streptococcus spp. e Pseudomonas spp. (SAINI et al., 1994;
NAIKNAWARE et al., 1998).

Na forma subclinica a principal bactéria encontrada € o Staphylococcus aureus
formando focos encapsulados de por¢des altas no ubere, o que dificulta a cura bacteriolégica
durante a lactacdo, pois os antibidticos usados nesta fase atuam por pouco tempo, devido ao
periodo de retirada no leite geralmente entre 10 e 12 horas, ndo permanecendo em niveis
terapéuticos suficientes para determinar a eliminacdo completa da bactéria encistada

(LISBOA & PIANTA, 1994; FIGUEIREDO, 1995).

A presenca de fungos causadores de mastite como unico agente ou associado a
bactérias tem tido grande importincia atualmente, ndo apenas como causa de grandes
prejuizos econdmicos, mas também por tornar o leite impréprio para o consumo humano. Em
150 amostras obtidas de animais com mastite clinica e subclinica, 74 (49,33%) foram
positivas ao CMT, com 6,8% do total das amostras positiva para fungos; destas 5,4% foram

Candida albicans e 2,27% Aspergillus spp. MAHAPATRA, et al., 1996).

Segundo Oliveira (2003) devido as bufalas terem como ambiente preferencial terrenos
alagadicos e lama, este fato contribui para o surgimento de mastites subclinicas. A
sensibilidade dos testes indiretos na deteccdo da mastite subclinica em biifalos foi pesquisada
por (TIHARE et al., 1999). Alguns autores consideraram que durante a aplicacdo dos varios
testes indiretos realizados em bufalas com mastite houve muita variacdo em relacdo a
sensibilidade destes e consideraram como uma explicacdo plausivel o fato da associacdo de
bactérias a outros microrganismos podendo influenciar e alterar os resultados (OLIVEIRA,

2007b).
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Este processo de inflamacdo da mama representa sério problema para a inddstria
leiteira, influenciando de forma decisiva no lucro das propriedades leiteiras. As perdas
econdmicas devido a mastite bubalina sdo grandes e usualmente ocorrem na forma de redugdo
na producgdo, custos devido ao leite descartado, gastos com tratamentos e honordrios

veterinarios (OLIVEIRA, 2003a).

2.3 Consideracoes gerais sobre Staphylococcus

Bactéria em forma de cocos agrupadas em cachos, descrita por Ogston em 1880,
denominada Staphylococcus, do grego Staphyle — cachos de uva — e coccus — graos em 1882,
relacionada a vdrias patologias humanas (BAIRD-PARKER, 1990). Morfologicamente,
caracterizam-se como cocos Gram positivos, imdveis, apresentam metabolismo respiratdrio e
fermentativo, atuam sobre carboidratos com produgdo de acidos sdo aerdbias e anaerdbias
facultativas. Podem crescer entre 7 a 48°C com temperatura 6tima entre 35 a 40°C (KLOSS &

LAMBE JR., 1991).

Pertencente a familia Micrococcaceae, o
Staphylococcus apresenta didmetro médio entre 0,5 e
1,5 micromeros, sdo capazes de produzir um grande
nimero de doencas, que variam desde lesdes
superficiais até severas infeccdes sistémicas, no
homem e em outros animais (HARVEY &

GILMOUR, 1988; TORTORA et al., 2003).

Figura 5 Staphylococcus aureus. Fonte: MEDEIROS E.S., UFRPE/LDIC- 2008.

O género Staphylococcus foi separado em dois grandes grupos (coagulase positivo e
coagulase negativo) com base na sua capacidade de coagular o plasma sangiiineo pela
producdo estafilocoagulase. Loeb (1903) foi o primeiro a demonstrar a capacidade do
Staphylococcus spp em coagular o plasma, utilizando o plasma de ganso (FOSTER et al.,

1997).

Os Staphylococcus spp sao os agentes etioldégicos mais isolados em mastites
(RABELLO, 2003). Os Staphylococcus crescem comparativamente bem sob condicdes de alta

pressdo osmética e pouca umidade, o que explica parcialmente seu crescimento e
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sobrevivéncia em secre¢des, alimentos que contenham pouca umidade (TORTORA et al,
2003). As espécies do género Staphylococcus sao habitualmente comensais da pele e das
mucosas do homem e de outros animais, no entanto suas caracteristicas podem auxiliar a
explicar as propriedades e as razdes de sua patogenicidade, que pode se apresentar de vérias

formas.

A espécie mais importante do género € Staphylococcus aureus, assim denominado em
decorréncia da pigmentacdo amarela de suas colOnias, onde aureus significa dourado. Seus
representantes além das caracteristicas comuns ao género sdo anaerdbios facultativos, porem
se desenvolvem de maneira mais satisfatéria aerobicamente (TORTORA et al., 2003). O
Staphylococcus aureus possul as seguintes caracteristicas: sdo cocos Gram positivos,
coagulase positivos, B-hemoliticos, maltose e manitol positivos e formadores de coldnias
pigmentadas (JAY, 1994). Sua importancia epidemioldgica para o homem, estd na
capacidade que vdrias estirpes tém de produzir nos alimentos contaminados, toxinas
causadoras de gastroentrites, destacando-se como o microrganismo de grande importancia na
incidéncia de mastite infecciosa nos rebanhos leiteiros mundiais, e em funcdo de sua elevada

resisténcia aos antibidticos, seu tratamento torna-se dificil (ZECCONI & HAHN, 2000).

Estas possuem elevada resisténcia térmica, portanto, ndo sao inativadas pelos métodos
térmicos tradicionais de tratamento do leite, como a pasteurizacio (FAGUNDES &
OLIVEIRA, 2004). Caracteriza-se por uma variedade de fatores patogénicos que podem levar
a danos nos tecidos da glandula, ao escape dos mecanismos de defesa e a neutralizacio
natural ou adquirida de antibidticos. O S. aureus junto com o Streptococcus uberis foram
identificados como os principais agentes causadores de mastites em 40 propriedades leiteiras
organicas na regido de Vermont/EUA (BARLOW, 2001). Em um estudo realizado por Costa
et al. (2000) nas sete principais bacias leiteiras do Estado de Sao Paulo o género
Corynebacterium foi o de maior prevaléncia na etiologia da mastite bovina, seguido do
género Staphylococcus, sendo que os Staphylococcus coagulase- positivos predominavam
com uma porcentagem de 65,5%. O S. aureus é capaz de causar infec¢Oes de longa duracgdo,
com tendéncia a se tornarem cronicas, com baixa taxa de cura e grande perda na producgao de

leite (SABOUR et al., 2004).

De acordo Zecconi & Piccinini (2003) a presenca do plasmideo 2027-bp foi associada
com a reducdo da resposta neutrofilica e aumentou a resisténcia frente a antimicrobianos B-
lactamicos, portanto, cepas que carreiam este plasmideo apresentam alta probabilidade de

invadir e colonizar a glandula mamadria, sobreviver a terapia antimicrobiana e tornar-se



27

indetectavel. A multiresisténcia em S. aureus resulta da presenca de plasmideos, geralmente
em multiplas cépias, o que garante ndo somente a sua distribui¢do na divisdo celular, mas
principalmente permitem a transferéncia em freqiiéncia mais elevada Freitas (2003) sem
causar na maioria das vezes um custo bioldgico para a célula bacteriana. Embora em amostras
bovinas a resisténcia multipla ndo seja muito freqiiente, o envolvimento de plasmideos de

resisténcia a antibiodticos e ions metalicos, tem sido demonstrado (PEREIRA, 1995).

Virios fatores podem interferir na cura bacteriolégica quando se utiliza a terapia com
antibidticos, seja devido ao estdgio da ocorréncia da infec¢do ou a presenca de bactérias em

abscessos, além da incapacidade de defesa das células (DINIZ et al., 1998).
2.4 Consideracoes gerais sobre Jurema Preta Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret.

A Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret é uma Leguminosae, subfamilia Mimosoideae,
facilmente encontrada na caatinga, espécie tipica das dreas semi-dridas do Brasil (Cronquist,
1981) resistente a seca, com grande capacidade de rebrota durante todo o ano. E uma planta
tipica das regides semi-dridas dos Estados do nordeste do Brasil (Piaui até a Bahia) Lima,
1996; Maia (2004) pelos animais criados na Caatinga pela sua abundancia e palatabilidade

(BRAID, 1993; SILVA et al., 1999c).

De porte arbustivo, com altura de 5 a 7 m, formando hastes de mais de 1,5 m de altura,
com aculeos esparsos, eretos € bem agudos (BEZERRA, 2008). Possui caule ereto ou
levemente inclinado, com ramificacdo abundante, desprendendo-se em por¢des delgadas
escamiformes e ramos castanho-avermelhados, esparsamente aculeados. Apresenta casca

rugosa, fendida longitudinalmente, pouco fibrosa (OLIVEIRA et al., 1999).

Figura 6 Mimosa tenuiflora. Fonte: PEREIRA A.V., UFCG/CSTR- 2008.
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Encontrada preferencialmente em formacdes secunddrias de varzeas com bom teor de
umidade, de solos profundos, alcalinos e de boa fertilidade, com crescimento lento. Suas
raizes t€ém uma alta capacidade de penetragdo nos terrenos compactos, sendo considerada uma
planta com grande potencial como planta regeneradora de terrenos erodidos, é uma espécie
indicadora de uma sucessdo secunddria progressiva ou de recuperacdo e sua tendéncia ao

longo do processo € de redugdo da densidade (BEZERRA, 2008).

No nordeste a jurema preta tem sido explorada para producdo de estacas e lenha por
apresentar alta densidade bésica (O,77g/cm3) (ARAUJO et al., 2004), além de que, 0s
caprinos, ovinos e bovinos t€ém nessa planta, verde ou fenada, um importante componente de
suas dietas, especialmente pastejando as rebrotas mais jovens no inicio das chuvas, bem como
as folhas e vagens secas durante o periodo de estiagem. Diante da grande quantidade de
jurema preta encontrada no semi-drido e da sua importancia como forrageira, a jurema preta
também faz parte do grupo de plantas téxicas. Na literatura encontra-se relatos de que
ingestdo de jurema preta durante a gestacdo em bovinos, caprinos € ovinos, provocam defeitos

congénitos Riet-Corréa et al. (2006).

Silva et al. (1998) relatarem casos de ma formacdo fetal quando fémeas prenhes
ingerem a planta, ndo se sabe o principio ativo da planta e ndo se tem relatos de intoxicac¢des
em machos. Em estudos realizados por Riet-Corréa et al. (2006) observaram que maioria das
malformacdes € causada pela ingestdo desta planta, onde seu mecanismo de a¢do ainda ndo €
conhecido, ndo havendo tratamento especifico, onde a Unica forma de evitar que ocorra a
ingestdo da planta é impedindo o acesso dos ovinos e caprinos a dreas com jurema,
principalmente, fémeas, nos primeiros 60 dias de gestacdo, no entanto ndo descarta que outras
podem ser as causas de malformagdes congénitas. Em identificacdo e andlises quantitativas de
substancias antinutricionais (taninos e saponinas) na Jurema Preta, obtiveram 3,3% de tanino
na forragem verde e 9,5% na matéria seca, identificando diferentes tipos de
taninos:pirocatéquicos, € taninos que apresentam em sua estrutura dcido galico, ndo sendo
observada a presenca de saponinas por nenhuma das metodologias adotadas (PEREIRA
FILHO, et al., 2005). No entanto Paes et al. (2006) avaliaram o potencial tanifero da casca do
caule de seis espécies florestais encontradas no semi-arido brasileiro, dentre elas a jurema
preta com um percentual de 17,74% de taninos totais, sendo assim considerada um potencial
como produtoras de taninos. De acordo com Simdes (2003) a atividade antimicrobiana
apresentada por algumas plantas estd diretamente relacionada a presencga deste metabolito nas

mesmas, possuindo também cardter bactericida.
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2.5 Consideracoes gerais sobre Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke

A jurema branca é uma planta da familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae
conhecida vulgarmente no nordeste do Brasil como carcard, cassaco, jurema e rasga-beico.
Ocorre na caatinga, do Piaui até a Bahia, do tipo “arborea densa” até a “arbustiva rala”, ¢ uma
planta pioneira que facilmente ocupa capoeiras e beiras de estrada, é tolerante a elevados

niveis de perturbagdo da vegetacdo (SAMPAIO et al., 1998).

2

E uma 4rvore pequena com cerca de 2-4m de altura, com casca castanho-claro,
fortemente armada por acileos vigorosos, com capacidade de fixar nitrogénio no solo através
de simbiose com bactérias na sua raiz (BEZERRA, 2008). E uma planta caducifélia, contém
2-12 sementes pequenas, ovais de cor marrom por vagem a sua madeira € de cor clara e sua
floracdo ocorre na estacdo chuvosa, mas pode também ser encontrada na estacio seca, seguida

pela frutificacdo que se estende até a estacdo seca (MAIA, 2004).

Figura 7- Piptadenia stipulacea Fonte: Bezerra D. A. C., Rodovia Patos — Campina
Grande/PB-2008.

As flores em espigas possuem de 4-8cm de comprimento, de cor alva, na extremidade
dos ramos onde se encontram até trés espigas por axila de folha. Seu fruto € do tipo vagem de
cor castanho-pdlido, com 8-12cm de comprimento, com superficie ondulada nas areas onde
ficam as sementes (MAIA, 2004). A Piptadenia stipulacea € muito usada na medicina
popular nos processos inflamatérios e estudos cientificos confirmam sua atividade

antibacteriana e antifiingica (CHIAPPETA, 1984).
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2.6 Consideracoes gerais sobre Taninos

Os taninos sdo fen6is comuns em plantas, considerados atéxicos em quantidades e condig¢des
normais, com exce¢ao dos fendis poliméricos, taninos que possuem a habilidade de

complexar e precipitar proteinas de solu¢gdes aquosas (SALUNKHE et al., 1990).

Ocorrem na maioria das plantas superiores, em
diferentes quantidades, geralmente sdo obtidos da
madeira e/ou casca de muitas folhosas e da casca de
algumas coniferas (GONCALVES, 2001). Sao
amplamente distribuidos dentro do reino vegetal, sendo
comuns tanto em espécies gimnospermas como
angiospermas. Dentro das angiospermas, os taninos sao
mais comuns nas dicotiledoneas do que nas

monocotiledOneas.

Figura 8 Taninos isolados de M. tenuiflora. Fonte: PEREIRA A.V., UFCG/CSTR- 2009.

Ocorrem na maioria das plantas superiores, em diferentes quantidades, geralmente sdo
obtidos da madeira e/ou casca de muitas folhosas e da casca de algumas coniferas
(GONCALVES, 2001). Sao amplamente distribuidos dentro do reino vegetal, sendo comuns
tanto em espécies gimnospermas como angiospermas. Dentro das angiospermas, os taninos
sd0 mais comuns nas dicotileddneas do que nas monocotiledoneas. Algumas familias de
dicotiledoneas ricas em taninos sdo as leguminosae, anacardiaceas, combretaceas,

rhizoporaceae, mirtacea, polinaceae (VALENTIM, 2006).

Entre as familias que apresentam tanino estdo as leguminosas, anacardidceas,
mirtdceas e rubidceas. Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes
do metabolismo secundario das plantas Butler et al. (1984) e sdao definidos como polimeros
fendlicos soluveis em dgua que precipitam proteinas (HASLAM, 1989). De ocorréncia natural
em plantas, os polifenéis exercem grande influéncia no valor nutritivo de forragens por
apresentar alto peso molecular, entre 500 a 3000 Mangan (1988) e contém grupos hidroxila-
fendlicos em quantidade suficiente para permitir a formacdo de ligacOes cruzadas estdveis

com proteinas (DESHPANDE et al., 1986).
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Na forma nio oxidada, os taninos reagem com as proteinas através de pontes de
hidrogénio e/ou ligagdes hidrofébicas entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados
sitios das proteinas, emprestando uma duradoura estabilidade a estas substancias, e quando
oxidados, se transformam em quinonas, as quais formam ligacOes covalentes com alguns
grupos funcionais das proteinas, principalmente os grupos sulfidricos da cisteina e e-amino da
lisina (NOZELLA, 2001). Para a formacdo destas ligacdes é necessdrio que o peso molecular
dos taninos esteja compreendido entre limites bem definidos; se este é demasiadamente
elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre os espacos interfibrilares das proteinas ou
macromoléculas; se € muito baixo, < 500 a molécula fendlica se intercala, mas nido forma um
numero suficiente de ligagdes que assegure a estabilidade da combinacdo (BRUNETON,
1991; MONTEIRO, et al., 2005). O tanino pode ser retirado dos vegetais por diferentes
solventes tais como dgua, acetona, etanol ou por solu¢cdes aquosas com alguns sais como
sulfito de sédio, carbonato de sdédio, entre outros, porém niao é economicamente vidvel a
utilizacdo de reagentes no processo de extragcdo, visto que a extragdo em dgua € bastante
eficiente e de baixo custo Marinho (2004) podendo ser classificados em hidrolisaveis e
condensados e estes udltimos tém grande poder de ligacdo e podem condensar com
formaldeido, produzindo um polimero de estrutura tridimensional, reticulada e com alto peso

molecular chamada de resina (GONCALVES, 2001).

Um aspecto importante para o emprego de tanino na produ¢do de adesivos € o seu teor
de componentes polifendlicos reativos (condensdveis). Na determinagao do teor de polifendis,
os taninos do tipo flavanol sao precipitados através da condensacdo com formaldeido em meio
acido (reacdo de Stiasny) (WISSING, 1955). Os taninos sdo utilizados no curtimento de pele
animal desde longa data pela sua capacidade de se combinar com proteinas da pele. A
substancia tanante tem o poder de transformar pele animal em couro devido a sua atuacdo
adstringente de retirar a 4gua dos intersticios das fibras, contrair tecidos organicos moles e

impedir a sua putrefacdo (GONCALVES, 2001).

Sao bons inibidores enzimaticos, usados como antidotos contra alcaldides e metais
pesados, por anular a absorcdo de substancias irritantes, apresentam agdes terapéuticas, como
hemostético no sangramento nasal e uterino, tembém diminuem as secrecdes e infec¢des, tem
excelente atividade como cicatrizante e € utilizado em lesdes tais como: queimaduras e

ferimentos (MITIDIERO, 2002).

Deve-se ter cuidado com o uso de taninos, pois podem provocar irritagdo géstrica e

alguns possuem efeito carcinogénico (MITIDIERO, 2002). De acordo com Loguercio, et al.
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(2005) o mecanismo de agdo antimicrobiana dos taninos explica-se por trés hipdteses; a
primeira pressupde que os taninos inibem enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexao
com os substratos dessas enzimas; a segunda inclui a acdo dos taninos sobre as membranas
celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo, e a terceira fundamenta-se na
complexacdo dos taninos com fons metdlicos, diminuindo a disponibilidade de {ons essenciais

para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Taninos sdo polifendis tidos como inibitérios para crescimento dos microrganismos
devido a formagdo de complexos entre os taninos e a parede celular dos microrganismos ou
enzimas extracelulares secretadas, fazendo com que ocorra a inibicdo do transporte de
nutrientes para a célula (MCSWEENEY et al., 2001). Guimaraes-Beelen et al. (2006) e Jones
et al. (1994) afirmam que, por possuir habilidade de inativar adesinas microbianas, enzimas ,
proteinas transportadoras de membranas entre outras; € que, em presenga de taninos, algumas
bactérias sdo submetidas a modificacdes morfoldgicas tais como elongacdo das células,
presenca de grande quantidade de material extracelular e formacdo de microcolOnias

aderentes, se ligam as paredes celulares de bactérias impedindo o seu crescimento.
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CAPITULO 2

PEREIRA, Andréia Vieira. Estudo comparativo da atividade antimicrobiana (irn vitro) de
extratos de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret e Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. Patos,
PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris
no Semi-Arido).

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos etandlico de Mimosa
tenuiflora e Piptadenia stipulacea sobre amostras de Staphylococcus spp, coagulase positiva e
negativa, isoladas de mastite clinica e sub-clinica de bufalas, comparando a atividade de
antibidticos sintéticos utilizados no controle desta infeccao. Os testes de sensibilidade in vitro
foram realizados utilizando o método de difusdo em meio sélido. Em seguida foram
inoculados 50uL do extrato nas seguintes dilui¢des 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32. As placas
foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 a 48 horas. Os ensaios foram realizados em
triplicata e o resultado final foi determinado pela média aritmética dos halos de inibi¢do. A
avaliacdo microbioldgica destes ensaios demonstrou que os extratos das cascas da jurema-
preta e jurema-branca apresentaram halos de inibicdo entre 05 a 20mm e 05 a 12mm de
diametro respectivamente. O microrganismo utilizado, neste estudo, apresentou resisténcia a
alguns antibidticos comerciais, com maior percentagem a Eritromicina 47,5% e menor a
Cefquinome com 4,2%. O extrato de jurema preta apresentou atividade antimicrobiana
satisfatoria sobre o microrganismo testado proporcionando resultados superiores aos obtidos
com o extrato de jurema-branca e os antibioticos sintéticos.

Palavras -chave: Fitoterapia, Microbiologia, antibidticos sintéticos.
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PEREIRA, Andréia Vieira. Comparative study of the antimicrobial activity (in vitro) of
extract of Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret e Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. Patos,
PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertation — Magister Science in Animal Science — Agroforestry
Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of ethanol extracts of
Mimosa tenuiflora and Piptadenia stipulacea on strains of Staphylococcus spp, coagulase
positive and negative, isolated from mastitis clinical and subclinical of buffaloes, comparing
the activity of synthetic antibiotics used in the control this infection. Sensitivity tests in vitro
were performed using the diffusion method on solid media. Then they were inoculated S0uL
of extract on the following dilutions 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32. The plates were incubated at
37 © C for a period of 24 to 48 hours. The tests were performed in triplicate and the final
result was determined by the arithmetic mean of the inhibition halo. The microbiological
evaluation of these tests showed that the extracts of the Jurema preta and Jurema branca
presented inhibition zones between 05 to 20mm and 05 to 12mm in diameter, respectively.
The microorganism used in this study was resistant to some antibiotics trade, with the highest
percentage erythromycin 47.5% and lower cefquinome 4.2%. The jurema preta extract
showed satisfactory antimicrobial activity on the microorganism tested providing superior
results to those obtained with the jurema branca extract and synthetic antibiotics.

Keywords: Phytotherapy, Microbiology, synthetic antibiotics.
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1 INTRODUCAO

A mastite € a principal afeccdo da glandula mamdria, que afeta acentuadamente a
producdo leiteira mundial, pela redu¢ao na capacidade produtora dos rebanhos infectados
(SILVA, 1999), pela queda na qualidade do produto final com diminui¢do no rendimento
industrial para fabricacdo de derivados e pelas alteracdes na composi¢do do leite mamitico
(LANGONI, 1999). Podendo ser considerada como um fator limitante para a cadeia produtiva

do leite trazendo grandes impactos econdmicos negativos na inddstria de laticinios.

E um processo de cardter principalmente infeccioso, onde esta envolvida uma série de
microrganismos, comumente de origem bacteriana, e possivelmente os fungos e leveduras, as
algas e mais raramente, os virus (LANGONI, et al.1998). Kirk, 1994 pondera que as mastites
subclinicas sdo responsaveis por 10% a 11% de perda na capacidade produtiva/vaca/ano. A
utilizacdo prolongada de antibidticos, associado a fatores como doengas cronicas,
imunodebilitantes, metabdlicas, presenca prévia de infec¢des por virus ou bactérias, alimentos
ricos em glicose e maltose, deficiéncias vitaminicas, senilidade e stress, causam o
desequilibrio bactéria/fungo que favorece o desenvolvimento e a multiplicacdo sem controle
do microrganismo, tornando-o um agente infeccioso (CRUZ et al. 1985). Contudo, para
considerd-las patogénicas, hd necessidade de encontrd-las em grande quantidade (CRUZ, et

al. 1985).

Verifica-se na atualidade que apesar da disponibilidade de varios antimicrobianos para
tratamento da mastite, o problema de resisténcia dos microrganismos a estes se acentuou pelo
uso indiscriminado e inadequado, particularmente no Brasil (COSTA, 1996). O insucesso do
tratamento também pode relacionar-se a capacidade de sobrevivéncia intracelular de algumas
bactérias e também a alteracOes anatomopatoldgicas induzidas por certas infec¢des impedindo
o acesso do medicamento no foco (BARRAGY, 1994). Além dos altos custos com o
tratamento hd uma preocupacao crescente com a presenca de residuos de antibidticos no leite
gerando uma busca de métodos alternativos para a abordagem cldssica dos antibidticos

(COSTA et al., 1996).

A fitoterapia tem sido utilizada em todas as dreas da saide como forma alternativa de
tratamentos constituindo uma forma de terapia medicinal que vem crescendo notadamente
nestes ultimos anos. Embora apenas recentemente as plantas tenham seu potencial terapéutico
investigado, hd informagdes de que os produtos naturais e as preparagdes fitoterdpicas sao

responsaveis por 25% do receitudrio tanto na medicina humana como para a animal nos paises
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desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em desenvolvimento (GALES et al., 1997), o que
faz da fitoterapia uma das praticas mais antigas e mais usadas no mundo. As propriedades
terapéuticas dos principios e medicamentos fitoterdpicos come¢am a ganhar cada vez mais
espaco no tratamento veterindrio, profissionais adeptos da fitoterapia revelam alta frequéncia
de sucessos em tratamento de parasitoses e enfermidades infecciosas, inclusive em

tratamentos de mastites (COSTA, 1998).

Os vegetais sdo uma excelente fonte de busca de novas drogas antimicrobianas, tendo
em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais é muito superior aquela derivada
dos processos de sintese quimica (NOVAIS et. al., 2003). Aproximadamente 75% dos
compostos puros naturais empregados na industria farmac€utica foram isolados seguindo
recomendacdes da medicina popular (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Tipica de éareas
semi-dridas do Brasil, a jurema preta (Mimosa tenuiflora) é leguminosa da subfamilia
Mimosoideae (CRONQUIST, 1981), caracteristica da caatinga, que apresentam grande
potencial de producdo de forragem e constituem, na maioria das vezes, a principal fonte de
alimentacdo animal nesta regido (CALDAS PINTO, 2006). Ha ainda estudos que indicam seu
potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células, antitérmico e outras (MAIA,
2004). Produtos contendo M. tenuiflora tém sido cada vez mais distribuidos pelo mundo,
porém muitas informagdes a respeito dos seus efeitos ainda ndo sdo muito seguras (DE
SOUZA, 2002). A jurema-branca (Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke) € leguminosa da
subfamilia Mimosoideae, € também comum no Nordeste brasileiro e conhecida vulgarmente

como carcard, jurema e rasga-beico, € apreciada como alimento por ovinos, caprinos e

bovinos principalmente na estacao seca quando ndo hd pastagens para sua alimentagdo.

Porém, seu uso pelas populacdes locais vai além do seu valor forrageiro, sendo
utilizada também como madeira, carvao (MAIA, 2004). Quanto as suas propriedades
medicinais, € uma planta ainda desconhecida pela populagdo, que a reconhecem apenas como
planta comum na regido, mas sem indicacdo terapéutica. Em estudos etnoboténicos,
Albuquerque & Andrade (2002), relatam o uso da P. stipulacea na medicina popular como
anti-inflamatério, a partir do decocto ou tintura preparados com a casca do seu caule. Assim
como as espécies de jurema citadas, indmeras outras plantas nativas da Caatinga tém sido
usadas pelas populacdes locais e algumas descritas na literatura como de importante valor

medicinal.

Este trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de extratos etandlico de dos

extratos etandlicos de M. tenuiflora e P. stipulacea sobre amostras de Staphylococcus spp
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coagulase positiva e negativa, isoladas de mastite clinica e sub-clinica de bufalas, comparando

a atividade de antibidticos sintéticos utilizados no controle das mastites em bubalinos.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios Multiusudrio de Pesquisas
Ambientais - LAMPA da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG do Centro de
Saude e Tecnologia Rural-CSTR, e Laboratério de doengas infecto contagiosas da UFRPE.

A coleta da casca da jurema preta e jurema branca foi realizada em julho de 2007 no
Centro de Saude e Tecnologia Rural - CSTR, Campus de Patos — UFCG, sob coordenadas
(GPS) 07° 03' 27" a 07° 03' 39" de latitude sul e 37° 16' 21" a 37° 16' 38" de longitude oeste
de Greenwich. A casca da jurema branca foi coletada em novembro de 2006, na Rodovia que
liga Patos a Campina Grande, entre os Km 22 e 23, entre os municipios de Juazeirinho e

Soledade-PB.

As excicatas foram depositadas no Herbério Caririensis Dardano de Andrade Lima, da
Universidade Regional do Cariri — URCA, Crato — CE, sob os respectivos nimeros de registro
#3274 e #3275. Ap6s a coleta e identificacdo botanica a amostra foi acondicionada em sacos
de papel comum, aerados e em seguida postas para secagem em estufa de ventilacao forcada a
40°C. Apo6s 72 horas a amostra foi moida e acondicionada em reservatdrios de vidro estéreis

até seu uso.

2.1 Obtencao do extrato etandlico

Para formulacdo dos extratos foram utilizados 500g do material vegetal e adicionado
1L de dlcool etilico P.A, deixando a mistura sob extracdo por 72h, a determinacdo e
concentracdo foram realizadas segundo a metodologia de Matos (1997). Os extratos foram
diluidos em: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32 para a determinacdo da atividade antimicrobiana

das plantas testadas.
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2.2 Quantificacao do TTC (Teor de Taninos Condensados) do extrato de Mimosa

tenuiflora e P. stipulacea

Os extratos vegetais foram colocado na estufa (105°C) durante um periodo de
24hs, com a finalidade de desidratacdo. Apds o tempo determinado a amostra foi colocada
em um dessecador por mais ou menos 20 minutos. Em seguida a amostra foi pesada,

quantificando os taninos condensados e hidrossoldveis da amostra.

Das amostras obtidas foram utilizados 2,5g do tanino respecivamente (duplicata) e
posto em baldo de fundo chato com capacidade de 100mL sendo adicionado 50ml de élcool
para dissolver o tanino. Em seguido foi adicionado 4 ml de formaldeido e 1 ml de acido
cloridrico sendo submetido a fervura por 30 minutos segundo a metodologia de Styasni. De
acordo com Guangcheng, et al., 1991, os taninos condensados reagem com o formaldeido em
meio 4cido. A solucdo ¢é filtrada, sendo fixados no papel os taninos que formam complexos

insoluveis.

ApOs a filtragem, o material foi transferido para um copo Becker de 250 mL e seco a
103 + 2°C, por 24 horas. Apds a secagem, calculou-se o Indice de Stiasny, conforme equacio

a seguir:

I (%) = (%) 100
M,
Em que:
I = Indice de Stiasny (%);
M1 = Massa de s6lidos em 100 mL de extrato;

M2 = Massa do precipitado taninos — formaldeido.

Ap6Gs a obtengdo do Indice de Stiasny foi calculado o teor de taninos condensados
(TTC), conforme a Equacao a seguir:

TST -1

TTC (%) = 5o

Em que:
TTC = Teor de taninos condensados (%);
TST = Teor de sélidos totais (Equagao 1);

I = Indice de Stiasny (Equagio 2).
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2.3 Aquisicoes de amostras de Staphylococcus de animais infectados

Secregdes lacteas foram coletadas de 96 bifalas leiteiras, perfazendo um total de 384
amostras, no periodo de maio a junho de 2008, a coleta das amostras foi realizada apds
lavagem das tetas com dgua e sabado, secagem com papel toalha e desinfec¢do do 6stio do teto,
utilizando-se dlcool etilico a 70° GL. Coletou-se aproximadamente 5 ml de leite por quarto
mamario, de maneira asséptica, com tubo inclinado na posi¢ao horizontal (BOUCHOT et al.,
1985). As amostras foram armazenadas em tubos rosqueados estéreis, identificados e
enviados sob refrigeracdo em caixas de material isotérmico, para a realizacdo do exame
microbioldgico, e identificacido do Staphylococcus aureus no Laboratério de Doencas Infecto-
contagiosas da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram processadas. As amostras
foram previamente homogeneizadas e posteriormente, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas
em placas de Petri contendo dgar-base acrescido de 5% de sangue desfibrinado de ovino. As
placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C e a leitura foi realizada 24 e 48 horas
apos. Para a identificagcdo da bactéria, foram observadas as caracteristicas macromorfoldgicas

das colonias e microscopicas a técnica de Gram seguindo a técnica de Quinn et al. (1994).

Para a identificacdo de S. aureus todas as cepas de estafilococos foram submetidas aos
testes de producdao de coagulase livre (Plasma Coagulase EDTA, Coagu-Plasma LB —
Laborclin, Brasil), DNAse (Agar DNAse - DFICO) e catalase (SILVA et al., 1997), sendo que
das 384 amostras 68 foram identificados Staphylococcus coagulase negativa, sendo
identificando S. coagulase positiva em 3 animais. As provas de producdo de acetoina,
fermentacdo da glicose (anaerobiose) e do manitol (aerobiose e anaerobiose) foram realizadas

de acordo com Mac Faddin (1980).

ApOs a realizacdo dos testes, os isolados foram classificados em Staphylococcus spp,
Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e em Staphylococcus coagulase negativa (SCN)
quando a bactéria ndo coagulava o plasma de coelho, apresentava caracteristicas de
estafilococos na técnica de coloragdo de Gram, fermentava a glicose em anaerobiose e

produzia a catalase (BAIRD-PARKER, 1990).

2.4 Ensaios comparativos

O teste comparativo com os antibioticos para avaliar a sensibilidade antimicrobiana in
vitro dos isolados foram realizados utilizando-se a técnica de difusdo em dgar Mueller Hinton

segundo Bauer et al. (1996). Utilizaram-se os seguintes discos impregnados de antibidticos:
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gentamicina (10 mcg), amoxicilina (10 mcg), ciprofloxacina (Smcg), penicilina + novobiocina
(10 mcg), cefquinome (30 mcg), florfenicol (30mcg), azitromicina (15 mcg), eritromicina (15
mcg), tetraciclina (30 mcg) + neomicina (30 mcg) + bacitracina (10 mcg), enrofloxacina (5
mcg). Para o teste utilizando os extratos etandlicos sobre as linhagens bacterianas, a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela atividade antimicrobiana, com
base no didmetro dos halos de inibicdo, sendo estes superiores a 11mm, as placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C por um periodo de 24h. (CATAO, 2006). Foram
feitas cavidades de aproximadamente 6 mm de diametro no 4gar-base, as quais receberam
50uL da solucdo do extrato diluido em &dgua destilada, de acordo com as diluicdes pré-
estabelecidas e para o controle negativo utilizou-se dgua destilada. A sensibilidade da amostra
foi considerada para medidas superiores a 11 mm, para o extrato (CATAO, 2006). A anilise
estatistica foi do tipo descritivo, calculando-se as freqiiéncias absolutas e relativas

(SAMPAIO, 1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Resultados dos ensaios com os extratos de jurema preta e jurema branca

O teste antimicrobiano feito com o extrato da casca de jurema preta observou-se que
os Staphylococcus coagulase negativa e positiva testada se mostrou eficaz nas diluigdes de
1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16, com formacao de halos que variaram entre 5 e 20 mm de didmetro
(Figura 9). No entanto os microorganismos testados frente ao extrato de jurema branca se
mostraram resistentes, demonstrando que essa parte da planta no modelo testado, ndo possui
atividade antimicrobiana significativa se mostrando eficaz apenas com o extrato puro € na
dilui¢do 1:2 com formacdo de halos que variaram entre 5 e 12 mm de didmetro. Apesar da
diferenca de diametro entre os halos observados neste trabalho, isso mostra que a planta

apresenta baixo potencial de atividade antimicrobiana (Figura 10).

No ensaio realizado com o extrato liquido para quantificacdo de taninos da jurema
preta e jurema branca pode-se dizer que de 2,5g de taninos totais da amostra de jurema preta,
1,93g corresponde a taninos condensados e 0,57g corresponde a taninos hidrolisaveis, no
entanto em 2,5 g da amostra de jurema branca obteve-se em torno de 1,3% ou seja 0,032¢g

considerando um resultado inferior em relagdo a quantidade encontrada em outras espécies.

Paes, et al. (2006) realizarm estudos sobre o potencial tanifero das cascas de algaroba

(Prosopis juliflora), angico vermelho (Anadenanthera colubrina var. cebil), cajueiro
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(Anacardium occidentale), jurema-preta (Mimosa tenuiflora), jurema vermelha (Mimosa
arenosa) e marmeleiro (Croton sonderianus), observando que destas espécies, o cajueiro, a
jurema vermelha e a jurema-preta apresentaram, respectivamente, 19,83%, 18,11% e 17,74%
de taninos nas cascas. O angico apresentou 11,89%, sendo estatisticamente inferior as trés

espécies citadas, ndo havendo muitos estudos sobre seus constituintes quimicos.

Figura 10 Atividae antimicrobiana do

Figura 9 Atividade antimicrobiana do

extrato de M. tenuiflora sobre cepas de extrato de P. stipulacea sobre cepas de

Staphylococeus sp.. Staphylococcus sp..

Em trabalhos descritos por Meckes- Lozoya et al. (1990) a atividade antimicrobiana
do extrato de jurema preta, pode estar vinculada a presenca de taninos e flavondides. Essa
atividade também foi verificada em Staphylococcus epidermitis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus e Acinetobacter calcoaceticus, além de fungos
como Microsporum gypseum, M. canis, Thrichophyton mentagrophytes, T. rubus e

Chaetomium indicum (LOZOYA et al., 1989).

Comparando com os resultados obtidos por Gongalves et al. (2006), foi possivel
observar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlico da M. tenuiflora sobre
Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e S. spp.
coagulase-negativa. Em estudos realizados com extrato aquoso e etandlico do p6 da casca de
jurema preta Lozoya (1989) também observou clara inibi¢do do crescimento de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e também contra espécies de fungos dermatoéfitos. Os
resultados obtidos pelos referidos autores estdo, portanto, inteiramente compativeis com os

dados observados neste experimento.
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Em estudos utilizando extrato de M. tenuiflora, Heinrich et al. (1992) também
verificou a sua atividade antimicrobiana sobre cepas de Streptococcus spp., Staphylococcus
apresentando também eficicia sobre Proteus mirabilis e Shigella sonnei. De Souza (2002) ja
encontrou efeito antimicrobiano em extratos desta planta frente a bactérias Gram positivas e
Gram negativas, inibindo S. aureus a concentracdo de 10’ UFC/mL. Soares, et al. (20006),
onde avaliaram a acdo biolégica do extrato de P. stipulacea, foi observada atividade
antimicrobiana em 100% das cepas de Klebsiella pneumoniae testadas, obtendo média dos
halos variando entre 7 e 18 mm. Em testes para avaliar o seu potencial bioldgico, a folha da P.
stipulacea apresentou atividade antimicrobiana contra cepas da bactéria Klebsiella
pneumoniae multiresistentes e o fungo Candida albicans (Soares, et al., 2006; Gramosa, et

al., 2005).

Bezerra (2008) avaliou a fitoquimica e atividade antimicrobiana do extrato de M.
tenuiflora e da P. stipulacea, e observou que ambas as espécies vegetais apresentam em
comum compostos como taninos, flavonas, catequinas leucoantocianinas, € saponinas,
diferindo apenas na presenca de triterpendides e alcaldides em M.tenuiflora, verificando que a
atividade antimicrobiana do extrato de jurema preta frente a linhagens de Escherichia coli
(ATCC 25922), Proteus vulgaris (ATCC 13315), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Aeromonas caviae (ATCC 15468) e Sthaphylococcus aureus (ATCC 10390), no modelo
utilizado, foi superior aquela observada com os extratos de jurema branca. Acreditamos que
essa baixa atividade ocorreu devido a pequena quantidade de taninos encontrados nas cascas
da P. stipulacea. Devido a escassez de trabalhos sobre a acdo terapéutica da P. stipulacea faz-
se necessdria a comparagdo com os resultados obtidos de outras espécies vegetais cuja

atividade bioldgica j4 foi estudada.

Trabalhos realizados com plantas medicinais demonstram a sensibilidade de bactérias
do género Staphylococcus & compostos do metabolismo secundério destes vegetais. Novais
(2003) realizou ensaios sobre cepas padroes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
através do método de difusdo em disco. Dos 137 extratos de vegetais avaliados, sete
apresentaram atividade significativa contra o Staphylococcus aureus. Os extratos ativos foram
preparados a partir de espécies pertencentes as familias Leguminosae e Rutaceae. Virtuoso,
2005 avaliou o potencial microbioldgico do extrato da casca de Erythrina velutina sobre oito
bactérias patog€nicas, € observou que ocorreu atividade antibacteriana apenas sobre
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus. Nenhum dos extratos testados foi ativo

contra Escherichia coli
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Gongalves (2005) realizou 170 testes utilizando dezessete espécies vegetais, onde 25%
dos extratos mostraram alta atividade antimicrobiana, destacando-se extratos de Bixa
orellana, Psidium guajava e Anacardium occidentale e excepcionalmente o extrato de
Mimosa tenuiflora contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa, e o0s extratos de
Stryphnodendron adstringens e Eugenia uniflora contra Escherichia coli, Providencia spp.,
Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus spp. coagulase-negativa. Heinrich, et al. (1992) observou que o extrato de
Mimosa tenuiflora apresenta alta atividade antimicrobiana sobre Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. e também sobre Proteus mirabilis e Shigella sonnei. Avancini, et al.
(2000) ressaltaram a sensibilidade de S. aureus, Streptococcus uberis , E. coli e Salmonella
gallinarum ao extrato de Baccharis trimera (Less). Nos dltimos anos vdrios estudos estao
sendo desenvolvidos para a determinacao da atividade antimicrobiana de extratos de plantas,
devido a uma grande variedade destes extratos demonstrarem uma potencial atividade sobre

grande numero de microrganismos.

3.2 Resultados dos Ensaios com os Antibioticos Comerciais

O microrganismo utilizado neste estudo apresentou resisténcia a alguns antibidticos
comerciais, sugerindo que sejam também resistente ao extrato da M. tenuiflora e P.
stipulacea. Pode-se observar, também, que o microrganismo avaliado apresentou alta
sensibilidade aos antibidticos testados; sensiveis ao Cefquinome, Neomicina + Bacitracina +

Tetraciclina, e Penicilina + Novobiocina (Tabela 1; Figura 11).

Brito et al. (2001) comprovaram que os Staphylococcus aureus isolados de infeccoes
intramamadrias bovinas no Brasil (clinicas e subclinicas) foram sensiveis a cefalotina,
eritromicina, gentamicina, norfloxacina e oxacilina, 91% resistentes a tetraciclina e a tilosina
e 65% a ampicilina e a penicilina € 99% a neomicina. Na Espanha (FRANCIS & CARROL,
1986) e na Inglaterra (GARCIA, et al. 1980), verificou-se que cepas de S.aureus isoladas do
leite de vacas com mastite se mostraram resistentes a penicilina, em cerca de 40% dos casos.
Na India (RAHMAN & BORO, 1990), isolou-se um grande niimero de bactérias do leite de
vacas com mastite, principalmente S. aureus, resistentes a penicilina e estreptomicina, fato
que se deve, segundo os autores citados, a ampla e mé utilizagdo da associagdo desses

antibidticos no tratamento da doenca, naquele pais. Todavia, evidenciou-se no Estado de Sao
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Paulo, Brasil, que de 951 S. aureus isolados do leite de vacas com mastite, 75 a 90% eram

sensiveis a cefalotina, nitrofurantoina, vancomicina e novobiocina; entretanto, todas as cepas

foram resistentes a fosfomicina, polimixina B, colistina e rifamicina (COSTA, et al., 1985).

Tabela 1: Percentual de atividade antimicrobiana de antibiéticos comerciais sobre cepas de

Staphylococcus spp.

Atividade antimicrobiana

S I R

GEN 72,1% 15,3% 12,6%
AMO 53,7% 16,5%  29,8%
CIp 66,3% 7,9% 25,8%
PNM 79,6% 11,2% 9,2%
CFQUE 94,1 % 1,7% 4,2%
FLF 58,3% 24,3% 17,4%
AZ1 54,6% 27,1% 18,3%
ERI 21,9% 30,6%  47,5%
NBT 81,7% 6% 12,3%
ENO 52,3% 35,4% 12,3%

AZI — Azitromicina; ERI — Eritromicina; NBT — Neomicina+Bacitracina+Tetraciclina; ENO
— Enrofloxacina; GEN—Gentamicina; AMO-Amoxicilina; CIP—Ciprofloxacina; PNM —
Penicilina+Novobiocina; CFQUE — Cefquinome; FLF — Florfenicol

S — Sensivel; I — Intermediario; R — Resistente

Figura 11 Atividade antimicrobiana de antibidticos comerciais

Staphylococcus spp.

sobre cepas

de
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Em outro experimento (LOPES, et al., 1990), no mesmo Estado, observou-se que, com
exce¢do da tetraciclina e estreptomicina, ocorreu grande sensibilidade a antibidticos de cepas
de S. aureus isoladas de vacas com mastite, levando os autores da pesquisa a afirmarem que o
leite ndo constituia fonte importante de disseminacdo de estafilococos resistentes. Correa
(2005) analisou 95 cepas de Staphylococcus coagulase positiva isoladas de leite mastitico
bovino e observou que a sulfonamida apresentou o mais alto grau de resisténcia (80,21%),
seguida pela ampicilina (78,94%), penicilina (77,98%) e lincomicina (71,58%). Duas cepas
apresentaram resisténcia a todas as drogas testadas e 48 cepas (50,50%) apresentaram
resisténcia 2 no minimo oito drogas. Somente a gentamicina (18,95%) e o sulfametoxazol-
trimetropim (24,21%) apresentaram baixos niveis de resisténcia. Entretanto, observaram
cepas com resisténcia multipla para seis a nove antibidticos simultaneamente e concluiram
que o percentual de multirresisténcia € preocupante, pois muitos dos antibidticos disponiveis

ndo teriam efeito sobre estes microrganismos dificultando o tratamento dos animais.

Araujo (1998) isolou de leite cru, 201 cepas de S. aureus, as quais foram submetidas a
provas de resisténcia a antibidticos pelo método dos discos impregnados com o0s seguintes
antibacterianos: amicacina, ampicilina, efalotina, cefoxitina, cloranfenicol, clindamicina,
oxacilina, penicilina, tetraciclina, tobramicina e vancomicina. Com excecao de 88 (43,8%), 90
(44,8%), 24 (11,9%) e 40 (19,9%) cepas resistentes a penicilina, ampicilina, cloranfenicol e
tetraciclina, respectivamente, a maioria das 201 cepas (95% ou mais) foi sensivel aos

antibioticos utilizados.

4 CONCLUSAO

e O extrato etandlico da casca da jurema preta, no modelo utilizado, destaca-se frente
aos antibidticos comerciais utilizados no experimento quanto a atividade antimicrobiana.

e O extrato etandlico da casca da jurema branca, no modelo utilizado, apresenta fraca
atividade antimicrobiana.

e E possivel também constatar que Staphylococcus spp utilizado € resistente a alguns
antibidticos comerciais.

e O teste de difus@o com disco (antibiograma) realizado para os espécimes do género
Staphylococcus demonstrou um alto nivel de resisténcia, e entre estes a multiresistencia foi o

padrao comumente observado.
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CAPITULO 3

PEREIRA, Andréia Vieira. Taninos de Jurema preta: Atividade antimicrobiana (in vitro)
sobre Staphylococcus aureus de origem bovina. Patos, PB: UFCQ, 2010. 100p. (Dissertacao
— Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no Semi-Arido).

RESUMO

A Mimosa tenuiflora é uma planta que apresenta alto teor de taninos, amplamente utilizada
medicinalmente. O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
taninos isolados da casca do caule de M. tenuiflora sobre Staphylococcus aureus isolados de
bovinos. A extracdo dos taninos foi realizada pelo método de Stiasny, onde a casca de jurema-
preta apresentou 18,11% de taninos. Para determinacdo da atividade antimicrobiana foi
utilizada uma solugdo de dgua destilada (mL) / taninos (mg) sobre as cepas semeados em
meio Muller Hinton. Em seguida foram inoculados 50uL da solu¢do nas seguintes dilui¢des
1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512. As placas foram incubadas a 37°C,
por um periodo de 24 a 48 horas, para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima. Os
ensaios foram realizados em triplicata. Observou-se halos de inibicdo entre 6 e 38mm. Das
amostras testadas, as diluicoes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32 apresentaram halos superiores
a 1Imm. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre a solucdo tanica e os
antibidticos Amoxicilina; Azitromicina; Neomicina+Bacitracina+Tetraciclina tanto nos testes
antimicrobianos. Assim, € determinado que os taninos isolados da casca de M. tenuiflora
apresentam atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Microbiologia, taninos, plantas medicinais, fitoterapia
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PEREIRA, Andréia Vieira. Jurema Preta Tannins: Antimicrobial activity (in viftro) on
bovine Staphylococcus aureus. Patos, PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertation — Magister
Science in Animal Science — Agroforestry Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The Mimosa tenuiflora is a plant, widely used medicinally, that presents high tanning
concentration. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of tanning
isolated of the barks of M. tenuiflora stem on Staphylococcus aureus isolated of cattle. The
extraction of tanning was carried through by the Stiasny method, where the bark of Jurema
preta presented 18.11% of tanning. For determination of the antimicrobial activity a distilled
solution of water was used (mL)/tanning (mg) on strains sown in Muller Hinton media. Then,
they had been inoculated SOuL of the solution in the following dilutions 1:1; 1:2; 1:4; 1:8;
1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512. The plates had been incubates 37°C, for a period of 24
to 48 hours, for determination of Minimum Inhibitory Concentration. The assays had been
carried through in triplicate. It was observed inhibition halo between 0 and 38mm. Of the
tested samples, the dilutions of 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 and 1:32 had presented inhibitory halos
up 11mm. It didn’t have statistical significant differences between the tannic solution and the
Amoxicillin antibiotics; Azythromycin ; Neomycin + Bacitracine + Tetracycline in such a
way in the antimicrobials tests. Thus, it is determined that the isolated tanning of the stem of
M. tenuiflora present antimicrobial activity.

Keywords: Microbiology, tannin, medicinal plants, phytotherapy
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INTRODUCAO

A Mimosa tenuiflora estd entre as plantas lenhosas predominantes na vegetacio
(caatinga) do semi-drido do nordeste brasileiro, é considerada uma planta invasora de elevada
agressividade, quando submetida ao corte rebrota em qualquer época do ano. E uma
leguminosa que atinge cerca de 4,0m de altura, apresenta espinhos, € resistente a estiagem,
sendo que no final da estacdo chuvosa suas folhas fenecem e caem naturalmente,
permanecendo em dorméncia até o inicio das chuvas. Esta planta verde ou fenada € um
importante componente nas dietas de caprinos, ovinos e bovinos, além de ser explorada para
producdo de estacas e lenha, apresenta em sua composicdo quimica tanino de 26,7%,
(PEREIRA FILHO et al., 2005). O tanino de jurema-preta apresenta bons resultados no
curtimento de peles, e pela abundincia no Semi-Arido brasileiro apresenta potencial de
explora¢do para sua obtengdo (PAES et al., 2006). O termo “tanino” ¢ um nome genérico
descritivo para um grupo de substincias poliméricas fendlicas capazes de curtir couro ou
precipitar gelatina em solugdo, propriedade conhecida como adstringéncia de grande interesse

econdmico e ecoldgico.

Os compostos do metabolismo secunddrio vegetal ou metabolismo especial
apresentam um amplo valor nas interacdes entre a planta e seu ecossistema exercendo, por
exemplo, o papel de fagoinibidores contra herbivoros ou como agentes antimicrobianos
(SANTANA, 2002). Os taninos vegetais podem ser encontrados em varias partes do vegetal,
tais como madeira, casca, fruto, etc. E solivel em dgua e de peso molecular compreendido
entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar complexos insoliveis em 4gua

com proteinas, gelatinas e alcal6ides (MELLO, 2001).

Sado constituidos por polifendis e classificados em hidrolisaveis e condensados. Os
hidrolisaveis sdo poliésteres da glicose e sao classificados, dependendo do 4cido formado de
sua hidrélise, em galo ou eldgico taninos (PIZZI, 1993). Os taninos condensados sdo
constituidos por mondmeros do tipo catequina e sdo conhecidos por flavondides (HASLAM,
1966; WENZL, 1970; PIZZI, 1993), estando presentes, basicamente, na casca das drvores. Os
taninos extraidos de cascas de drvores sdo utilizados de forma efetiva como matéria-prima na
fabricacdo de adesivos para produtos de madeira poderia ser uma fonte segura e renovavel de
matéria-prima para adesivos (CHEN, 1991). A extragdo de tanino pode tornar-se
economicamente vidvel, uma vez que apds extraidas, as cascas podem também ser
aproveitadas como fonte de energia (MORI et al., 1999). Além da importancia no curtimento

de couros e peles, os taninos sdo utilizados pela inddstria de petréleo, como agente
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dispersante para controlar a viscosidade de argilas na perfuracdo de pocos (DOAT, 1978),
sendo, também, empregados no tratamento de dgua de abastecimento e residudrias (Silva,
1999), na fabricagdo de tintas e adesivos (TRUGILHO et al., 1997) e, em virtude de suas
propriedades anti-sépticas, vém sendo testados contra organismos xil6fagos (COUTO, 1996;
GONZALEZ-LOREDO, 1996; SHIMADA, 1998). Veras & Morais, 2004 em estudos
ressaltam que a agdo cicatrizante apresentada por algumas espécies vegetais estdo
relacionadas a presenca de taninos. Muitas atividades fisiolégicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a a¢do tumoral mediada por hospedeiro, além de uma
larga faixa de atividades antiinfectivas, t€m sido atribuidas aos taninos. Uma de suas acdes
moleculares ¢ a de formar complexos com proteinas através de forgas denominadas ‘“nao-
especificas”, como pontes de hidrogénio e ligacdes hidrofobicas, assim como pela formagao
de ligacdes covalentes (COWAN, 1999). Michelin et al. (2005) testaram extratos secos
obtidos de Artemisia absinthium, Mentha pulegium, Punica, Syzygium cuminii e Xanthosoma
violaceum plantas que apresentam altos teores de taninos, sobre Escherichia coli |
Pseudomonas aeruginosa , Staphylococcus aureus, € a levedura Candida albicans sendo
observado que os extratos com atividade mais expressiva foram os de X. violaceum, P.
granatum e S. cuminii que inibiram, respectivamente, 53,3, 40,0 e 40,0% dos microrganismos,

estes apresentando maior concentrac¢do de taninos.

Diante do amplo potencial de atividade antimicrobiana apresentado pelos taninos, esse
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos taninos extraidos da
jurema preta sobre cepas de Staphylococcus aureus de origem bovina isoladas de casos de

mastite subclinica em bovinos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Espécie estudada

As cascas de jurema-preta foram coletadas no Nicleo de Pesquisas do Semi-Arido
(NUPEARIDO), municipio de Patos, PB, propriedade da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG). Com o intuito de representar a variabilidade genética existente entre e dentre
as plantas, de cada espécie amostrada, foram selecionados cinco exemplares, sendo retiradas
amostras de cascas em trés posicdes, no tronco (base, meio e topo), nos galhos e nos ramos

(diametro de até 5,0 cm). Desse modo, a arvore foi integralmente representada.
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2.2 Preparo das cascas para extracao dos taninos

As cascas ao serem retiradas, foram condicionadas em sacos pldsticos, para que nao
houvesse perda de umidade e transportadas para o Laboratério de Tecnologia de Produtos
Florestais (LTPF) da Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saidde e
Tecnologia Rural (UFCG/CSTR), Patos, PB. No laboratério, foram tomadas duas amostras de
cascas de cada 4drvore, as quais foram cortadas em fragmentos menores, homogeneizadas,
pesadas e secas em estufa a 103 + 2°C por 48 horas, para a determinagao do teor de umidade
(base seca) das cascas obtidas. Depois dessa operagdo, as cascas foram secas ao ar e moidas

em uma forrageira, para obter um material de menor granulometria.

O material moido foi classificado e utilizou-se o que passou por uma peneira de malha
de 2,00 x 2,00 cm. Apods essa operacdo, retiraram-se quatro amostras representativas de cascas
de cada espécie. Duas destas foram secas a 103 + 2°C por 48 horas, a fim de avaliar o teor de
umidade (base seca) das cascas secas ao ar e as outras foram moidas em moinho do tipo
Willey, para obten¢@o de um material de menor granulometria e mais homogéneo e destinadas
a quantificacdo das substincias tanicas presentes em cada espécie. O material restante foi
utilizado nas extragdes de substdncias tanicas para avaliacdo da atividade antimicrobiana

sobre Staphylococcus aureus.

2.3 Extracao das substancias tanicas das cascas

Foram executadas extracdes para a quantificacdo das substincias tanicas presentes na
casca da espécie Mimosa tenuiflora e para a obtencdo de taninos onde serd avaliada sua

atividade antimicrobiana.

2.4 Extracao para quantificacido das substancias tanicas

Para a quantificacio das substincias tinicas, o material foi classificado e utilizou-se a
porcdo que passou pela peneira de 32 “mesh” e ficou retida na de 60 “mesh”. Em seguida, o
material foi homogeneizado, e retiraram-se duas amostras de cada arvore, que foram pesadas
e conduzidas a estufa (sob as mesmas condicdes ja descritas) para a determinacio do teor de
umidade do material e para permitir os cdlculos do teor de taninos presentes em cada espécie.
Para as extragdes, 25g de casca absolutamente seca foram colocadas em um baldo de 1000

mL e adicionaram-se, a seguir, 500 mL de 4gua destilada (relagdo 20:1; v/p). Ao baldo foi
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conectado um condensador de refluxo, e o material foi mantido na temperatura de ebulicdao da

agua por duas horas, em uma manta aquecedora.

ApOs a fervura, o material foi coado em uma peneira de 150 “mesh”, armazenado em
garrafas de plastico e conservado em geladeira, a fim de evitar o surgimento de fungos nos
extratos. As cascas foram submetidas novamente ao processo de extracdo, com o intuito de
retirar em ao maximo os taninos presentes em cada espécie. Assim a relacdo final casca: 4gua
foi de 1:40. Os extratos obtidos das extracdes foram transferidos para um baldo volumétrico
de 1.000 mL, tendo o volume completado pela adicio de dgua destilada. Apds este
procedimento, o material foi coado numa flanela e, posteriormente filtrado em cadinho de
vidro sinterizado de porosidade 2. Do filtrado obtido, retiram-se trés aliquotas de 50 mL. Uma
delas foi colocada em um copo becker de 100 mL, e levada a estufa a 103 + 2°C durante 24
horas, para a determinacdo do teor de sélidos totais (TST) presente no extrato. Para as
determinagdes do TST foi empregada a equagdo a seguir:

TST (%) = u 100
M;

TST = Teor de sdlidos totais (%); M1 = Massa inicial (g); M2 = Massa final (g).

As demais aliquotas foram utilizadas para a determinacdo do teor de taninos
condensados (TTC) de cada extrato. Para tanto, foi empregado o método de Stiasny
(GUANGCHENG et al.,1991), com algumas modificagdes. Assim, para a determinacdo do
TTC, em uma amostra de 100 mL do extrato total foram adicionados 4 mL de formaldeido
(37%) e 1 mL de HCI concentrado. Assim, para a determina¢do do TTC, em uma amostra de
100 mL do extrato total adicionaram 4 mL de formaldeido (37%) e 1 mL de HCI concentrado.
O material foi aquecido, sob refluxo durante 30 minutos. Nessa condi¢do, 0s taninos
formaram complexos insoluveis, que foram separados por filtragem simples ao empregar
filtro de papel. Apds a filtragem, o material foi transferido para um copo Becker de 250 mL e
seco a 103 + 2°C, por 24 horas. Apés a secagem, calculou-se o Indice de Stiasny, conforme
equacao a seguir:

TST -1
100

TTC (%) =

I = Indice de Stiasny (%); M1 = Massa de s6lidos em 100 mL de extrato; M2 = Massa

do precipitado taninos — formaldeido.
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Ap6s a obtencdo do Indice de Stiasny foi calculado o teor de taninos condensados
(TTC), conforme a Equacdo a seguir:

I (%) = (%) .100

1

TTC = Teor de taninos condensados (%); TST = Teor de solidos totais (Equacdo 1); I

= Indice de Stiasny (Equacdo 2). Todas as andlises foram realizadas em duplicatas.

2.5 Extracoes das substancias tanicas para avaliacao da atividade antimicrobiana

A extracdo dos taninos a serem utilizados na atividade antimicrobiana foi realizada em
dgua, a temperatura de 70 + 5°C, durante duas horas. Nas extra¢des, para cada 2,00 kg de
cascas foram adicionados 10 litros de dgua (relagdo 5:1). Cada amostra foi submetida a

fervura, em um digestor rotativo, com capacidade de 20 litros.

Essa operagdo foi executada no LTPF (UFCG/CSTR). Cada amostra de casca foi
submetida a duas extracOes. Assim, a relacdo final foi de 1:10. Apds cada extragdo, o material
foi passado em uma peneira com tecido de “silk screen” e em um tecido de flanela, para a

retengdo de particulas finas.

O extrato obtido foi homogeneizado e derramado em bandejas de aluminio de 5 x 40 x
60 cm, e posto em uma estufa de ventilagdo forcada mantida a 70 + 3°C, até a completa
evaporacdo da umidade. O material seco obtido foi moido em um multiprocessador de uso

doméstico e peneirado em peneira de 60 mesh.

2.6 Aquisicao das amostras de Staphylococcus aureus de origem bovina.

Os isolados clinicos foram coletados de bovinos em fase de lactagdo, infectadas
naturalmente, a coleta das amostras foi realizada apds lavagem da teta com 4gua e sabdo,
secagem com papel toalha e desinfec¢do do Ostio do teto, utilizando-se dlcool etilico a 70°
GL. Coletou-se aproximadamente 5 ml de leite por quarto mamdrio, de maneira asséptica,
com tubo inclinado na posicdo horizontal (BOUCHOT et al., 1985). Estas amostras foram
armazenadas em tubos rosqueados estéreis, identificados e enviados sob refrigeracdo em
caixas de material isotérmico, para a realizacdo do exame microbioldgico, e identificacdo do
Staphylococcus aureus, além das amostras clinicas, foi também utilizado amostras padrao de
ATCC 33591 e ATCC 6538, no Laboratorio de Genética e Microbiologia da Universidade
Federal da Paraiba- CCEN, onde foram processadas.
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2.7 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana em placas foi determinada pelo método de difusdo em
meio sdlido para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A CIM ¢
considerada a menor concentragdo das substancias que inibi visivelmente o crescimento
bacteriano. Foram feitos orificios de 6 mm de didmetro e preenchidos com 50uL do pé tanico
diluido em 4gua destilada, para as concentragdes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 ¢
1:1024 para a determinacdo da atividade antimicrobiana do tanino de jurema preta. Para
obtencdo de resultados mais eficazes os ensaios foram realizados em triplicata os resultados
expressos em mm pela média aritmética do didmetro dos halos de inibi¢io (CATAO, 2006).
Para controle positivo utilizamos  Gentamicina;  Amoxicilina;  Ciprofloxacina;

Penicilina+Novobiocina; Cefquinome; Florfenicol; Azitromicina; Eritromicina;

Neomicina+Bacitracina+Tetraciclina e Enrofloxacina.

A leitura das placas levou em consideracdo a presenca ou auséncia de halos em volta
dos discos. Os halos foram medidos em milimetros (mm) em relacdo ao seu diametro e a
concentracdo inibitoria minima (CIM), estimada de acordo com a metodologia de Catao et al,
(2006). A maior atividade antimicrobiana foi dada aos extratos que apresentaram halos

superiores a 11.

2.8 Analise estatistica

Para a comparagdo da atividade antimicrobiana entre as diferentes concentragdes da
substancia tanica e antimicrobianos, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruscal-Wallis
com as comparagoes multiplas realizadas com o teste de Dunn (ZAR, 1999). O nivel de

significancia adotado foi de 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram a eficicia da solucdo tinica a partir de diferentes
concentragdes, sendo observado halos de inibicdo entre 10 e 38mm. Das amostras testadas, as
dilui¢des de 1:1; a 1:16 apresentaram halos superiores ao halo minimo de 12mm estabelecido
por Catdo, et al. (2006), em todas as cepas testadas, (Gréfico 1; Figura 12), e em 80% das

amostras se obteve o efeito antimicrobiano desejado.
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Figura 12 Atividade antimicrobiana de solucdo tanica (mg/ml) extraida da casca de M.

tenuiflora.

A média de inibi¢do do crescimento microbiano frente a solucdo tanica (mg/ml) de
Mimosa tenuiflora em relacdo a dilui¢do do extrato € apresentada na Tabela 2. Quanto aos
antibidticos comerciais, foi possivel observar atividade em todas as amostras testadas
(Graficos 2 e 3), sendo também observado resisténcia bacteriana em todas as amostras, com o

maior percentual de resisténcia o da Eritromicina.

Diluicbes
Atividade antimicrobiana de M. tenuiflora
m01:01
40 -
s = 01:02
= ®01:04
30 -
E =01:08
O 725 - .
g ‘W 01:16
n -1 .
E 20 m01:32
S 15 - 01:64
3 01:128
E: 10 -
01:256
5 -
01:512
0 .

ATCC ATCC 324U 204U 257U 122U 314U 316U 314FN 129FN 322FN 230FN

33591 6538 . .
Linhagens Bacterianas

Grifico 1 Concentragdo Inibitéria Minima (halos de inibi¢do em mm) em meio sé6lido da
solucdo tanica (mg/ml) de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. sobre Staphylococcus aureus.
Nota: A linha vermelha destaca o halo de 12 mm estabelecido por Catdo et al. (2006), A linha

azul destaca o efeito obtido através da concentragdo 01:16.
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Atividade antimicrobiana de antibiéticos sintéticos
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Linhagens Bacterianas

Grifico 2 Concentragdo Inibitéria Minima (halos de inibi¢io em mm) em meio sélido de
GEN - Gentamicina; AMO - Amoxicilina; CIP - Ciprofloxacina; PNM -

Penicilina+Novobiocina; CFQ — Cefquinome; sobre Staphylococcus aureus

Atividade Antimicrobiana de Antibioticos Sintéticos
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ATCC ATCC 324U 204U 257U 122U 314U 316U 314FN 129FN 322FN 230FN
33591 6538

Linhagens Bacterianas
Grafico 3 Concentracdo Inibitéria Minima (halos de inibi¢do em mm) em meio sélido de
FLF — Florfenicol; AZI — Azitromicina; ERI — Eritromicina; NBT —Neomicina + Bacitracina

+Tetraciclina; ENO — Enrofloxacina sobre Staphylococcus aureus.
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O resultado do teste de Kruskal-Wallis demonstrou que houve diferengas significativas
quando a solucao tanica foi comparados aos tratamentos com os antibiéticos Gentamicina e
Neomicina+Bacitracina+Tetraciclina para as dilui¢des da solugdo tanica 1:256 e 1: 512,
Ciprofloxacina, Florfenicol, Enrofloxacina e Eritromicina para as dilui¢des da solucao tanica
1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e 1:16, Cefquinome para as dilui¢des 1:128; 1:256 e 1:512, em relagdo a
sensibilidade de bactérias S. aureus (p < 0,05, Tabela 3).

Tabela 2 Sensibilidade de bactérias S. aureus a solucdo tanica (mg/ml) de casca do caule de

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Concentracao
CIM - Médias
da solucao tanica
(mm)
(mg/ml)
I1: 1 25,5
1:2 22,6
1: 4 20,6
1:8 17,9
1:16 16,0
1:32 13,8
1:64 12,0
1:128 11,5
1:256 9,1

1:512 7.4
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Tabela 3 Sensibilidade de bactérias S. aureus a antibidticos sintéticos pelo teste de difusdo

em disco (2mg/disco).

Antibiéticos CIM - Médias (mm)
GEN 14,8
AMO 17,8
CIP 19,1
PNM 20,0
CFQ 23,1
FLF 16,8
AZI 15,5
ERI 19,0
NBT 12,6
ENO 18,5

GEN - Gentamicina; AMO - Amoxicilina; CIP - Ciprofloxacina; PNM -
Penicilina+Novobiocina; CFQ — Cefquinome; FLF-Florfenicol; AZI-Azitromicina; ERI —
Eritromicina; NBT-Neomicina+Bacitracina+Tetraciclina; ENO — Enrofloxacina, sobre

Staphylococcus aureus.

Paes, et al., 2006, avaliaram o potencial tanifero da casca do caule de jurema preta e

esta apresentou potencial como produtoras de taninos com concentragdo de 17,74%.

Encontram-se presentes na espécie estudada, esterdides, saponinas e flavonoides,
compostos que também sdo relacionados a atividade antibacteriana em diferentes estudos
descritos na literatura (RECIO & RIOS & VILLAR, 1989). Segundo Websters-Online-
Dictionary, 2008, os taninos sdo substancias fendlicas complexas de origem vegetal;
apresentando excelente atividade antimicrobiana e muito utilizada no curtimento de peles e
em medicamentos. Muitos trabalhos relatam atividades antimicrobianas de plantas e atribuem
estas atividades a presenca de compostos fendlicos que fazem parte dos 6leos essenciais e dos
taninos (NASCIMENTO, et al., 2000). Meckes-Lozoya, et al. (1990), que realizaram estudos
utilizando extratos da casca de jurema preta, supdem que a atividade antimicrobiana do
extrato pode estar vinculada a presenca de taninos e flavondides nessa parte da planta. Essa

atividade também foi verificada por Lozoya, et al. (1989) sobre Staphylococcus epidermitis,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus e Acinetobacter
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calcoaceticus, além de fungos como Microsporum gypseum, M. canis, Thrichophyton

mentagrophytes, T. rubus e Chaetomium indicum.

Gongalves, et al. (2005) em estudos sobre a atividade antimicrobiana de algumas
arvores nativas do Brasil, observaram uma excepcional atividade antimicrobiana do extrato
hidro-alcodlico de jurema preta sobre Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Proteus
mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. coagulase
apresentando halos variando entre 12 e 33mm. Ogunleye & Ibitoye (2003) testaram o extrato
da casca do caule de Ximenia americana (ameixa) sobre Escherischia coli, Pseudomonas
aeruginosa and Candida albicans, verificando excelente atividade antimicrobiana, estes
detectaram grande quantidade de flavondides e teor de taninos de 32% na casca desta planta.
Trabalho que corrobora com estudos realizados por James et al. (2007) que testaram o extrato
das folhas, da casca do caule e da raiz de X. americana sobre Klebsiella pneumonia,
Salmonella typhi e Escherichia coli. Djipa, et al. (2000) estudando a atividade antimicrobiana
de extratos de jamboldo sobre varios microrganismos, entre eles, S. aureus, verificaram que
esta propriedade foi devida a alta concentracdo de taninos (77 a 83%), nao se observando esta

propriedade quando os taninos foram suprimidos.

Pereira, et al. (2006) realizaram estudos com cascas de Punica granatum contendo
aproximadamente, 20% de taninos, sobre Staphylococus aureus, Escherichia coli e
Enterobacter gergoviae apresentando excelente atividade antimicrobiana sobre estes
microorganismos. Souza, et al. (2007) utilizou o extratos polares de casca de
Stryphnodendron adstringens (Leguminosae-Mimosoidae) sobre Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli estes apresentaram atividades antioxidante e
antimicrobiana devido aos metabdlitos secundarios derivados da classe de taninos, que sao os
principais constituintes desta droga vegetal, de acordo com a literatura. Segundo Scalbert
(1991), o mecanismo de acdo antimicrobiana dos taninos explica-se por trés hipéteses. A
primeira pressupde que os taninos inibindo enzimas bacterianas e fingicas e/ou se
complexando com os substratos dessas enzimas; a segunda inclui a a¢do dos taninos sobre as
membranas celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo, e a terceira
fundamenta-se na complexacdo dos taninos com fons metélicos, diminuindo a disponibilidade

de fons essenciais para o metabolismo microbiano.

Devido a insipiéncia de estudos in vitro utilizando taninos isolados de jurema preta, foi
necessario discutir com trabalhos que utilizaram plantas com percentuais de taninos

conhecidos e elevados que apresentassem resultados semelhantes ao encontrado neste
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trabalho. O conhecimento da concentragdo de tanino em leguminosas nativas como a jurema-
preta, e, sobretudo, seus efeitos comprovados pela atividade antimicrobiana pode contribuir
nos estudos que visam potencializar a utilizacdo desse recurso natural na producdo de

medicamentos.

4 CONCLUSAO

e Taninos isolados da Mimosa tenuiflora sobre amostras de Staphylococcus aureus
isoladas de bovinos produz eficiente acdo antimicrobiana, revelando-se um agente terapéutico
em potencial.

e Taninos destacam-se frente aos antibidticos comerciais utilizados no experimento

quanto a atividade antimicrobiana.
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CAPITULO 4

PEREIRA, Andréia Vieira. Avaliacdo comparativa “in vivo” com o extrato de jurema
preta e antibidtico sintético em bufalas (Bubalus bubalis) com mastite clinica. Patos, PB:
UFCQG, 2010. 100p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia — Sistemas Agrossilvipastoris no
Semi-Arido).

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o tratamento de animais acometidos de
mastite por meio da utilizagdo do extrato botinico de jurema-preta e antibidtico sintético,
usando como parametros para este estudo: o exame semidtico, métodos diretos de contagem
de células (CCS e CMT), contagem do nimero de coldnias por meio da utilizagdo de placas
petrifilm, isolamento e identificagdo dos microrganismos encontrados no leite dos animais
antes e durante o tratamento. Foram realizados ensaios de sensibilidade cutinea e testes
farmacoldgicos agudos com o extrato etandlico de jurema preta para avaliar seus possiveis
efeitos toéxicos. Foi realizada a cinética bactericida “in vitro” com as amostras de
Staphylococcus spp. coletadas de leite de bufalas com mastite clinica. O tratamento foi
instituido por 5 dias consecutivos, sendo a administracdo feita por via intramamadria em ambos
tratamentos. As amostras de leite dos animais experimentais foram coletadas nos dias 0, 1, 2,
3, 4, 5 ap6s o inicio do tratamento. O estudo da cinética bacteriana demonstrou que as
concentracgdes inibitérias minimas do extrato de M. fenuiflora exercem um efeito bactericida e
bacteriostatico em um periodo de 4 horas sobre Staphylococcus aureus. O estudo toxicologico
pré-clinico agudo demonstrou que o produto avaliado possui toxicidade aguda relativamente
baixa. Os resultados das andlises pelo método do Petrifilm permite-nos concluir que, de um
modo geral, as correlagdes entre as médias apresentaram valores elevados os quais
diminuiram com o decorrer de ambos os tratamentos sendo observadas diferencas
significativas (p>0,05) nos intervalos 1, 2 e 3.

Palavras-chave: Fitoterapia, mastite, bubalinocultura
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PEREIRA, Andréia Vieira. Comparative evaluation in vivo with the extract of Jurema
preta and synthetic antibiotic in buffaloes (Bubalus bubalis) with clinical mastitis. Patos,
PB: UFCG, 2010. 100p. (Dissertation — Magister Science in Animal Science — Agroforestry
Systems in Semi-arid).

ABSTRACT

The objective of this study was to comparatively evaluate the treatment of animals suffering
from mastitis by the use of botanical extract of mimosa and synthetic antibiotics, using as
parameters for this study: the semiotic examination, direct methods of cell count (SCC and
CMT), count the number of colonies through the use of Petrifilm Plates and isolation and
identification of microorganisms found in the milk of animals before and during treatment. It
was performed tests of skin sensitivity and acute pharmacological tests with the ethanol
extract of Mimosa tenuiflora to evaluate their possible toxic effects. We performed
bactericidal kinetic in vitro with strains of Staphylococcus spp. collected milk from buffaloes
with clinical mastitis. The treatment was instituted for 5 consecutive days, and the
intrammamary administration in both treatments. Milk samples of experimental animals were
collected on days 0, 1, 2, 3, 4, 5 after initiation of treatment. The study of kinetics showed that
the bacterial minimum inhibitory concentrations of the extract of M. tenuiflora have a
bacteriostatic and bactericidal effect on Staphylococcus aureus during a period of 4 hours.
The acute toxicological pre-clinical study demonstrated that the evaluated product has
relatively low acute toxicity. The results on analysis of Petrifilm method allows us to
conclude that, in general, the correlations between the means showed elevated levels which
decreased with the passage of both treatments, and that they wern’t significant differences (p>
0.05) in the intervals 1, 2 and 3.

Keywords: Phytoterapy, mastites, buffaloes livestock
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1 INTRODUCAO

Os bubalinos apresentam problemas sanitdrios semelhantes aos bovinos, como a
mastite. As perdas com a mastite ndo estdo ligadas somente ao produtor, uma vez que
ocorrem além da redug@o em quantidade, mudancas na composicao do leite. Para as industrias
de laticinios, isto significa problemas no processamento, redu¢do do rendimento industrial e
produtos liacteos com baixa qualidade e estabilidade. Esta doenca pode se apresentar, na
dependéncia da intensidade da resposta inflamatdria, de forma clinica que € diagnosticada por
alteracdes no tbere e na secre¢do lactea e de forma subclinica confirmada por testes baseados
no contetido celular do leite (RIBEIRO et al., 2003). A contagem de células somadticas, € uma
expressao direta da severidade do processo inflamatério, € um parametro usual para avaliar a
saide do ubere com relacdo a qualidade e higiene do leite, e monitoramento em programas de

controle de mastites (HARMON, 1994).

Os Staphylococcus se destacam entre os agentes envolvidos neste processo que sdao
inesgotdveis fontes de estudos em vérios paises do mundo, apresentam caracteristicas
especificas de dispersdo entre os rebanhos, resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento
da doenga e grau de toxigenicidade que pode ocasionar riscos a saude publica (FREITAS et
al., 2005). Fazendo-se essencial a selecdo do antimicrobiano especifico tanto do ponto de
vista da saide do animal, quanto da produtividade da glandula mamdria, ocorrendo
geralmente uma tendéncia de aparecimento de cepas resistentes aos antibidticos usuais, além
da passagem de residuos dos mesmos para o leite, que se da apos o tratamento de bufalas em
lactacdo. Estes problemas tém estimulado a busca de substancias antimicrobianas a partir de
novas fontes, incluindo plantas medicinais, por apresentarem grande variedade de compostos

com propriedades terapéutica.

A jurema preta (Mimosa Tenuiflora) é leguminosa da subfamilia Mimosoidae, tipica
de areas semi-dridas do Brasil, caracteristica da caatinga, que apresentam grande potencial de
producdo de forragem e constituem, na maioria das vezes, a principal fonte de alimentacio
animal nesta regiao (CALDAS PINTO, 2006). Em estudo realizado por MAIA, 2004 indica
que a M. tenuiflora apresenta potencial antimicrobiano, analgésico, regenerador de células,
antitérmico e adstringente peitoral. Segundo Meckes- lozoya et al. (1990), a abundancia de
taninos e flavondides encontrados no extrato da jurema preta é a provavel responsavel pela
atividade antimicrobiana verificada em Staphylococcus epidermitis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, e Acinetobacter calcoaceticus.
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Este estudo teve como objetivo avaliar comparativamente o tratamento de animais
acometidos de mastite, através da utilizacdo de medicamento fitoterdpico (extrato de Mimosa
tenuiflora) e antibidtico (Cefquinome), usando como parametros para este estudo: os sinais
clinicos, a prova de CMT, contagens de células somdticas eletronicas e culturas
microbioldgicas, além da avaliacdo do custo dos dois tratamentos, visando controle dos

principais microrganismos responsdveis pela mastite bubalina.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e preparacao do material

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Ciéncias Quimicas e
Biolégicas da Universidade Federal de Campina Grande —UFCG do Centro de Saude e
Tecnologia Rural-CSTR, e Laboratério de doengas infecto contagiosas da UFRPE.

Em julho de 2007 a casca da Jurema preta, adquirida no Centro de Satide e Tecnologia
Rural - CSTR, Campus de Patos — UFCG, a excicata da planta foi depositada no Herbério
Caririensis Dardano de Andrade Lima, da Universidade Regional do Cariri — URCA, Crato —
CE, sob o registro #3275.

A planta foi colocada para secagem ao ar por 48hs, em seguida secada na estufa de
ventilagdo forcada a 60° C por 24hs. Para formulacdo do extrato foram utilizados 500g de
casca do caule de Jurema preta para 1L de etanol, deixando a mistura sob extracdo por 72h, a
determinag@o e concentragdo foram realizadas segundo a metodologia de Matos (1997). Em
seguida foi realizado a quantificacdo tanica do extrato a ser utilizado, de acordo com Paes et

al., 2006.

2.2 Avaliacao microbioldgica do leite

As amostras de leite colhidas assepticamente de 38 quartos mamadrios para realiza¢ao
de culturas microbianas, foram coletadas no més julho de 2008. Coletou-se aproximadamente
5 ml de leite por quarto mamario, com tubo inclinado na posi¢do horizontal (BOUCHOT et
al.,, 1985). As amostras foram armazenadas em tubos rosqueados estéreis, identificados e
enviados sob refrigeracdo em caixas de material isotérmico, para a realizacdo do exame
microbioldgico, e identificacdo do S. aureus no Laboratorio de Doencas Infecto-contagiosas

da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram processadas. As amostras foram
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previamente homogeneizadas e posteriormente, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em
placas de Petri contendo dgar-base acrescido de 5% de sangue desfibrinado de ovino. As
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C e a leitura foi realizada 24 e 48 horas
apos. Para a identificagcdo da bactéria, foram observadas as caracteristicas macromorfoldgicas

das coldnias e microscopicas a técnica de Gram seguindo a técnica de Quinn et al. (1994).

Para a identificacdo microbiana as colonias foram submetidas aos testes de produgdo
de coagulase livre (Plasma Coagulase EDTA, Coagu-Plasma LB — Laborclin, Brasil), DNAse
(Agar DNAse - DFICO) e catalase (SILVA et al., 1997). As provas de producdo de acetoina,
fermentacdo da glicose (anaerobiose) e do manitol (aerobiose e anaerobiose) foram realizadas
de acordo com Mac Faddin (1980). As amostras de leite foram coletadas e analisadas 5 dias
antes da instituicdo de ambos tratamentos, e 24 horas apos a administragdo dos tratamentos,

perfazendo um total de 5 coletas consecutiva.

2.3 Cinética bactericida “in vitro” de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret

A curva bacteriana frente ao extrato de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret foi avaliada
pelo método de Peyret et al. (1990). As trés amostras representativas de S. aureus de trés
animais diferentes foram incubadas em caldo nutritivo (BHI), incubadas a 37° C por 18 a 20
horas e subcultivadas em Muller Hinton — DIFCO por uma hora, obtendo-se um inoculo de
10° UFC/mL. A 9mL da cultura bacteriana foi adicionado 1mL do extrato e ao tubo controle
foi adicionado 1 mL de dgua destilada e esterelizada. Os tubos foram mantidos na estufa a
37° C por 24 horas, e aliquotas foram retiradas apos 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas de incubacdo e
semeadas em placas com Mueller Hinton. A leitura das placas foi efetuada apds incubacao por
48 horas a 37° C, pelo método padrao de contagem de placas. Onde para o tratamento das
amostras foi feito com o extrato de jurema preta na concentracdo de 5% (T) e o controle (C),
para cada amostra ensaiada. O efeito bactericida foi definido com a diminui¢dao de 3log de
UFC/mL ou 99,9% de morte celular sobre o tempo especificado, como descrito em May et al.

(2000).
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2.4 Avaliacao clinica das glandulas mamarias
2.4.1 Contagem de células somaticas (CCS)

A quantificagdo de células somdticas foi realizada em 96 animais, totalizando 384
quartos mamadrios, cujas amostras colocadas em um recipiente contendo conservante, foram
enviadas ao laboratdrio, este método tem como objetivo a detec¢do de anormalidades no leite
como conseqiiéncia de mastites ou outras causas, permitindo a padroniza¢do da qualidade do
leite, auxiliando ainda nas pesquisas sobre mastite. Neste método foi detectado 38 quartos
mamarios com mastite positivos. Pode-se também utilizar métodos diretos de contagem
através de microscopia dptica ou contadores eletronicos, ou por métodos indiretos como o

CMT (California Mastitis Test) (CULLEN, 1966; LANGONI, 2000)

2.4.2 Contagem de células somaticas indireta (CMT)

Foi realizado CMT nos 38 quartos mamarios positivos ao CCS, obtendo um total de
24 quartos mamarios positivos para mastite clinica. Durante a fase de tratamento este método
foi realizado 24 horas antes da primeira administragdo dos tratamentos e 24 horas apds a
ultima aplica¢do. Este método € capaz de detectar a ocorréncia de mastite subclinica pelo
aumento de células somaticas, principalmente polimorfos nucleares (PMN) por mililitros de
leite. De cada glandula mamaria colheu-se uma amostra de 2,0 ml de leite, a qual sdo
adicionados na mesma propor¢do, um detergente anidnico (alquil-lauril sulfato de so6dio)
capaz de emulsificar os lipidios das membranas dos leucdcitos presentes no leite, com
conseqiiente liberacdo de material nucléico, sendo que o DNA liberado produz uma
viscosidade que caracteriza esta reacdo. A gelificacdo da mistura descrita acima, proporcional
a quantidade de células presentes, e classificada em distintos escores, conforme as
intensidades do processo inflamatério (RADOSTITIS; LESLIE; FETROW, 1994; THIERS et
al., 1999).

2.5 Avaliacao fisica das glandulas mamarias e leite

Os uberes foram inspecionados diariamente através de palpacdo e observacao visual,
considerando-se alteracdes de coloracdo, temperatura, presenca de edema e consisténcia do
parénquima mamadrio. Apos o exame fisico da glandula mamaria, a secrecdo lactea de cada

teto foi submetida a prova do Tamis ou caneca-de-fundo-preto (BLOOD; RADOSTITIS,
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1989), observando a cor, consisténcia da secre¢do e a presenca de massas ou grumos a fim de

detectar a ocorréncia de mastite clinica (ALMEIDA, 2005).
2.6 Ensaios farmacolégicos agudos com o extrato de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret

Foram utilizados 40 camundongos Albinos swiss, machos, com idade de 06 a 08
semanas, pesando em média 28g. Os animais foram cedidos pelo Biotério Setorial do Centro
de Satde e Tecnologia Rural- CSTR da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG,

Campus de Patos.

Nos ensaios farmacolégicos os animais foram distribuidos em 4 grupos de 10 e
tratados com 0,25mL do extrato etandlico de M. tenuiflora, via intraperitoneal (I.P) em dose
unica, seguindo o protocolo indicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Anexo 1).
Cada grupo foi tratado com o extrato etandlico diluidos nas seguintes proporcdes extrato/dgua

destilada 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 para 40 animais.

Em seguida, foram observados por um periodo de 24 horas. Foi considerada letal
(DLsp), a dose que produziu pelo menos 50 % de 6bitos dos animais inoculados segundo a
metodologia descrita por Brito (1994). Os camundongos foram mantidos em ambiente a uma
temperatura de 25 + 3°C, com umidade relativa do ar entre 30 e 70%. Os periodos de claro e
escuro obedeceram a ciclos de 12h. Os animais foram alimentados com racio do tipo purina e

agua potdvel, oferecidas a vontade.

2.7 Ensaio de irritacio dérmica com o extrato de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret

Nas 24 horas que antecederam o teste os animais foram tricotomomizados em &4rea
médio-dorsal, em um campo de aproximadamente 1,5 por 1,5 cm, para ser feita a aplicagdo e
a observacdo nos locais de teste. Trés camundongos foram selecionados, para cada dilui¢do da
substancia teste (1:4 e 1:8), com a pele intacta foram aplicados 0,5ml das solucdes a ela. Os
locais da aplica¢do foram cobertos com algodao que foram aderidos a pele com fita adesiva
hipoalergénica. Ao finalizar este periodo os patchs de algoddo foram retirados e marcou-se o
local da aplicac@o, os excessos da substancia de teste foram removidos utilisando solugdo
fisioldgica estéril. Os registros foram obtidos apds observacdo aos 3 minutos, 1 hora e 4 horas
, quando removidos os patchs, e ainda observacdes foram refeitas a 24, 48 e 72 horas apds
esta remocgdo, registrando-se reagdes na pele para o eritema e edema, somando esses
resultados obtidos seguindo o modelo das tabelas 1 e 2, que foi usado para o célculo do indice

da irritacdo. Desta forma foram classificados de acordo com o indice obtido no Guia de
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irritacdo e de acordo com a escala seguindo: 0-0,9 ndo irritante; 1,0-1,9 irritante a luz; 2,0-4,9
moderadamente irritante; 5,0-8,0 severamente irritante, de acordo com a norma descrita no

Guia OECD N° 404 (2002).

Tabela 4 Defini¢des da irritacdo e da corrosdao dérmica avaliando formagdo de eritremas e
escarras.

Formaciao de Eritrema e Escara

Sem eritema
Eritema muito leve (quase imperceptivel)

Eritema bem definidos

W N = o

Eritema moderado a severo

Severo eritema (vermelhiddo) carne aparente, formacgdo de
escaras

Miéximo possivel: 4

Fonte: Guideline OECD 404 de 24 de abril de 2002

Tabela S Defini¢des da irritacdo e da corrosdo dérmica avaliando formacao de edemas.

Formacao de Edema

Sem edema 0
Edema muito leve (quase imperceptivel) 1

Edema leve (bordas da area bem definida, elevando definitiva)
bem definidos

Edema moderado (elevado aproximadamente 1 mm) 3

Edema grave (arrecadou mais de 1 milimetro e se estendem
para além da area de exposi¢ao)

Miximo possivel: 4

Fonte: Guideline OECD 404 de 24 de abril de 2002.
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2.8 Procedimentos preparatorios para o tratamento com antibié6tico e extrato de Mimosa

tenuiflora (Wild) Poiret

O tratamento foi realizado em 24 quartos mamadrios de animais em diferentes estigios
de lactacdo, com mamite clinica detectada por meio da contagem de células somaticas (CCS)

e por California Mastitis Test (CMT) (SCHALM; NOORLANDER, 1957).

O extrato foi diluido na proporcdo de 1:4 e 1:8 a partir dos resultados obtidos pela
consentracdo inibitéria minima e farmacolégico agudo foi utilizado dgua destilada, e como
fixador glicerina 5% (v/v). Para o grupo controle ficando os quartos esquerdos como controles
ndo inoculados. O antibiédtico de escolha foi o Cefquinoma (Intervet®) devido aos resultados
de susceptibilidade “in vitro” para estirpe Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. Em
ambos os tratamentos, utilizou-se de aplica¢do intramamadria uma vez durante 5 dias, em cada
quarto afetado com a infeccdo foi administrado 15ml de extrato de M. ftenuiflora e
Cefquinoma 8g/ seringa (COSTA, 2002; COSTA, et al., 1999). Antes de cada aplicagdo,
foram realizadas duas ordenhas diérias para esgotamento das glandulas mamarias e coleta das
amostras de leite para posterior avaliacdo microbioldgica, foi realizado o pré e pds-dipping
com solu¢do iodada 1% e 4%, respectivamente, € os animais experimentais foram mantidos

em regime semi—extensivo durante todo tratamento.

2.9 Contagem rapida de Staphylococcus aureus pelo método Petrifilm®

As amostras de leite colhidas assepticamente de acordo com a metodologia descrita
por Bouchot et al. 1985. As amostras foram armazenadas em tubos rosqueados estéreis,
identificados com os nimeros dos animais e intervalos de aplicagdo de ambos os tratamentos,
e enviados sob refrigeracdo em caixas de material isotérmico, para a realizacio do exame
microbiolégico microscopico e submetidas ao método de contagem rdpida de colonias de
Staphylococcus aureus Petrifilm, onde as placas foram inoculadas em duplicata com 1,0mL
das dilui¢cdes usadas pelo método tradicional 107, 10 * e 107, foram entdo incubadas a 35-

37°C/24h e posteriormente transferidas para uma estufa a 62°C+2°C e mantidas por 1-4h.

3 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo da atividade antimicrobiana entre o extrato de jurema preta e

antimicrobiano sintético por momento, foi utilizado o teste t de Student caso os dados
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apresentassem distribui¢do normal, e o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney para dados
com distribuicdo nao normal (ZAR, 1999). O nivel de significancia adotado foi de 5% e as
andlises foram feitas com o programa SPSS for Windows versdao 13.0. Para a andlise da

mediana de escores de CMT foi empregado o Teste comparativo de Mann- Whitney.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultado da cinética bacteriana “in vitro” de Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret

O efeito bactericida do extrato a 5% foi observado nas primeiras quatro horas de
contato para todas as amostras. A curva de crescimento bacteriano constatou um efeito
bacteriostatico do extrato a uma concentracdo de 0,31% (Tabela 6) durante o periodo de 24
horas de exposi¢do. A curva de crescimento para as amostras 1, 2 e 3, frente ao extrato
testado a 5% demonstrou que no tempo zero; 1,1x 107; 1,4x10"; e 1,1x 10’ UFC/mL

respectivamente, reduzindo drasticamente estes valores a zero em um periodo de 4 horas.

Tabela 6 Cinética bacteriana frente ao extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir. sobre as amostras isoladas de bovinos de S. aureus.

Amostras Tempo de Ac¢ao do Extrato (horas)
Bacterianas UFC/ml
TEMPO/horas 0 2 4 6 8 10 24

AMOSTRA 1 (C) 2,18x10° 6,96x10° 2,16x10° 8,5x10” 1,14x10® 1,4x10®° 1,9x10°

AMOSTRA 1 (T) 2,18x10° 1,1x 10° 0 0 0 0 0

AMOSTRA 2 (C) 3,98x10° 5,24x10° 4,51x10° 6,1x10" 8,65x10" 1,18x10° 1,4x10°

AMOSTRA 2 (T) 3,98x10° 1,4x10° 0 0 0 0 0

AMOSTRA 3 (C) 2,07x10° 7,08x10° 3,1x10" 4,3x10” 1,4x10° 1,6x10° 2,3x10°

AMOSTRA 3 (T) 2,07x10° 1,1x 10° 0 0 0 0 0

(C) Controle; (T) Tratado (Extrato a 5%);

De acordo com Jones et al. (2002) consideraram significante a cinética bacteriana
quando houve uma redu¢do maior ou igual a 3logUFC/mL do inoculo inicial em um tempo

menor ou igual a 24 horas de inoculacdo, e graus menores de morte celular foram
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considerados de efeito bacteriostatico em contato com a droga, quando realizaram a cinética
com AZD2563, um tipo de oxazolidina, sobre amostras de S. aureus Shelburne et al. ( 2004)
consideraram satisfatéria a cinética quando houve redu¢do maior ou igual a 2logUFC/mL,
também em um periodo menor ou igual a 24 horas, eles testaram os antibidticos vancomicina,
gentamicina e rifampicina, além de vdrias combinagdes destes, sobre S. aureus. Padilha
(2006) avaliou a eficacia antibacteriana e bactericida, através da curva bacteriana frente ao
extrato de Mimosa tenuiflora a 10%, sobre Staphylococcus aureus, € observou que nas
primeiras 2 horas de contato, constatando um efeito bacteriostitico do extrato, nas

concentracoes 0,62 e 0,31%.

Substancias bacteriostaticas impedem o crescimento de microrganismos € fornecem a
oportunidade ao hospedeiro de se defender através de mecanismos tais como a fagocitose e

producdo de anticorpos (TORTORA et al , 2003).

Os resultados apresentados sdo bastantes significativos, visto que  atividade
bactericida do extrato de M. tenuiflora (Willd) Poir a 5% determinou a morte celular sobre
amostras de Staphylococcus aureus em um tempo de exposi¢cdo de 4 horas, como também foi
demonstrado um efeito bacteriostitico utilizando-se as concentracdes inibitéria minima do
extrato frente as amostras ensaiadas. Isto proporciona novas perspectivas posteriores, como a
determinac¢do de tolerancia e sinergismos ou antagonismos entre os agentes antimicrobianos,
além de futuros estudos clinicos in vivo e in vitro, no sentido de encontrar métodos

alternativos de controle e até erradicacdo deste patégenos.

4.2 Resultado do ensaio farmacolégico agudo com o extrato de Mimosa tenuiflora (Wild)

Poiret.

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos realizados com o extrato etandlico de
Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret apresentaram uma DLsy = 500mg/Kg o que equivale a
diluigdo 01:02 (Tabela 7). Os animais expostos a dose letal para ambas as plantas testadas
apresentaram sintomas “pré-morte” como micgdo constante (incontinéncia urinaria),
piloerecdo, defecacdo, cianose, salivacdo, opacidade de cornea, ralaxamento da cauda,
taquipinéia, dentre outros. Esses sintomas foram observados no periodo de 24 horas apoés

aplicacdo do extrato.
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Nao hd na literatura estudos feitos sobre a determinacdo da DLsy das duas plantas
avaliadas sendo necessdrio, portanto, a comparagao desses resultados com outras plantas cuja

dose letal ja foi determinada.

De Queiroz et al. 2008, avaliaram a toxicidade aguda do extrato etandlico de Pradosia
huberi Ducke, administrado via intraperitoneal em camundongos Swiss e obtiveram uma
DLsy = 139,7mg/Kg, constatando sua toxicidade, principalmente quando comparada a M.

tenuiflora.

Tabela 7 Resultados da DLs( do extrato de Mimosa tenuiflora em camundongos.

REALIZADOS COM EXTRATO LIQUIDO DE JUREMA PRETA 0,5% (mg/mL)
FRACAO EXTRATO/AGUA DESTILADA

GRUPOS/DILUICOES G1 G2 G3 G4 3
(mng/ml) DIL (0) DIL DIL DIL DIL
(01:01) (01:02) (01:04)  (01:08)
RESULTADOS V M V ™M V ™M V M V M
TOTAL DE ANIMAIS
EXPOSTOS 10 00 10 00 10 00 10 00 10 0,0
LEITURA APOS 24
HORAS 0 00 00 10 05 05 06 04 10 0,0
% de

MORTALIDADE 10 00 00 100 00 50 00 40 00 0,0
APOS 24 HORAS

Legenda: GNT = Grupo nao testado; V = animais vivos; M = animais mortos.

4.3 Resultado do ensaio de irritacdo dérmica com o extrato de Mimosa tenuiflora (Wild)

Poiret

Nenhuma presenga de edema ou eritema significativo foi observada na pele, obtendo-
se assim indices preliminares de irritacdo de 0,7 e O para as diluicoes 1:04 e 1:08

respectivamente (Tabelas 8 e 9), correspondente a classificacdo de ndo irritante.
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Tabela 8 Classificacdo e média dos indices de irritacdo cutinea em camundongos submetidos
ao protocolos OECD 404 com extrato de Mimosa tenuiflora na diluicao de 1:4.

3 minutos 1 hora 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
ERI E];) ERI E];:) ERI EI;) ERI E];) ERI E];) ERI EI;)
Animal 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total: 0 2 0 0 0 0
Média: 0,7

ERI: Eritrema; EDE: Edema

Tabela 9 Classificacdo e média dos indices de irritacdo cutanea para formacdes de eritremas e
edemas observados em camundongos submetidos ao protocolos OECD 404 com extrato de
Mimosa tenuiflora na dilui¢do de 1:8.

3 minutos 1 hora 4 horas 24 horas 48 horas 72 horas
ERI EI;) ERI EE]:) ERI EEIJ) ERI EE]:) ERI El;) ERI EEIJ)
Animal 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Animal 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total: 0 0 0 0 0 0
Média: 0

ERI: Eritrema; EDE: Edema

Queiroz (2008) avaliou o potencial de irritacdo cutdnea das formulagdes foi verificado
por meio do teste de irritacdo primdria de pele em coelhos e observou-se que os géis de
carbopol com solugdo extrativa etandlica e extrato bruto Matricaria recutita Linn nas

concentragdes de 3 e 5% quando aplicados na pele intacta ndo provocou irritacao.
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4.4 Resultado do método Califérnia para mastite (CMT — TCM)

Foi realizado o CMT no inicio e no fim do experimento, classificando-se como
negativo, quando da auséncia de rea¢do ou com reacdo fraca, o qual foi representado por uma
cruz (+) 0,1; quando positivo e com a reacdo média, foi representado por duas cruzes (++)
0,2; e, quando forte e com presenca de grumos, foi representado por trés cruzes (+++) 0,3

(RIBEIRO et al., 2008).

Verificou-se que os resultados das medianas dos CMTs dos quartos inoculados
tratados com o extrato, ndo foram estatisticamente significantes (p<0.01) quando comparados

aos tratados com Cefquinoma (Tabela 10).

Tabela 10 Escores de Califérnia Mastitis Test dos grupos tratados com o extrato e antibidtico.

ESCCR(;? E PADRAO CMT

QM EXT  ANT (0-4)
1 0.2 0.3

2 0.2 0.2

3 0.3 0.3

4 0.2 0.2

5 0.3 0.3

6 0.2 0.2

7 0.3 0.3

8 0.3 0.3

9 0.2 0.3

10 0.3 0.2

11 0.2 0.3

12 0.3 0.2

QM= quarto mamario; EXT= extrato; ANT= antibi6tico

De acordo com Philpot e Nickerson (1991), na glandula infectada, as células de defesa
correspondem de 98 a 99% das células encontradas no leite de acordo com Ribas (1996), esse
numero esta entre 75% e 98% do total da CCS. Os linfécitos perfazem de 20 a 40% do total

de células e o restante corresponde a macréfagos e células secretoras descamadas (DANIEL et
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al,, 1991). As contagens elevadas de polimorfonucleares indicam a presenca de uma
inflamacdo aguda, por outro lado contagens baixas como, por exemplo, 40% podem indicar
uma lesdo cronica (BENITES; MELVILLE; COSTA, 2000). No presente estudo a
porcentagem de polimorfonucleares das amostras de leite dos animais estudados, nos dias do
experimento correspondeu ao quadro de mastite aguda corroborando com os resultados
obtidos por Almeida (2004), que realizou tratamento de mastite em bovinos por meio de

homeopatia inoculados artificialmente com Staphylococcus aureus.

4.5 Resultado do exame microbiologico

O teste da caneca foi realizado diariamente em todos os quartos mamadrios tratados,
sendo possivel observar o desaparecimento dos grumos no terceiro dia apds a inoculagdo em
ambas concentracdoes dos extratos, o mesmo observado nos quartos avaliados com o
antibiético. No entanto, no dia seguinte a primeira inoculacdo com a diluicdo 1:4 os quartos
mamadrios laterais direitos apresentaram sensibilidade, aumento no volume e inchago. No

quarto dia apds a terceira inoculacdo nado foi observado processo de sensibilidade.

Segundo Schembri (1992) essa reagdo inflamatdria pode ser explicada pelo principio
da homeopatia, onde a uma elevagdo no nimero de coldnias isoladas entre as duas coletas
iniciais e reducao nas subseqiientes ocorrendo inicialmente uma exacerbacdo da enfermidade
com posterior reacdo do organismo ao produto. Hamley (1979) afirma que essa reagcdo da
forca vital que € a agdo secunddria ou contrdria, onde o organismo estard atuando para

restauracdo do estado de normalidade.

Na avaliacdo que antecedeu as inoculagdo os isolados foram classificados em
Staphylococcus spp, Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e em Staphylococcus coagulase
negativa (SCN) quando a bactéria ndo coagulava o plasma de coelho, apresentava
caracteristicas de estafilococos na técnica de coloracdo de Gram, fermentava a glicose em
anaerobiose e produzia a catalase (BAIRD-PARKER, 1990). Apds as inoculagdes com ambos
os tratamentos foi possivel isolar e quantificar colonias de Staphylococcus aureus nos lotes
experimentais pelo método do Petrifilm, que talvez tenham passado desapercebidas pelo
método tradicional. Ao se considerar somente coldnias tipicas na contagem pelo método do
Petrifilm, foi observada diferenca significativa pelo teste de U de Mann-Whitney, quando o
extrato de jurema preta foi comparado ao tratamento com o antibidtico Cefquinome, na

dilui¢do 10™" no segundo dia, na diluicio 10? e 10~ no primeiro e segundo dia de tratamento,
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e diferindo estatisticamente em todas as dilui¢cdes para o segundo dia de tratamento (P < 0,05,

Tabela 11 ).

Tabela 11 Médias e desvio padrdo da avaliacio microbioldgica do leite de biifalas pelo
método Petrifilm.

Atividade antimicrobiana in vivo
(Contagem do n° colonias de S. aureus)

Tratamentos/ antibidticos Diluicdo 10™ Diluicdo 10~ Diluicdo 10~
Dia | 153,0 (x112,1) 88,8 (+83,7) 80,3 (£57,3)*
Dia 2 68,8 (+35,1)" 63,8 (£66.,6)" 46,3 (+38,3)"
Dia 3 1075 (£98.8) 78,3 (¢35,9) 47,00 (£18,13)
Dia 4 51,5 (£25,8) 34,25 (+15,20) 26,75 (£13,48)
Dia 5 26,75 (£7,59) 19,00 (£5,72) 13,75 (£14,38)

* Diferenca significativa (P < 0,05)

Médias seguidas de desvio padrdo na mesma linha, teste de U de Mann-Whitney, ao

nivel de 5% de significancia.

Em ambos os tratamentos foram encontradas coldnias de Staphylococcus aureus apds
o final do experimento. No entanto na analise microbiolégica microscépica foi possivel
detectar a presenca outros microrganismos como Bacillus e Streptococcus no leite dos
animais tratados com o extrato, e Staphylococcus spp e Bacillus no leite dos animais tratados

com o antibidtico.

Diluicio 107 Intervalo 1 Diluicdo 107 Intervalo 2 Diluicao 107 Intervalo 3

Figura 13 Contagem de coldnias pelo método Petrifilm nos lotes experimentais com extrato
de M.tenuiflora.
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Antibiético Intervalo 1 Antibidtico Intervalo 2 Antibiético Intervalo 3

Figura 14 Contagem de colOnias pelo método Petrifilm nos lotes experimentais com o
antibiético Cefquinoma.

Segundo Ziv (1992) nos tratamentos convencionais se utilizam preferencialmente
antimicrobianos por via intramamadria ou mesmo outra via de aplicacio em conjunto para
controlar esses casos e até mesmo como tratamento preventivo (COSTA, 2002). Wilson et al.
(1999) comparando indices de cura bacteriolégica em 9.007 casos de mastite sub-clinica,
tratados com sete antibidticos e sem tratamento medicamentoso, encontrou que nos animais

em que o S. aureus foi isolado, o indice de cura sem a utilizacdo de medicamentos foi de 57%.

O método Petrifilm é um sistema quantitativo, cada colonia é testada para a produgao
de termonuclease, o que ndo ocorre com o teste de coagulase que € semiquantitativo, ja que
colonias caracteristicas sdo selecionadas para a confirmagdo (SANTANA, 2005). Segundo
Nascimento e Corbia (2001), os quais relatam a importancia de se fazer uma amostragem das
placas, tipos de coldnias diferentes, sob pena de obter-se falhas na quantificacdo dessas
bactérias por este método, ja que foram observadas colonias com e sem halos e que
posteriormente, foram confirmadas como S.aureus e que os halos ao redor das coldnias de
estafilococos coagulase positivos podem algumas vezes ndo ser observados, em virtude da
presenca de cepas ndo lipoliticas. No entanto Baird-Parker (1990); Lancette (1992) em teste
semelhante afirmam que nem todas as cepas de S.aureus t€m a capacidade de hidrolisar a
gema do ovo. Santana (2005) em estudo comparativo entre o método convencional e a
utilizacdo do sistema Petrifilm afirma que este sistema Petrifilm € uma alternativa viavel para
a enumaracdo de estafilococos coagulase positiva em alimentos, em virtude do menor tempo

(aproximadamente 31 horas) para a obtencdo de resultados quantitativos.

Devido a insipiéncia de trabalhos na literatura cientifica especifica sobre o assunto

referente ao controle da mastite utilizando extratos vegetais por via intramamdria, foi
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necessdria entdo a adequacdo de protocolos de tratamento para conducdo desta pesquisa,
dentro de metodologia previamente estabelecida e estudos de natureza clinico-farmacolédgica
e toxicoldgica. No entanto se faz necessdrios estudos aprofundados que permitam conhecer as
utilidades e os possiveis riscos do uso dessas substincias, para que seja comprovada

cientificamente a eficacia dos mesmos.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem a importancia clinica de se avaliar meios alternativos e
economicamente vidveis para controle de infeccdes em medicina veterindria clinica. Neste

contexto, pode-se concluir que:

e O extrato de M. tenuiflora apresenta potencial de atividade antimicrobiana e significante

atividade bactericida in vitro sobre linhagens de Staphylococcus aureus ensaiadas.

e O estudo de cinética bacteriana demonstrou que as concentracdes inibitorias minimas do
extrato de M. tenuiflora exercem um efeito bactericida e bacteriostatico em um periodo de 4

horas sobre Staphylococcus aureus.

e O estudo toxicoldgico pré-clinico agudo em camundongos Swiss, tratados com as doses
do extrato de M. tenuiflora via intraperitoneal, demonstrou que o produto avaliado possui
toxicidade aguda relativamente baixa, evidenciada pelos valores de DLsy superiores 2,0 g/kg
L.p.

e Comparando as dilui¢des usadas pelo método Petrifilm, conclui-se que de um modo

geral as correlacdes das médias apresentaram valores elevados que diminuiram com o

decorrer de ambos dos tratamentos.
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ANEXOS
Anexo A 1- Tabela de toxicidade aguda
Anexo A 2- Protocolo para determinacio da concentracao de extratos vegetais.

Anexo A 3- Artigo publicado em revista.
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CAIXA 1
N° de animais

Peso (g) 1 2 3 4 5 1 5
Atividade geral

Frémito vocal

Irritabilidade

Resposta ao toque

Aperto de cauda

Contor¢ao

Trem posterior

Endireitamento

Tonus corporal

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsoes

Estimulagdes

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimacao

Ptoses

Miccao

Defecacado

Piloerecdo

Hipotermia

Respiracao

Cianose

=N E=lN=l i NN el el Hel Hel Nl I Nl Re ) B =1 E N N Rl el BF SN N el el JF N

N° de mortos

Data:

Tempo de observacdo:

Amostra:

Dose:

Investigador:

Via:
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PROTOCOLO

PLANTA UMIDADE 93g M SECA
100g = 48hs —> 7%

J- 1

INFUSAO
ALCOOLATURA
T2 hs

{

“MATERIA SECA™ <= FILTRACAO

DESIDRATAR
E {
PESAR

V. INICIAL
850 mi
ALCOOLATURA

ﬂ 300ml

DESTILACAO

|

EXTRATO BRUTO V2

EX m/v = MASSA DESIDRATADA - MASSA SECA
VOLUME FINAL
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ESTUDO COMPARATIVO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATO DE
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RESUMO

A mastite € uma das importantes enfermidades; dessa forma, o produtor sofre com severos prejuizos
econdmicos e tem a qualidade da sua produgdo comprometida. A enfermidade geralmente € tratada
com antibi6ticos. Esta prética vem sendo questionada devido a presenca de residuos no leite, e seus
riscos para seres humanos. Atualmente, nota-se uma busca por métodos alternativos de controle e
tratamento. Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades antimicrobianas de extratos
alcodlicos de casca de Jurema preta e antibidticos sintéticos, ambos no tratamento de mastite em
bubalinos. Para formulaco do extrato foram utilizados 500g de casca do caule de Jurema preta para
1L de etanol; o extrato foi diluido na propor¢cao de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32 para a
determinacio da atividade antimicrobiana da planta testada. Ja para os ensaios de antibiose foi
utilizado o método da difusdo em d4gar, frente a microrganismos Sthapylococus sp.coagulase
positiva e negativa, isolados de leite obtidos de bufalas. Pelos resultados experimentais, constatou-
se efeito do extrato de Jurema preta no tratamento de mastite em bubalinos com atividade
antimicrobiana nas concentragdes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; e que o microrganismo utilizado, neste
estudo, apresentou resisténcia a alguns antibiGticos comerciais, com maior percentagem a
Eritromicina (47,5%) e menor a Cefquinome com 4,2%.

Palavras chave: Jurema preta, sensibilidade bacteriana, antibidticos sintéticos, bubalinos.

COMPARATIVE STUDY OF THE ANTIMICROBIANA ACTIVITY OF EXTRACT OF
JUREMA BLACK (MIMOSA TENUIFLORA) AND USED SYNTHETIC ANTIBIOTICS IN
THE TREATMENT OF MASTITI IN BUBALINOS.

ABSTRACT

The mastitis is one of the major diseases, thus, the producer suffers from severe economic losses
and the quality of its production compromised. The disease is usually treated with antibiotics. This
practice has been questioned due to the presence of residues in milk, and its risks to humans.
Currently, there is a search for alternative methods of control and treatment. This study evaluated
the antimicrobial activity of alcoholic extracts from the bark of Jurema black and synthetic
antibiotics, both in the treatment of mastitis in buffaloes. For formulation of the extract were used
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