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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de atividade antimicrobiana in
vitro dos extratos de algumas plantas endémicas do Cerrado tais como Baccharis dracunculifolia,
Cochlospermum regium, Croton antisyphiliticus, Eugenia dysenterica e Lippia sidoides, frente ao agente
Staphylococcus aureus isolado de leite mastitico, 6steo do teto da vaca, equipamento de ordenha-
deira, fossas nasais e garganta do ordenhador. Os extratos foram preparados a partir das partes
aéreas e sistema radicular das plantas utilizando os solventes metanol, hexano e cloroférmio na
concentragdo de 10%. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi aplicada a técnica de mi-
crodiluicdo em caldo para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguida da
determinacdo da Concentracao Bactericida Minima (MBC). Os extratos de Baccharis dracunculifolia,
Croton antisyphiliticus, seguido do extrato de Lippia sidoides, apresentaram, respectivamente, melhor
atividade inibitéria sobre a multiplicagdo da bactéria Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos
demonstraram, ainda, que as estirpes isoladas do leite e das fossas nasais do ordenhador foram
resistentes a gentamicina, principio ativo muito utilizado no combate a mastite bovina, porém
sensiveis aos extratos das plantas referidas, refor¢ando a importancia das plantas medicinais como
recurso terapéutico e sua aplicabilidade.
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ABSTRACT

IN-VITRO EVALUATION OF EXTRACT OF MEDICINAL PLANTS FROM CERRADO
AGAINST THE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLATED FROM DIFFERENT ORIGINS ON
DAIRY FARMS. The objective of this study is to evaluate the potencial microbial activity in-vitro
from the extract of some endemic plants from Cerrado such as Baccharis dracunculifolia,
Cochlospermum regium, Croton antisyphiliticus, Eugenia dysentericaand Lippia sidoides, against the agent
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitic milk, osteo from cow’s teat, milker equipament,
nasal cavitites and milker’s gullet. The extracts were prepared from aerial parts as well as the
reticular systems of plants using the solvents methanol, hexane and chloroform at a concentration
of 10%. To evaluate the antimicrobial activity, the technique of microdilution in broth was used
for determining the Minimal Inibitory Concentration (MIC) followed by the determination of
Minimal Bactericidal Concentration (MBC). The extracts from Baccharis dracunculifolia and Croton
antisyphiliticus, followed by extracts from Lippia sidoides, reported respectively, presented better
inhibitory activity against the multiplication of the bacteria Staphylococcus aureus. Furthermore,
the results demonstrate that the isolated strains from the milk and nasal cavities of the milker
showed strong resistance against gentamicin, active agent commonly applied to combat mastitis
bovine. However, there was sensitivity against extracts from the reported plants, reinforcing the
importance of the medicinal plants as a therapeutic resource and its aplicability.

KEY WORDS: Antimicrobial activity, phytotherapy, Lippia, Baccharis, Croton.

INTRODUCAO diretamente pelasatide da glandulamamariadoanimal,
por fatores zootécnicos associados ao manejo, alimenta-

O leite bovino é um alimento essencial na dieta hu- ¢ao, potencial genético dos rebanhos e por processos de
mana e a qualidade do produto in natura é influenciada obtencdo e armazenamento do leite (Souza et al., 2005).
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O fator limitante mais relevante na produgao lei-
teira é a ocorréncia de mastite bovina, caracterizada
por processo inflamatério da glandula mamaria,
responsavel pelas maiores perdas econdmicas do
setor devido ao comprometimento da produtivi-
dade (BaLaBan; Razoovy, 2000). Em diversos paises
o principal agente etiolégico da mastite bovina é
o micro-organismo Staphylococcus aureus (SA et al.,
2004), o qual desempenha importante papel na epi-
demiologia de doengas veiculadas por alimentos,
pois produz toxinas termorresistentes causadoras de
gastroenterites alimentares no ser humano, e ainda
possui fatores de viruléncia que conferem alta re-
sisténcia aos antimicrobianos (ZEccony; Hann, 2000).

A dificuldadeno controle e tratamento damastite,
aliada a existéncia de estudos prévios que relatam
a presenca de substancias em plantas nativas com
atividade antimicrobiana, torna promissora a pes-
quisa com extratos e compostos de origem vegetal
(Rios; Reccio, 2005; SHER, 2009).

Diante darealidadeapresentadajustifica-se o pre-
sente estudo, que tem como objetivo avaliar o poten-
cial antimicrobiano de extratos das espécies Baccharis
dracunculifolia (vassourinha), Cochlospermum regium
(algodaozinho docampo), Crotonantisyphiliticus (pé de
perdiz), Eugenia dysenterica (cagaita) e Lippia sidoides
(alecrim pimenta), endémicas do Cerrado, frente ao
agente etiologico, isolados de leite mastitico, bem
como de outras fontes de contaminacdo envolvidas
na cadeia produtiva do leite.

MATERIAL E METODOS

As espécies alvo desse trabalho foram: L. sidoides
(folha), C. regium (casca, entre casca e cerne daraiz),
B. dracunculifolia (folha), C. antisyphiliticum (raiz)
e E. dysenterica (folha), elas foram herborizadas e
receberam os vouchers: HPM 1327, HPM 272, HPM
1334, HPM 293, e HPM 1335, respectivamente.

As plantas foram coletadas no Municipio de
Araxa, MG, proximo areserva ecolégica Ecocerrado
Brasil localizada a margem da BR 262, no km 715,
(Lat.19° 36" 47,1°°S, Long.47° 08" 20,9”"W e 939m.).
As identificagdes taxondmicas foram realizadas por
especialistas do Instituto de Botanica da USP, Sao
Paulo e as exsicatas foram depositados no herbario
da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP).
Esse trabalho tem autorizacdo especial de acesso
e de remessa de amostra de componentes do pat-
rimonio genético emitido pelo IBAMA (Processo
02001.000466/2009-77).

As partes aéreas e sistema radicular foram secos
em estufa com circulacédo forcada de ar a 50° C e, em
seguida, pulverizadas em moinho de faca (Marconi ®)
atéaobtencdo de material com particulas de40 mesh.
Para a preparagdo dos extratos foram utilizados

10% (P/V) de droga vegetal e os solventes metanol,
hexano e cloroférmio. O processo de maceragdo foi
estatico, em temperatura ambiente, com homoge—
neizacdes diarias por sete dias. Posteriormente, as
solucdes foram filtradas em papel filtro Whatman
n°l e rotaevaporadas. O processo de obtencao dos
extratos foiexecutadono Laboratério de Fitoquimica
do Departamento de Biotecnologia de Plantas Me-
dicinais da UNAERP. Para a realizacdo dos ensaios
com os isolados das bactérias, os extratos foram dis-
solvidos inicialmente em dimetilsulféxido (DMSO)
seguidos da adi¢ao de Tween 80, com concentracdao
final de 10 mg/mL.

As amostras dos micro-organismos foram obti-
das por FErRrerA (2008) de uma propriedade rural
de exploracdo leiteira localizada na regidao nordeste
do Estado de Sdo Paulo, na qual foram selecionadas
fémeas que apresentassem sinais clinicos de mastite
descritos por Cosra et al. (2000), bem como resultado
positivo para o California Mastitis Test (CMT). A
partir desses animais, amostras de diversas fontes de
veiculagdo da doenga foram obtidas deacordo com os
procedimentos recomendados pelo National Mastitis
Council (HarRMON et al., 1990). Os micro-organismos
isolados foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Antonio Nader Filho, docente do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao Ani-
mal da UNESP - Jaboticabal, e cujosisolamentos foram
realizados a partir do desenvolvimento de projeto
Auxilio Pesquisa, apoiado pela FAPESP (05/53856-3).

No presente estudo foram utilizadas seis estirpes,
isoladas respectivamente do leite mastitico, ésteo
do teto da vaca, equipamento de ordenhadeira,
fossas nasais e garganta do ordenhador, e uma
cepa padrdao ATCC 25923. Testes de sensibilidade
in vitro frente a gentamicina foram realizados e
foram identificadas trés estirpes sensiveis e trés
resistentes (BAUER et al., 1966). A gentamicina foi
utilizada como o antibiético de escolha devido a
excelente atividade exercida sobre o S. aureus nos
casos de mastite tratados no periodo de lactagao,
bem como frente a tais micro-organismos isolados
do leite de animais enfermos (ZAFALON et al., 2007;
NaADER FiLHO et al., 2007).

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
extratos das plantas in vitro foi aplicada a técnica
de microdiluicdo em caldo para determinacdo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), de acordo
com a descri¢do em CLINICA AND LABORATORY STAN-
DARDs INSTITUTE (2003). Foi utilizada a gentamicina
como antibidtico de referéncia sobre os isolados
de S. aureus. A Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) foi determinada segundo SMITH-PALMER (1998)
com modifica¢des. O experimento foi realizado no
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento
de Biotecnologia de Plantas Medicinais UNAERP,
Estado de Sao Paulo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados no presente trabalho
mostram que o extrato cloroférmico de B. dracun-
culifolia tem consideravel atividade in vitro sobre as
estirpesde S. aureusisoladas do teto da vaca, garganta
do ordenhador e cepa padrdao ATCC, enquanto o
extrato metandlico exerceu ac¢do inibitéria sobre as
cepas de origem humana (fossas nasais e garganta). O
extrato hexanico apresentou CIM de 5% apenas sobre
a estirpe isolada da garganta do ordenhador (Tabela
1). Tais resultados corroboram com os dados obtidos
por SiLva FiLno et al. (2008). Esses autores avaliaram a
atividadeantimicrobiana do extrato bruto defolhaem
diclometano, sobre S. aureus ATCC 43300 e obtiveram
concentragdo inibitéria a 50% e 100 ug, sendo essa
atividade atribuida aos triterpenos acido ursélico e
2a-hidroxiacidoursélicoisolados doextrato.Segundo
FerrONATO €t al. (2007), substancias volateis presentes
nooleoessencial de B. dracunculifolia tambémapresen-
tam atividade contra S. aureus. Além disso, ha relatos
na literatura com outras espécies de Baccharis como B.
trimera (AvaNCINI et al., 2000) e B. nitida (RANGEL et al.,
2001) mostrandoaacdo antimicrobiana dessas plantas
sobre a mesma bactéria. Esses dados elucidam que o
género Baccharis bem comoaespécie dracunculifolinsao
promissores para o desenvolvimento de medicamento
fitoterdpico antimicrobiano e que vdrias substancias
sdo responsaveis por essa atividade.

Outra espécie estudada no presente trabalho foi
a Cochlospermum regium Mart. denominada popular-
mente de algodaozinho, pertencente a familia Co-
chlospermaceae. Os extratos hexanico, cloroférmico

e metanolico obtidos a partir da casca, da entre casca
e do cerne da raiz da planta ndo inibiram in vitro o
crescimento das cepas de S. aureus, agente causal da
mastite bovina. Esse resultado diverge dos dados
obtidos por OLIVEIRA ef al. (1996), que demonstraram
a atividade do extrato hexanico frente S. aureus e E.
coli com efetividade semelhante ao antibi6tico vanco-
micina e cefoxitina e também dos resultados apresen-
tados por Brum et al. (1997) que, ao utilizarem o 6leo
essencial de C. regium contra S. aureus, determinaram
uma CIM de 1.5 mg/mL. Embora levantamentos
etnofarmacoldgicos demostrem sua utilizagdo como
antissépticoeminfecgdes ginecoldgicas e para tratar dl-
cerasinternaseexternas (TResvENzoL et al., 2006; NUNESs
et al., 2003; Souza; FeLriL, 2006), serdao necessarias
novas pesquisas para assegurar o uso dessa espécie
como antimicrobiano, considerando que variagoes
genéticas e ambientais podem estar interferindo nos
resultados apresentados. Estudos envolvendo dife-
rentes genotipos coletados em ambientes diversos
poderdo, no futuro, explicar as diferengas encontradas
nos estudos mencionados acima.

Resultados semelhantes ao obtido com a espécie
C. regium foram observados com a planta Eugenia dy-
senterica DC. (Myrtaceae). Uma importante frutifera
nativa do Cerrado, conhecida popularmente como
cagaiteira. Nenhum dos extratos avaliados apre-
sentou atividade antimicrobiana in vitro contra S.
aureus. Entretanto, segundo Cosraet al. (2000), o 6leo
essencial extraido das folhas dessa espécie apresen-
tou atividade antifangica com CIM de 3.12 mg/mL
contra Cryptococcus neoformans var. neoformans e C.
neoformans var. gatti.

Tabela 1 - Determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de plantas medicinais do Cerrado frente

a isolados de campo da espécie Staphylococcus aureus, agente causal da mastite bovina.

Extrato (Solvente) Leite Teto Ordenhadeira 1:;22?2 Garganta ?g 9C2§
Baccharis dracunculifolia (C) * 125 ug * * 125 ug 500 ug
Baccharis dracunculifolia (H) * * * * 500 pg *
Baccharis dracunculifolia (M) * * * 125 ug 250 pug *
Cochlospermum regium casca (M) * * * * * *
Cochlospermum regium entre casca (H) * * * * * *
Cochlospermum regium entre casca (M) * * * * * *
Cochlospermum regium cerne raiz (C) * * * * * *
Cochlospermum regium cerne raiz (H) * * * * * *
Cochlospermum regium cerne raiz (M) * * * * * *
Croton antisyphiliticus (C) 125pug  125ug * 250 ug 500 ug 125 ug
Croton antisyphiliticus (H) 250 ug  125ug * 125 ug 500 ug 125 ug
Croton antisyphiliticus (M) * * * * * *
Eugenia dysenterica (M) * * * * * *
Lippia sidoides (H) 500 ug * * 500 ug * *
Lippia sidoides (M) * * * * * *
Gentamicina 30 pg R S R R S S

*Concentracao inibitéria minima superior a 1 mg ou agdo bacteriostatica; C = Cloroférmio; H = Hexano; M = Metanol;
R = Resistente (houve multiplicacdo bacteriana); S = Sensivel (ndo houve multiplica¢do bacteriana).
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O estudo realizado com Croton antisyphiliticus
(Euphorbiaceae), uma planta também endémica
do Cerrado, que até o presente momento nao foi
investigada quanto a atividade biolégica e investi-
gacdes quimicas, mostrou que o extrato metandlico
nado inibiu a multiplicagdo bacteriana de forma
satisfatoria, entretanto os extratos cloroférmico e
hexanico exerceram expressiva atividade in vitro
sobre as estirpes testadas, com excecdo da estirpe
isolada a partir da ordenhadeira (Tabela 1). A
utilizacdo dessa espécie é preconizada por popu-
lagdes tradicionais para tratar tlceras externas e
eczemas e o presente trabalho vem contribuir
para a comprovacao da atividade antimicrobiana
sugerida em levantamentos etnofarmacolégicos
(Ropricugs; CaRVALHO, 2001; RODRIGUES et al., 2002;
FENNER ef al., 2006).

Outra espécie investigada neste trabalho foi a
Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) uma planta
popularmente conhecida como alecrim-pimenta,
endémica dos biomas Cerrado e Caatinga. Varios
estudos tém mostrado a atividade antimicrobiana
do 6leo de L. sidoides, a qual tem sido atribuida prin-
cipalmente ao timol e carvacrol, ambas substancias
antissépticas consagradas (Matos; OLIVEIRA, 1998;
Duarteetal.,2005). Trabalhos realizados por BERTINI
et al. (2005) e OLIVEIRA et al. (2006) mostraram que o
6leo essencial de L. sidoides apresentou sobre cepas
de S. aureus uma CIM inferior a 5%. No presente
estudo o extrato hexanico de L. sidoides apresentou
CIM de 5% sobre as estirpes isoladas do leite e das
fossas nasais do ordenhador, ja o extrato metanélico
ndo inibiu o crescimento da bactéria. Esse resultado
elucida que a planta apresenta compostos nao vo-
lateis com ac¢do antimicrobiana, merecendo assim
investigagcdes do ponto de vista fitoquimico para
a elucidagdo de estruturas responsaveis por essa
atividade.

CONCLUSAO

Diante dos resultados observados sob as
condicdes deste estudo, conclui-se que os extratos
de B. dracunculifolia, C. antisyphiliticus, seguido de L.
sidoides, demonstraram melhor atividadeinibitéria e
bactericida in vitrosobreamultiplicagdo dabactéria S.
aureus, causadora da mastite bovina. Ressalta-se que
as estirpes isoladas diretamente do leite e das fossas
nasais do ordenhador apresentaram-se resistentes a
gentamicina, porém sensiveis as plantas referidas.
Considerando a atual problematica da dificuldade
no controle e tratamento da mastite bovina, bem
como a presenca de residuos de antibiéticos no leite
ederivados, os dados obtidos evidenciam o potencial
uso das plantas medicinais como recurso terapéutico
no controle dessa enfermidade.
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