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RESUMO

QUINTAO, C.C.R. Avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana e
citotoxicidade de substancias naturais frente a microrganismos
causadores de mastite bovina. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Bioldgicas) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora, 2009.

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas esta
associado a medicina popular de diferentes partes do mundo. A cada dia, os
microrganismos que causam prejuizos a saude humana e animal tém se
mostrado mais resistentes a maioria dos antibioticos conhecidos, fato este que
estimula a procura por novas substancias com potencial antimicrobiano,
principalmente de ocorréncia natural. O uso na medicina popular das espécies
do género Pterodon e Lippia, devido aos seus efeitos anti-reumaticos,
analgésicos e antiinflamatorios, € amplamente difundido. Para a avaliacdo da
atividade antimicrobiana e andlise de citotoxicidade em fibroblastos bovinos
foram selecionadas as espécies Pterodon emarginatus Vog., Lippia lacunosa,
Lippia rotundifolia e Lippia salvifolia. Os microrganismos-alvo deste estudo
(Staphylococcus aureus, Streptocccus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus bovis e Klebsiella pneumoniae) foram
obtidos de animais com mastite, oriundos de propriedades rurais no interior de
Minas Gerais. De P. ermaginatus, foram testadas as fracdes hexanica (FH),
acetato de etila (FAE), butandlica (FB), metandlica (FM) e etandlica (FE), sendo
gue a atividade antimicrobiana foi evidenciada para as FH e FE. A menor CIM
encontrada foi a da FH contra S. dysgalactiae na concentracdo de 0,625
mg/mL. Para a obtencdo dos peptideos de Lippia, foram preparados o0s
extratos aquosos (EA) a partir de suas folhas e flores. Os EA de L. lacunosa e
L. salvifolia foram bacteriostaticos (CIM = 80 u g/mL) para S. aureus e S.
agalactiae, respectivamente. L. rotundifolia foi bacteriostética contra S. uberis
(CIM=10 p g/mL). O teste de viabilidade celular demonstrou que os extratos
obtidos de Lippia lacunosa e Lippia rotundifolia ndo foram toxicos quando
comparados ao controle, no entanto, foram observadas alteracées morfolégicas
em concentragbes >80 p g/mL. Com esses resultados, pode-se verificar que
tais plantas apresentam potencial antimicrobiano e sua utilizacdo pode estar
prevista tanto para o tratamento da mastite como em formulagfes antissépticas
utilizadas em laboratdrios, como aqueles de cultivo celular.

Palavras-chave: plantas medicinais, atividade antimicrobiana, viabilidade
celular.



ABSTRACT

QUINTAO, C.C.R. Evaluation in vitro of the antimicrobial activity and cito-
toxicity of natural substances against microrganisms that cause bovine
mastitis. 2009. Master Dissertation - Institute of Biological Sciences, Federal
University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2009.

The use of medicinal plants in the treatment of many diseases is associated
with the popular medicine from different parts of the world. Each day, the
microrganisms that cause damages to the human and animal health have
shown more resistance to most of the known antibiotics, stimulating the search
for new antimicrobials substances, mainly from natural occurrence. The use of
the specie Pterodon ermaginatus and genus Lippia as anti-inflammatory, anti-
rheumatic and analgesic drugs in the popular medicine is widely spread. For the
evaluation of the antimicrobial activity the species Pterodon emarginatus Vog.,
Lippia lacunosa, Lippia rotundifolia and Lippia salvifolia were selected the
microrganisms  (Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis and
Klebsiella pneumoniae) which were retrieved from animals with mastitis raised
on farms in the country side of Minas Gerais. From P. ermaginatus were
tested the hexanic (HF), ethyl acetate (AEF), buthanol (BF), methanol (MF) and
ethanol (EF) fractions. The antimicrobial activity was evidenced by the HF and
EF. The smallest MIC found was of the HF against S. dysgalactiae in the
concentration of 0.625 mg/mL. For the attainment of peptides of Lippia, the
aqueous extracts (AE) from its leaves and flowers had been prepared. The AE
of L. salvifolia and L. lacunosa were bacteriostatic (MIC=80 pu g/mL) for S.
aureus and S. agalactiae, respectively. L. rotundifolia was bacteriostatic against
S. uberis (MIC=10 p g/mL). The test of cellular viability for the extracts of Lippia
sp showed that they were not toxic when compared to the control. The
morphologic analysis showed that alterations in the format of the cells occurred
in a concentration = 80 yu g/mL. These results of this study provide additional
evidence that these plants have antimicrobial potential against microrganisms
that cause bovine mastitis and suggest its use as a natural antiseptic.

Key Words: medicinal plants, antimicrobial activity, cellular viability.
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1 INTRODUGCAO

1.1 AGRICULTURA ORGANICA E SAUDE PUBLICA

Ao longo do século XX, disseminou-se pelo mundo o uso de produtos
guimicos na agricultura e na pecuaria. Através da alimentacdo, residuos desses
produtos chegaram ao organismo humano, com repercussdes negativas sobre a
saude (MOREIRA, 1995). Essa situacdo despertou em muitos profissionais e, na
sociedade como um todo, a urgéncia de se criar animais e de cultivar a terra de
maneira mais sadia para o homem, para os animais e para o ambiente. Neste
contexto, h4 uma enorme massa critica que promove um interesse crescente, em
nivel mundial, em integrar uma ldgica ecolégica a producdo agropecudria,
promovendo ajustes nos sistemas produtivos de modo a torna-los ambiental, social e
economicamente viaveis e compativeis. Em consequéncia disto, a agropecuaria
ecolégica ganhou forca, considerando as inUmeras vantagens sanitarias e
econdbmicas decorrentes desse modo de produgcdo de alimentos (MOREIRA e
PAIXAO, 2005).

Segundo Darolt (2003), a agricultura organica vem se fortalecendo em todo
mundo devido a alguns fatores como a crescente preocupacdo com as questdes
ambientais (erosdo do solo, contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas),
guestdes sociais (éxodo rural, inchaco das cidades, aumentos da violéncia) e a
procura por alimentos livres da contaminacdo por agentes quimicos sintéticos. A
agricultura orgéanica visa o equilibrio da propriedade como um todo, sem excluir as
pessoas envolvidas no processo, sejam elas os proprietarios ou os trabalhadores.
Este equilibrio permite uma maior sustentabilidade do sistema, pois o0 organismo
agricola (propriedade) passa a ter um maior poder de recuperacdo contra possiveis
adversidades, evitando assim sua degradacao e possibilitando uma oferta de
alimentos comprovadamente mais saudaveis. O Brasil possui, segundo dados do
Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico e Social (ORMOND et al., 2002),
270 mil hectares sob manejo organico ou em conversdo com uma area de 353
milhdes de hectares destinados a agricultura, correspondendo assim a 0,08% de
area organica em relacdo a area total agricultavel, demonstrando um imenso

potencial nesse setor.
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Dentro desse cenério, onde o Brasil demonstra um imenso potencial, é
importante que o governo juntamente com as organizagbes ndo governamentais
(ONGs) do setor, as universidades, as entidades certificadoras e a comunidade em
geral, faca a sua parte para que a agricultura organica deixe de ser simplesmente
uma promessa e se transforme em uma realidade, contribuindo assim para um
desenvolvimento sustentavel, respeitando, sobretudo, as relacdes do homem com a
natureza (DAROLT, 2003).

De acordo com a Instrugdo Normativa do MAPA N° 007 (1999),
posteriormente ratificada pela Lei 10.831 (2003), que dispbe sobre a agricultura
organica e da outras providéncias, estdo descritas as normas para a producao
animal, com as préticas permitidas e as proibidas. Neste contexto, a fitoterapia &
uma das terapéuticas desejadas e recomendadas no controle sanitario do rebanho,
enquanto que a utilizacdo de antibidticos e esteroides, que sdo os medicamentos
empregados no tratamento convencional de mastites, estdo classificadas como
técnicas proibidas (BRASIL, 1999; ALMEIDA, 2001; BRASIL, 2003). No que diz
respeito a sanidade do rebanho esta proibido o uso de aditivos, promotores de
crescimento e estimulante de apetite. Almeida (2000) ressalta que os produtores
devem ainda estar atentos para os produtos usados na lavagem e desinfeccdo dos
utensilios usados na producéo.

A qualidade do leite tem destacada importancia sob o ponto de vista de saude
publica, visto que séo freqlentes os casos de doencas associadas ao seu consumo
e demais derivados lacteos contaminados com microrganismos patogénicos
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). No caso das contaminacdes microbianas dos
alimentos por microrganismos patogénicos, 0 risco a saude publica esta na
caracteristica de alguns deles produzirem toxinas extracelulares e fatores de
viruléncia que causam transtornos importantes aos consumidores, desde leves
toxinfeccdes alimentares até choque letal (CARDOSO, CARMO e SILVA, 2000).

Outra preocupacdao por parte das industrias e dos consumidores diz respeito a
persisténcia de residuos de antibioticos no leite, decorrentes dos tratamentos com
antibioticos intramamarios ou sistémicos para combate e/ou prevencao de mastites
(COSTA , 1999; RAIA et al., 1999).
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1.2 MASTITE BOVINA

Dentre as doencas de maior importancia nos sistemas de exploracao
pecudria estd a mastite, que afeta acentuadamente a producéo leiteira mundial pela
reducdo na capacidade produtora dos rebanhos infectados e queda na qualidade do
produto final (SILVA, 1999). Tais fatores contribuem para a redugcao do rendimento
industrial na fabricacdo de derivados devido as alteracbes na composicédo do leite
mamitico (LANGONI, DOMINGUES e SILVA, 1999).

Além disso, a mastite clinica aumenta o risco de residuos antimicrobianos no
leite, portanto, além do prejuizo diretamente relacionado ao processo inflamatério,
acrescenta-se o custo com medicamentos, aumento da mao-de-obra e tempo de
descarte do leite apds tratamento até a total eliminacéo dos residuos de antibiéticos
utilizados (Costa, 1999) (Figura 1). Contudo, a maioria das mastites apresenta-se
sem sinais fisicos de processo inflamatério agudo, sendo crénicas ou incipientes e,
apesar do aspecto inofensivo, causam sérios prejuizos econdmicos e servem de
fonte de infeccdo (COSTA, 1998).

O conhecimento da anatomia e fisiologia do ubere (Figura 2) & necessario
para o melhor entendimento de como a mastite se instala e de como operam as
defesas do hospedeiro para reduzir a infecgéo (COSTA, 1998).

Cada quarto mamario € composto de cisterna do teto, cisterna da glandula,
ductos galactéforos e tecido glandular secretor. Este tecido contém milhdes de
estruturas em forma de pequenos sacos denominados alvéolos. Cada alvéolo é
revestido por células epiteliais produtoras de leite e sdo circundados por células
musculares lisas (células miopiteliais) que, ao contrairem, expulsam o leite do
alvéolo, durante a ordenha. Vasos sanglineos trazem nutrientes para cada alvéolo,
gue os convertem em leite. Entre as ordenhas, o leite € armazenado dentro dos
espacos alveolares, ductos e cisternas. Na ordenha, é removido através do canal do
teto (COSTA, 1998).
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Figura 1 - Prejuizos de um caso clinico de mastite. Azul: redugdo na producao de leite;
amarelo: descarte de leite improprio; laranja: medicamentos; lilds: servi¢os
extras.

O processo inflamatério da glandula mamaria deve ser diagnosticado pelo
exame clinico desta através de inspec¢do visual, laboratorial e/ou apalpacdo. No
exame laboratorial, s8o avaliadas principalmente suas caracteristicas
macroscopicas, sua celularidade direta e indireta e seu perfil microbioldgico, atraves
do cultivo de leite oriundo das glandulas mamarias acometidas (GRUNERT, 1993).

A mastite clinica apresenta sinais evidentes como edema, aumento de
temperatura, endurecimento, dor e secrecdo purulenta na glandula maméaria
(FONSECA e SANTOS, 2000). Na forma subclinica, na qual ndo ha sinais visiveis
de inflamacdo do Ubere, ndo se observam alteracdes macroscépicas e sim na
composicdo do leite (teor de proteinas, gordura e lactose) (CULLOR, TYLER e
SMITH, 1994), no entanto, a principal alteracdo estd no aumento de células
sométicas (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996).
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Figura 2 - A estrutura suspensa do Ubere.
Fonte: http:// uff.br/.../Contetdos
/glandula_mamaria.htm

Uma glandula mamaéaria sadia é protegida por uma variedade de mecanismos
de defesa naturais. Esses mecanismos podem ser ndo imunoldgicos (inespecificos)
ou imunolégicos (GIRAUDO, 1996). O primeiro deles esta constituido por uma
barreira fisica, que inclui canal e esfincter do teto, os quais possuem propriedades
defensivas como um mecanismo de oclusdo relativamente eficiente e proteinas
bactericidas (NICKERSON, 1985; HILLERTON, 1996).

Um mecanismo adicional de defesa do teto citado por Nickerson (1985) e
Hillerton (1996) € o seu revestimento por uma camada de queratina (composta por
células epiteliais descamadas, acidos graxos e proteinas catibnicas). Os autores
comentam que ha evidéncias de que a queratina tenha funcdo de adsorver as
bactérias e em seguida, remové-las juntamente com a camada de queratina durante
a ordenha. Fatores (ambientais e/ou equipamentos de ordenha) que afetam a
integridade da camada de queratina podem afetar a susceptibilidade as infeccdes
intramamarias.

A segunda linha de defesa glandular, segundo Giraudo (1996),
Suriyasathaporn et al. (2000) e Hurley e Morin (2001), é constituida pelo sistema
imunoldgico, o qual envolve imunidade celular e humoral. A primeira € conferida
pelos leucocitos que sdo células efetoras do sistema imune. A resposta imune
humoral envolve um antigeno, material estranho que estimula uma resposta imune

especifica, e um anticorpo, uma proteina especial sintetizada pelos linfocitos B e
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células plasmaticas, capaz de se combinar ao antigeno especifico (HURLEY e
MORIN, 2001).

No Brasil, segundo Brant e Figueiredo (1994), a mastite subclinica
caracteriza-se por uma elevada incidéncia (44,88% a 97,0%) e uma reducgéo de
25,4% a 43% na producéao de leite.

A grande preocupacdo com a alta incidéncia de casos de mastite esta na
gualidade do leite, que é considerado o mais nobre dos alimentos. Por sua
composicao rica em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, ele
proporciona nutrientes e protecdo imunoldgica para o0 neonato. Além de suas
propriedades nutricionais, o leite oferece elementos anti-carcinogénicos presentes
na gordura como o &cido linoléico conjugado, esfingomielina, acido butirico, B-
caroteno e vitaminas A e D (MILLER, 2002). A mastite afeta a qualidade do leite por
provocar alteracdes nos seus trés principais componentes: gordura, proteina e
lactose, contudo, enzimas e minerais também sdo afetados (SCHAELLIBAUM,
2000).

Do ponto de vista tecnolégico, a qualidade da matéria-prima € um das
maiores entraves ao desenvolvimento e consolidacdo da industria de laticinios no
Brasil (MULLER, 2002). A extensdo do aumento da contagem das células somaticas
e as mudancas na composicdo do leite estdo diretamente relacionadas com a
superficie do tecido mamario atingido pela reacdo inflamatéria (SCHAELLIBAUM,
2000). Vale ressaltar que had uma relacdo direta entre a contagem das células
somaticas (CCS) e a concentracao dos principais componentes do leite.

Assim, a CCS representa um indicativo de qualidade da producdo dos
rebanhos, pois com seu aumento pode ocorrer: alteragdo na composicao e redugao
nas caracteristicas do leite (0 que leva a um menor tempo de prateleira), além da
demonstracao de condicOes sanitarias insatisfatorias. Esses fatores contribuem para
imposicao de barreiras ao comércio internacional.

Em relagdo as proteinas, ocorre uma reducdo naquelas sintetizadas na
glandula mamaéria (a e B caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e um aumento
nas proteinas de origem sanguinea (albumina sérica e imunoglobulinas), em virtude
do aumento de permeabilidade vascular secundario ao processo inflamatorio
(KITCHEN, 1981). A proteina total do leite tem pouca variagdo, mas a concentragdo
de cada tipo de proteina varia acentuadamente.
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A mastite também estéd associada a diminui¢cdo da concentracao de lactose e
potassio no leite e a uma elevacdo nos niveis de sodio e cloro que passam do
sangue para o leite (KITCHEN, 1981; SCHAELLIBAUM, 2000).

O controle da mastite bovina é a principal causa para o tratamento de vacas
com antimicrobianos (COELHO, 2003; COSTA, MANGERONA e BENITES, 1996). O
tratamento tem como principais objetivos: prevencdo da mortalidade dos animais
Nnos casos agudos; retorno a composicdo e a producdo normal de leite; eliminagéo
de fontes de infeccdo e prevencdo de novas infec¢des no periodo seco (CULLOR,
TYLER, SMITH, 1994).

Um grande inconveniente do uso indiscriminado desses farmacos é a
presenca de seus residuos no leite e derivados destinados ao consumidor. Coelho
(2003) e Costa (1999) evidenciaram a presenca de antibioticos, apesar de ter sido
respeitado o periodo de retirada estabelecido e recomendado pelos fabricantes, ndo
s6 nos quartos tratados via intramamaria, mas também nos quartos ndo tratados
adjacentes aos mesmos.

Além da presenca de residuos, o aumento da resisténcia microbiana € outro
fator preocupante na administracdo desses antibioticos. Apesar da disponibilidade
de uma ampla variedade de antimicrobianos para o tratamento da mastite bovina, o
problema de resisténcia dos microrganismos acentuou-se no Brasil (COSTA,
MANGERONA e BENITES, 1996). No entanto, s&o as alteracdes
anatomopatoldgicas induzidas por certas infec¢des, que impedem o acesso do

medicamento no foco, as principais responsaveis (BARRAGY, 1994).

1.2.1 AGENTES ETIOLOGICOS

A mastite pode ocorrer como consequéncia de alteracdes fisioldgicas e/ou
metabdlicas, traumas, alergias ou, como ocorre mais freqlientemente, devido a acédo
de microrganismos (infecciosa), sendo esta ultima a mais importante sob os pontos
de vista econémica e de saude publica (COSTA, 1991).

O potencial de invasdo microbiana € aumentando pela colonizagdo por
bactérias tanto no periodo seco como durante a lactacdo. A desinfeccdo péds-
ordenha com germicida reduz acentuadamente essa colonizagcéo do canal do teto. A

patologia manifesta-se quando o0s microrganismos passam pelo canal do teto,



23

sobrepujam as defesas do hospedeiro e multiplicam-se livremente (COSTA, 1998).

Os principais agentes etioldgicos de mastite foram, convencionalmente,
classificados quanto a sua origem e modo de transmissdo em dois grupos:
contagiosos, transmissiveis ou vaca-dependentes, 0s quais sdo transmitidos
principalmente durante a ordenha e estdo presentes no corpo do animal com ou sem
mastite; ambientais ou ubiquitarios, presentes no ar, 4gua, cama e fezes. No
primeiro grupo encontram-se o Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ,
Streptococcus uberis, Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae e
Corynebacterium bovis;, no segundo grupo, estdo incluidos Klebsiela pneumoniae e
outros estreptococos, enterobactérias, Actinomyces pyogenes, Pseudomonas sp.,
além de fungos, principalmente leveduras, e algas clorofiladas do género Prototheca
sp. (COSTA, 1998).

O Staphylococcus aureus tem importancia epidemiologica para 0 homem
devido a capacidade que certas linhagems tém de produzir toxinas nos alimentos
(ZECCONI e HAHN, 2001). Quando alimentos com essas toxinas séo ingeridos por
humanos podem provocar febre, vOmitos, nausea e diarréia como os sintomas mais
comuns. De fato, as classicas toxinas termo-resistentes foram, inicialmente,
definidas por suas atividades pirogénicas e eméticas e, somente, mais tarde,
caracterizadas como superantigenos (FUEYO et al., 2005). Estas toxinas possuem
elevada resisténcia térmica, sendo dificil sua inativacdo pelos meétodos térmicos
tradicionais de tratamento do leite, como a pasteurizacdo (FAGUNDES; OLIVEIRA,
2004). S. aureus destaca-se como microrganismo de grande importancia na
incidéncia de mastite infecciosa nos rebanhos leiteiros mundiais e, em funcéo de sua
elevada resisténcia aos antibidticos, seu tratamento torna-se dificil (ZECCON;
HAHN, 2000).

O Staphylococcus aureus ainda produz uma grande variedade de proteinas
gue contribuem tanto para a colonizagdo como para o0 desenvolvimento de
processos patoldgicos. Aproximadamente todas as espécies isoladas secretam
citotoxinas e enzimas como hemolisinas, nucleases, lipases, hialuronidase e
colagenase, cujas principais funcdes sao converter o tecido do hospedeiro em
nutrientes para seu crescimento e promover a difusdo do patégeno pelo corpo do
hospedeiro (FUEYO et al., 2005).

Segundo Barlow (2001), o S. aureus juntamente com o S. uberis foram

identificados como o0s principais agentes causadores de mastites em 40
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propriedades leiteiras organicas na regiao de Vermont/EUA. De acordo com Brabes
et al. (1999), a prevaléncia do S. aureus em cinco propriedades leiteiras dos estados
de Séo Paulo e Minas Gerais foi de 40,15%. No estudo realizado por Costa et al.
(2000), o género Corynebacterium foi o de maior prevaléncia na etiologia da mastite
bovina seguido do género Staphylococcus, sendo que Staphylococcus coagulase
positivos predominaram com uma porcentagem de 65,5%.

Benites, Melvile e Costa (2001) estudaram a ocorréncia de mastites
espontaneas em 140 glandulas mamarias de 35 vacas e também encontraram um
predominio no isolamento de microrganismos do género Staphylococcus (60,71%),
sendo que 54,29% corresponderam a Staphylococcus coagulase negativos e 6,43%
Staphylococcus coagulase positivos.

A aderéncia dos microrganismos aos tecidos no interior da glandula favorece
a instalacdo da infeccao, dificultando sua remoc¢do mecanica pelo fluxo do leite
durante a ordenha. S. agalactiae e S. aureus aderem aos tecidos que revestem 0s
espacos de armazenamento de leite. A bactéria Escherichia coli ndo adere a
glandula maméria, mas multiplica-se rapidamente em quartos com baixo contetdo
celular (leucocitos). A principal fungdo dos leucécitos € a defesa através da
fagocitose e a destruicdo dos microrganismos. Se estes forem eliminados pelos
leucdcitos, a infeccdo é debelada; se ndo, estabelece-se uma infeccéo crénica. Os
microrganismos, inicialmente, instalam-se nos ductos e cisternas e depois progridem
para os alvéolos das porcdes mais baixas do Ubere onde se multiplicam e produzem
toxinas e produtos irritantes que provocam edema e destruicdo das células
secretoras (BIESENKAMP-UHE et al., 2007).

Gianneechini, Concha e Franklin (2000) analisaram um total de 522 linhagens
entre Staphylococcus, Enterococcus e Streptococcus, isolados de casos clinicos e
sub-clinicos de mastite bovina da regido litoral ocidental do Uruguai, os quais foram
analisados segundo sua susceptibilidade a varios agentes antimicrobianos. Das 336
linhagens de S. aureus, 160 (47,6%) foram resistentes a penicilina. Das 41 linhagens
coagulase negativas, 10 (27%) apresentaram resisténcia ao mesmo antibiotico.
Todas as linhagens estreptocdcicas foram susceptiveis a penicilina, enquanto trés
(7%) das 43 linhagens enterocdcicas foram resistentes.

Duarte et al. (2005), observaram caracteristicas de resisténcia antimicrobiana
de 189 linhagens de Streptococccus agalactiae isolados de bovinos e humanos.

Todas as linhagens foram resistentes a tetraciclina e 8,5% foram também resistentes
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a eritromicina, correspondendo a um total de 23,7% de espécies isoladas de bovinos
resistentes a tetraciclina.

Classicamente, infeccOes por bactérias como S. agalactiae e S. aureus tém
sido a principal causa de mastite bovina. No entanto, atualmente, também ja ha
relatos de incidéncia de mastite causada por agentes atipicos como S. dysgalactiae
e Mycoplasma bovis. Apesar de décadas de pesquisa intensa e extensivas medidas
profilaticas e terapéuticas, esta patologia significa ainda o maior problema da
industria leiteira (BIESENKAMP-UHE et al., 2007).

1.2.2 METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagnostico € realizado pelo exame da glandula mamaria através de
inspecdo e palpacdo, complementado pelo exame do leite no qual se avaliam,
principalmente: caracteristicas macroscopicas (teste de Tamis ou prova do caneco-
de-fundo-escuro), celularidade direta (contagem de células somaticas - CCS),
indireta (California Mastitis Test - CMT) e perfil microbiologico (GRUNERT, 1993).

1.2.2.1 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS)

A quantificacdo de células somaticas tem como objetivo a deteccdo de
anormalidades no leite como consequéncia de mastites ou outras causas, € € um
dos parametros avaliados a fim de se obter a padronizagcdo de sua qualidade.
Podem ser utilizados métodos diretos de contagem através de microscopia Optica e
contadores eletronicos, utilizando o aparelho citbmetro de fluxo, ou métodos
indiretos como o CMT (SCHALM; CARROLL e JAIN, 1971).

A reacéo inflamatdria determina um aumento da quantidade de leucécitos na
glandula mamaria acometida. Estas células de defesa migram do sangue para o
Ubere quando este sofre alguma agresséo, como no caso de uma infeccdo. Logo, a
CCS serve para detectar o aumento de leucdcitos no leite (COSTA, 1999; RIBAS,
1996).

A CCS direta no leite tem sido aceita como uma das ferramentas mais

importantes na determinacéo da presenca e intensidade do processo inflamatorio da
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glandula maméaria. A quantidade e os tipos celulares presentes variam conforme as
condic0es fisiologicas e patoldgicas (SCHALM; CARROLL e JAIN, 1971).

Numa glandula infectada, as células de defesa correspondem de 98 a 99%
das células encontradas no leite, de acordo com Philpot e Nickerson (2002).
Segundo Ribas (1996), esse nimero esta entre 75 e 98% do total da CCS.

Paape et al. (1979) relata que na glandula mamaria infectada predominam os
neutréfilos ou PMNs que, segundo Schalm, Carroll e Jain (1971) ficam entre 80 e
90% nos quadros de mastite. Os linfdcitos perfazem de 20 a 40% do total de células
e o restante corresponde a macrofagos e células secretoras descamadas (DANIEL
et al., 1991).

As contagens elevadas de PMNs indicam a presenca de inflamacéo aguda,
por outro lado contagens baixas como, por exemplo 40%, podem indicar uma leséo
cronica (BENITES; MELVILLE e COSTA, 2000).

Atualmente, ndo existe regulamentacdo Unica para a comércio internacional.
Entretanto, muitos paises tém adotado limites maximos de células somaticas como
parte de seus padrdes nacionais de regulamentacéo, visando preservar a qualidade
higiénica do leite. Paises como a Nova Zelandia, Australia e Unido Européia adotam
o limite de 400 mil células/mL. No Canada, o limite & de 500 mil células/mL e nos
Estados Unidos da América é de 750 mil/mL (MULLER, 2002). No Brasil, através da
Instrucdo Normativa n°® 51, estabeleceu-se o limite de 1 milhdo de células/mL em
2002, reduzindo para 750 mil em 2005 e para 400 mil em 2011.

E importante ressaltar que a contagem de células somaticas é influenciada
por varios fatores como: nimero de pari¢es, estagio de lactacdo (inicio e final), alta
producdo e escape de leite no momento da ordenha (PEELER et al., 2000),
condicbes associadas ao manejo, como tamanho e tipo da ordenha (manual ou
mecanica), mas especialmente pela presenca de infec¢des intramamarias, tornando-
se um indicador bastante confiavel de sanidade da glandula mamaria (MULLER,
2002).

1.3 METODOS DE TRATAMENTO

Um programa efetivo de controle da mastite deve basear-se, principalmente,
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em medidas de prevencdo, mas € importante sua associacdo com a terapia
medicamentosa para auxiliar as defesas (especificas e inespecificas) do animal na

eliminacdo do microrganismo invasor (COSTA, 2002).

1.3.1 ANTIMICROBIANOS

Uma vez detectada a mastite, a escolha do antibiotico intramamario deve ser
baseada em certos fatores de relevancia como: resultado dos testes de
sensibilidade; espectro de ac¢ao; facilidade de adaptacdo ao manejo (que nao altere
a rotina da propriedade); periodo de retirada; historico de sucesso anterior ao
rebanho; natureza da infeccédo (bactérias gram-positivas, gram-negativas , fungos e
algas) e custo beneficio favoravel.

Geralmente, os casos de mastite clinica tratados com antibidticos apresentam
indice de cura satisfatério (>90%). No entanto, a eliminacéo de infec¢cées de origem
estafilococica é mais rara (BRAMLEY, 1982).

As vias de administracdo dos antimicrobianos empregados no gado leiteiro
para o tratamento das mastites podem ser por via intramamaria ou sistémica.

O emprego errado ou o0 uso intensivo de antibidticos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia entre as diferentes linhagens bacterianas e a
contaminacao de géneros alimenticios, com implicacées na saude humana e animal.

Segundo Oliveira e Claro (2008), a resisténcia aos antimicrobianos pode ser
de dois tipos: 1) natural: devido a auséncia de uma estrutura especifica ou via
metabdlica alvo ou 2) adquirida: através de mutacfes espontaneas e selecdo ou por
recombinacdo apds transferéncia de genes.

Dentre o0s principais mecanismos de resisténcia pode-se citar: 1)
impermeabilidade a droga: muitas bactérias gram-negativas sdo resistentes a
penicilina G por serem impermeaveis a droga, ou por apresentarem alteracbes em
proteinas de ligacdo a penicilina; 2) inativacdo: muitas drogas séo inativadas por
enzimas codificadas pelos microrganismos. Outras drogas podem ser inativadas em
decorréncia de modificagcdes introduzidas pelo microrganismo, tais como a adicéo de
grupamentos quimicos capazes de promover, por exemplo, a fosforilacdo ou
acetilacao de antibidticos e 3) modificacdo da enzima ou estrutura alvo.

A cada dia, 0s microrganismos que causam prejuizos a saude humana e
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animal estdo se mostrando mais resistentes a maioria dos antimicrobianos
conhecidos, contribuindo assim como estimulo para a procura por antibiéticos de
origem natural. Em geral, os principios ativos das plantas medicinais séo resultantes
do metabolismo secundario destas, acumulados em um ou varios dos seus tecidos.
As plantas sdo capazes de produzir mais de 100.000 destes produtos naturais de
baixo peso molecular. Os metabdlitos secundarios se diferenciam dos primarios por
nao serem essenciais a vida da planta. Dentre 0s grupos quimicos mais comumente
relacionados a atividade antimicrobiana estdo os derivados fendlicos: Oleos
essenciais, flavonodides, quinonas, taninos, alcaldides e alguns compostos
enxofrados (DIXON, 2001; DOMINGO e LOPEZ, 2003).

A desinfeccdo como acdo de saude pode ser entendida como o controle ou
eliminacdo dirigida de microrganismos considerados indesejaveis em situacdes —
problema especificas, pela atuacdo em seu metabolismo, independente do estado
funcional, visando prejudicar a transmisséo destes e/ou reduzir a sua dose infectante
(WIEST e FENSTERSEIFER, 1985).

Os produtos quimicos-sintéticos mais utilizados no Brasil para desinfec¢éo de
tetos e teteiras sdo os compostos halogenados (cloro e iodo), clorhexidina, aldeidos
e compostos de amodnia quaternaria (LADEIRA, 1998). No entanto, Pedrini e
Margatho (2003) avaliaram os principios ativos mais utilizados para a desinfeccéo de
tetos frente as bactérias causadoras de mastite e encontraram uma baixa eficacia do
iodo a 0,5%, do hipoclorito de sddio a 0,5%, e do cloreto de benzalcénio a 1%.

Assim, cabe ressaltar que as praticas “limpas” para atencédo a saude do gado
leiteiro, criado dentro de um sistema de producéo orgéanica, ainda sdo carentes de
métodos seguros e eficazes (Associacdo da Agricultura Orgéanica, 2004). O Instituto
Biodindmico acrescenta a seguinte informac¢do quanto aos produtos veterinarios de
uso permitido na agricultura organica: antibidticos — nenhum. Como tratamentos
auxiliares em desordens dos ductos mamarios podem ser usadas plantas com acao
antiséptica, tais como: uva ursina (Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng), cavalinha
(Equisetum arvense), rosa canina (Rosa canina L.), hipérico (Hypericum perforatum),
propolis e extrato de caléndula (Calendula officinalis) (INSTITUTO BIODINAMICO,
2004).

1.3.2 FITOTERAPICOS
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Atualmente, o desenvolvimento de fitoterapicos tem recebido muita atencéo
tanto por parte da comunidade cientifica quanto pelas industrias farmacéuticas.
Apesar da grande aceitacdo e seu extenso uso terapéutico pela populacdo em geral,
principalmente a de baixa renda, as plantas medicinais tém sido relativamente pouco
avaliadas cientificamente, sendo dessa forma, necessarios estudos mais detalhados
no sentido de verificar e assegurar sua qualidade, seguranca e eficacia (LAPPA,
2006).

Em 2000, Avancini, Wiest e Mundstock avaliaram o potencial antimicrobiano
do decocto da carqueja (Baccharis trimera Less.) D.C. Compositae e testaram suas
atividades bacteriostatica e bactericida sobre bactérias Gram-positivas (S. aureus e
S. uberis) e Gram-negativas (Salmonella gallinarum e Escherichia coli) e concluiram
gue as bactérias Gram-positivas demonstram maior sensibilidade ao decocto em
relagdo as Gram-negativas.

Em um outro estudo sobre plantas utilizadas na medicina popular brasileira
para o tratamento de doencas infecciosas, Holetz et al. (2002) apresentaram uma
andlise de treze plantas medicinais selecionadas pela sua atividade antimicrobiana.
A partir da analise, extratos de pelo menos oito familias de plantas diferentes
apresentaram alguma atividade antimicrobiana, principalmente sobre bactérias
Gram-positivas, o0 que representa 77% dos extratos analisados. Os autores
concluiram que, apesar de a pesquisa sobre os resultados do uso etnobotanico das
treze espécies de plantas estudadas terem sido realizadas in vitro, a pesquisa in
vivo pode ajudar na determinacdo do potencial de acdo dessas plantas para o
tratamento de doencas infecciosas.

No Nucleo de Ciéncias Agrarias (NCA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), estudos com extratos de plantas medicinais do cerrado tém sido
realizados visando testar a atividade antimicrobiana destes contra microrganismos
causadores de mastite ovina, provavelmente transmitida pelo contato direto com
vacas infectadas. As plantas que estdo sendo testadas sao: barbatimdo, aroeira,
pequi, alecrim-pimenta (L. sidoides), carqueja e cha-do-rio, tendo o barbatiméo
apresentado os melhores resultados.

Diversos produtores e veterinarios fazem uso de fitoterapicos em mastite

bovina, tanto para a prevencdo quanto para o tratamento. No entanto, ao buscar-se
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literatura cientifica sobre o assunto, poucas publicacdes sdo obtidas. Buscando
suprir esta lacuna de conhecimento e fornecer sustentacdo as praticas realizadas
por veterinarios e produtores, tornam-se necessarios estudos para avaliar extratos
brutos e fragBes de plantas com indicacéo etnografica como antimicrobianos frente a

microrganismos isolados de mastite bovina.

1.4 FITOTERAPIA NO SETOR VETERINARIO

A fitoterapia esteve inserida no arsenal terapéutico até meados do século XIX.
Desde entéo, ela foi cedendo lugar a preparados feitos com moléculas puras de
elementos ativos de plantas medicinais, dotadas de acdo farmacolégica mais
especifica. Assim, as plantas medicinais foram sendo substituidas por terapéuticas
baseadas no uso de substancias quimicas sintéticas ou semi-sintéticas (ALMEIDA,
FREITAS e PEREIRA, 2006).

Entretanto, a partir da década de 1980, com o desenvolvimento de novos
meétodos de isolamento de substancias ativas, foi possivel identificar substancias em
amostras complexas, como extratos de plantas, ressurgindo o interesse por
compostos de origem vegetal que pudessem ser utilizados como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

O movimento denominado "Onda Verde", que surgiu nos anos 70, também
contribuiu para a revalorizagdo da medicina tradicional. Este movimento foi
caracterizado por uma demanda crescente de produtos naturais na forma de
farmacos, alimentos e cosméticos, sustentado principalmente, pelos efeitos
colaterais resultantes do uso crescente de produtos quimicos em varias areas da
vida, incluindo a medicina veterinaria (BIZIMANA, 1997).

Na atencdo priméria e secundaria em medicina veterinéria, o estudo e a
utilizacdo da medicina tradicional vém ganhando espaco. A producédo de alimentos
de origem animal nas modernas criacfes utilizando produtos quimicos de alto custo,
acabam resultando em residuos nos alimentos com potencial risco a saude do
consumidor (SHUCH, 2007).

A Medicina Tradicional pode ser entendida como um termo amplo que se
refere a medicina tradicional chinesa, a ayuvérdica ou as diversas medicinas

indigenas. Inclui terapias com medicacdo a base de ervas ou a auséncia de
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medicacdo, como a acunpultura ou outras técnicas manuais (ZHANG, 2005). Em
muitos paises, como por exemplo, na China, a valorizacdo da medicina tradicional e
a associacao de seus métodos com a medicina moderna tem promovido importantes
avangos no seu sistema de saude (HORN, 1969).

As plantas medicinais em mastite bovina aparecem, na maioria das vezes,
como curativas. Abaineh e Sintayeihu (2001) utilizaram Persicaria senegalense para
tratamento de mastite bovina sub-clinica, selecionada a partir de um trabalho
etnografico no sul da Etidpia. A planta era utilizada por agricultores para tratamento
da mastite e pelas mulheres para higiene pés-parto. Os autores testaram, in vitro,
diferentes extratos (éter de petrdleo, acetona e metanol) obtidos a partir das folhas
da planta e alcancaram inibicdo das bactérias: S. aureus, Corynebacterium bovis e
Pseudomonas aeruginosa (mastite clinica), na concentragédo de 0,2 g/mL.

Hu et al. (1995) realizaram testes in vitro com extratos de ginseng (Panax
ginseng) sobre a atividade de PMN obtidos do leite de vacas e demonstraram a
capacidade de amplificar a resposta oxidativa destas células. Hu et al. (2003)
utilizaram extrato de ginseng via sub-cutdnea em vacas com mastite sub-clinica e
como adjuvante de vacina para S. aureus e obtiveram taxa de prote¢ao superior e
um aumento na atividade de células de defesa desses animais em comparagcado ao
controle.

Resultados semelhantes foram encontrados por Mukherjee, Dash e Ram
(2005) que detectaram atividade antibacteriana e imunomodulatoria para o extrato
das folhas de Ocimum sanctum (devido a presenca de flavondides e triterpenos)
usado em casos de mastite subclinica. Segundo os autores, ambos os efeitos
parecem estar relacionados ao aumento de PMN na glandula mamaria bovina e
contribuem para refor¢ar o uso dessa substancia natural como uma alternativa para
o tratamento de mastite subclinica.

Comparativamente, em outro estudo realizado em 2009, Mukherjee concluiu
gue a infusdo intramamaria de sementes de Azadirachta indica demonstrou ativida-
de antinflamatéria, antibacteriana e imunomodulatéria em quadros de mastite bovi-
na.

Meresta et al. (1989) utilizaram o extrato de propolis e obtiveram recuperacéo
completa em 86,6% das vacas com mastite aguda e 100% nos casos de infecgao
causada por Candida albicans, 85% por Escherichia coli, 91% por Staphylococcus

sp. e de 84,3% por Streptococcus sp. Os autores concluiram, ainda que, o extrato de
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propolis apresentou-se bastante eficaz na terapia de mastite causada por
microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais. O estudo de Pinto et
al. (2001) demonstrou que o extrato etandlico de propolis foi eficaz como
antimicrobiano contra isolados de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase-negativo e Streptococcus agalactiae, tendo apresentado resultados
estatisticamente diferenciados, quando se utilizou etanol ou agua como solvente de
extracdo. Para esses autores, 0 Streptococcus sp. apresentou-se mais sensivel ao
extrato do que os isolados de Staphylococcus sp. A maior sensibilidade a prépolis
estaria de acordo com o perfil de maior sensibilidade aos antimicrobianos de uso
comum, que 0 género Streptococcus apresenta, quando comparado a outras
bactérias causadoras de mastite.

Loguercio et al. (2006) testou a atividade do propdlis contra agentes
bacterianos causadores de mastite que consistam de 36 linhagens de
Staphylococcus coagulase positivos e 27 de Streptococcus sp. Entre as 63
linhagens testadas, a sensibilidade média dos isolados de Staphylococcus
coagulase positivos (94,4%) foi superior a dos isolados de Streptococcus sp
(85,2%). Valores semelhantes foram encontrados por Langoni (1996) que obteve
90% de inibicdo para Streptococcus agalactiae e 100% para Staphylococcus aureus.

Todos esses trabalhos indicam a possibilidade do uso terapéutico de plantas
contra a mastite bovina. Contudo, € importante ressaltar que estudos prospectivos
de isolamento desses principios ativos, avaliacdo dos residuos dessas drogas no
leite e seus efeitos colaterais no homem e nos animais também precisam ser
aprofundados.

Devido a restricdo ao uso de aditivos, como antibidticos quimico-sintéticos, na
alimentacdo animal e consequentes barreiras ao comércio internacional
(REGULAMENTO DO PARLAMENTO EUROPEU E DO CONSELHO RELATIVO
AOS ADITIVOS, DESTINADOS A ALIMENTACAO ANIMAL, 2003), comecam a
aparecer na literatura publicagbes que buscam validar saberes tradicionais
associados a metodologia moderna de producdo animal, utilizando extratos de
plantas medicinais em substituicdo aos antibidticos e outros quimicos convencionais
(SHUCH, 2007).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 42% da populacao
dos Estados Unidos, 49% da francesa e 70% da canadense utilizam algum método

tradicional (OMS, 1998) para o tratamento de doencas. O mercado mundial de ervas
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medicinais esta em franco desenvolvimento e atinge mais de 20 bilhées de dolares
por ano (CONFERENCIA DAS NACOES PARA O COMERCIO E
DESENVOLVIMENTO, 2000). Reforcando essa idéia da necessidade da utilizacéo
de substancias naturais, Baquero e Blazquez (1997) relataram o perigo do retorno a
uma era pré-antibiotico considerando que nenhuma nova classe de antibiotico foi
descoberta nos Uultimos anos, apesar das intensas pesquisas das industrias
farmacéuticas. Em vista do presente cenario, a busca por novas substancias
antimicrobianas a partir de fontes naturais representa uma importante area de
pesquisa nas companhias farmacéuticas. Tais estudos com plantas visam a
obtencéo e caracterizacao de substancias com potencial terapéutico que possam ser
futuramente usadas como prototipos para a sintese de moléculas de interesse
medicinal (FILHO, 2000).

Também o fato dos tratamentos médicos convencionais no mundo
industrializado serem demasiadamente caros para muitos paises, ajudou a contribuir
para a decisdo da OMS de promover estudos direcionados a verificagdo (cientifica)
da efichcia de plantas utilizadas na medicina tradicional e a identificacdo de
principios ativos responsaveis por seus efeitos terapéuticos (BIZIMANA, 1997).

Dentre as diversas atividades farmacoldgicas, os vegetais sdo muito utilizados
devido as suas propriedades antimicrobianas que se correlacionam principalmente,
com compostos obtidos a partir de seu metabolismo secundario, como por exemplo,
0s taninos que sao compostos fendlicos com propriedades antisséptica e
antioxidante (NASCIMENTO et al.,, 2000, COWAN, 1999). Em muitos casos, tais
substancias provenientes do metabolismo secundario das plantas, funcionam como
mecanismo de defesa da mesma contra a predagao por microrganismos, insetos e
herbivoros. Alguns, como os terpendides, conferem odor as plantas, outros séo
responsaveis pela sua pigmentacéo, além de outras fungcdes (COWAN, 1999).

No Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo
modificacbes ao longo dos anos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) vem elaborando normas para a regulamentacdo destes medicamentos
desde a Portaria n° 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias
farmacéuticas apresentassem dados de eficacia e seguranca dos medicamentos
fitoterapicos. Em seguida, foram elaboradas as Resolu¢des da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 17 de 2000 e n° 48 de 2004, esta ultima atualmente em vigor, que dispde

sobre o registro de medicamentos fitoterapicos (TUROLLA et al., 2006).
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Tal controle sanitario faz-se necessério, visto que, muitas plantas medicinais
apresentam substancias que podem desencadear reacfes adversas, seja por seus
préprios componentes ou pela presenca de contaminantes. A preocupacao das
autoridades regulatérias com a normatizagdo dos fitoterapicos propicia a avaliagéo
de aspectos importantes como a eficacia e a seguranca dos produtos de origem
vegetal, permitindo a obtencdo de informacdes sobre o uso racional e especifico
destes medicamentos. Portanto, um rigoroso controle de qualidade desde o seu
cultivo, passando pela coleta da planta, extracdo de seus constituintes até a
elaboragcdo do medicamento final € imprescindivel.

Em 2006, através do decreto n°® 5813 de 22 de junho, 0 governo brasileiro
confere forma de Lei a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Entre
as diretrizes estdo: o reconhecimento das praticas populares com plantas
medicinais, a necessidade da preservacao da biodiversidade através do uso
sustentavel, a inclusdo da agricultura familiar nos arranjos produtivos de plantas
medicinais e a garantia de promover a seguranca, eficacia e a qualidade de acesso
as plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Assim, laboratérios do mundo todo descobrem, diariamente, novos compostos
fitoquimicos com efeitos inibitdrios sobre varios tipos de microrganismos in vitro, mas
muitos desses compostos devem ser avaliados também in vivo, para determinar sua
eficicia no sistema organico como um todo, incluindo estudos de toxicidade e efeitos
benéficos sobre a microbiota normal (COWAN, 1999).

Algumas medidas podem ser tomadas para minimizar o problema da
resisténcia microbiana: controlar o uso de antibiéticos, ampliar as pesquisas para
melhor entender o mecanismo genético de resisténcia ou continuar estudos para
desenvolver novos farmacos de origem sintética, natural ou, ainda, obtidos por via
biotecnolégica (AMOROSO, 2002; NASCIMENTO et al., 2000).

Com relacdo ao tratamento farmacologico no campo veterinario, em especial,
na bovinocultura leiteira, observa-se com freqiéncia, o uso de medicamentos em
excesso e sem respeitar o periodo de caréncia necessario. Além de prejudicar a
saude das pessoas que consomem esses produtos de origem animal, ha um grande
investimento econdémico por parte dos produtores para adquirirem medicamentos
convencionais para o tratamento das mais variadas doengas de origem bovina
(GALDINO et al., 2007).

Almeida, Freitas e Pereira (2006) através de um questionario direcionado a
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cerca de 140 estudantes de medicina veterinaria sobre seus conhecimentos sobre
fitoterapia, constataram que: 86,2% dos estudantes confiam na fitoterapia, podendo
passar a incentiva-la; 73,9% dos estudantes conhecem a fitoterapia, porém apenas
36,2% usaram-na, e destes, todos obtiveram resultado eficaz; o baixo custo
associado ao menor efeito colateral da flora medicinal foram as vantagens de maior
importancia e, finalmente, a fitoterapia ndo apresentou qualquer desvantagem, na
opinido de 23,0% dos entrevistados, porém, ressaltaram a necessidade de mais
pesquisas nesta area.

Tao importante quanto o cuidado com a saude das pessoas, 0 tratamento
adequado dos animais de producédo garante um alimento seguro e de qualidade para
o0 consumo humano. A prética de utilizacdo de produtos naturais no animal em
substituicdo ao tratamento tradicional apresenta inUmeras vantagens como: tornar
mais saudavel o alimento de origem animal (uma vez que os medicamentos naturais
tendem a nao apresentar residuos nocivos), diminuir o custo da producado e,
incrementar a renda de todos os envolvidos no processo (GALDINO et al., 2007).

Cabe salientar que, as observagfes populares sobre o uso e a eficacia das
plantas medicinais contribuem, de forma relevante, para a divulgacao das virtudes
terapéuticas dos vegetais apesar de, na maioria das vezes, nao terem seus
constituintes quimicos elucidados. Assim, usuarios de plantas medicinais de todo o
mundo mantendo em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornam validas
informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (BERTINI et
al., 2005).

De Maar (1992) enfatiza a necessidade de revisar nosso enfoque de medicina
veterinaria, na direcdo da integracdo do novo ou cientificamente desenvolvido com
os saberes tradicionais ou nao ortodoxos. O autor ressalta a importancia dos paises
em desenvolvimento resgatarem os conhecimentos praticados por centenas de anos
pelos povos nativos, buscando solucfes eficazes e de baixo custo aos problemas
veterindrios, elegendo a etnoveterinaria como a ciéncia capaz de identificar e
analisar estes conhecimentos. Altieri (1987) concorda, sob a perspectiva da
agroecologia, reafirmando a necessidade de modelos de agricultura sustentavel que
combinem elementos de ambos os conhecimentos: tradicional e moderno-cientifico.

E interessante, portanto, que estudos na &area de produtos naturais sejam
aprofundados no intuito de conhecer melhor suas atividades biolégicas para que,

cada vez mais possam ser utilizados no controle de microrganismos.
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1.5 METABOLISMO VEGETAL

As plantas contém varias substancias que agem sobre os organismos vivos. E
a fitoquimica que se encarrega de estudar essas substancias chamadas de
principios ativos, bem como sua estrutura, isolamento, distribuicdo e
armazenamento.

Ja os processos de transformacdo e biossintese que ocorrem durante o
desenvolvimento vegetal fazem parte dos estudos do metabolismo secundario dos
vegetais (PAULA e CLEMENTE, 2003). As substancias ativas das plantas podem
ser originarias também do metabolismo primario, no entanto, predominam as
substancias provenientes do seu metabolismo secundario (PAULA e CLEMENTE,
2003).

Os processos fotossintéticos contribuem para a geragdo de compostos do
metabolismo priméario (envolvidos nos processos de assimilacdo, respiracdo e
diferenciacdo). Destacam-se pelo emprego medicinal principalmente os
polissacarideos e os peptideos (PAULA e CLEMENTE, 2003). Contudo, na maioria
das vezes, os efeitos benéficos dos extratos vegetais resultam da combinagéo de
seus metabdlitos secundarios. Véarios autores tém mostrado que os metabdlitos
secundarios exercem importantes funcdes ecologicas e representam estratégias
alternativas para a sobrevivéncia das plantas, exercendo efeitos alelopaticos,
intimidando predadores, atraindo polinizadores, entre outros.

Os compostos secundarios podem ser divididos basicamente em trés grandes
grupos: os terpenos, os compostos fendlicos e os compostos contendo nitrogénio
(Figura 3). Os terpenos sao compostos sintetizados do acetil CoA, da via acido
mevalbnico e os compostos fendlicos sdo substéncias aromaticas. Os produtos
secundarios contendo nitrogénio sdo primariamente biossintetizados a partir dos
aminoacidos, destacando-se neste grupo os alcaldides (PAULA e CLEMENTE,
2003). Segundo Costa (1994), diversos fatores influenciam na disponibilidade de

principios ativos nas plantas e estes se diferenciam de uma espécie para outra.
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Figura 3 - Principais vias do metabolismo secundario (Adaptado de Metabolismo
Secundario, Peres, S. L. E. P.).

Em seguida, sera apresentada uma breve revisdo baseada em informacdes
contidas em Neto e Lopes (2007), na qual sdo apresentados os principais fatores
responsaveis por alteragdes no metabolismo secundario das plantas:

1) A época em que uma droga é coletada é um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante durante o ano. Existem também, cada vez mais
estudos mostrando que a composi¢cdo de metabdlitos secundarios de uma planta
pode variar apreciavelmente durante o ciclo dia/noite, tendo sido descritas, por ex.,
variacbes circadianas nas concentracfes de oOleos volateis, iridoides, alcaldides,

glucosinolatos, glicosideos cianogénicos e tiocianato; 2) a idade e o

desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgédos vegetais, também sao

de consideravel importancia e podem influenciar ndo s6 a quantidade total de
metabolitos produzidos, mas também as proporcdes relativas dos componentes da
mistura; 3) a temperatura, pois as plantas freqientemente sdo capazes de existir em
uma consideravel faixa de temperatura. A faixa em que ocorrem as variagcdes
anuais, mensais e diarias na temperatura exerce uma grande influéncia no seu
desenvolvimento, afetando a producdo de metabdlitos secundarios; 4) os fatores
fisioldgicos criticos, tais como fotossintese, comportamento estomatal, mobilizac&o
de reservas, expansdo foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse
hidrico e, conseqlientemente, levar a alteracdes no metabolismo secundario. 5) a
intensidade de radiacdo solar que esta diretamente relacionada a producdo de
compostos fendlicos como flavondides, taninos e antocianinas. Isso pode ser
explicado, principalmente no caso de flavondides e fenilpropandides correlatos, pela
protecdo contra a foto-destruicdo proporcionada por estes metabdlitos ao absorver
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elou dissipar a energia solar, dificultando assim a danificacdo dos tecidos mais
internos pela radiacdo UVB; 6) a altitude € outro parametro que exerce efeitos sobre
o desenvolvimento e a producdo de metabdlitos secundarios em plantas, apesar de
existirem relativamente poucos estudos neste sentido. A correlagdo positiva
geralmente existente entre o conteddo total de flavondides e a altitude, é de
particular interesse farmacéutico, uma vez que estes sao constituintes ativos de um
grande numero de plantas medicinais. Esta correlacdo pode ser explicada pela
maior susceptibilidade a radiacdo UV em altitudes maiores, uma vez que, conforme
comentado anteriormente, os flavondides s&do reconhecidos por propiciarem
protecdo a radiacdo e seus efeitos. 7) Finalmente, os danos causados as plantas por
ferimentos ou ataque de herbivoros ou patégenos frequentemente levam a uma
resposta bioquimica com a producdo de outros compostos como as fitoalexinas
(derivados de fenilpropandides, terpendides ou poliacetilenos).

Os fatores expostos aqui, bem como outros que podem afetar o conteudo final
de metabdlitos secundarios em plantas medicinais, tais como condi¢des de coleta,
estabilizacdo e estocagem, podem ter grande influéncia na qualidade e,
consequentemente, no valor terapéutico de preparados fitoterapicos. O controle de
gualidade e a padronizacdo desses medicamentos envolvem varias etapas,
entretanto, a fonte e a qualidade das matérias-primas tém um papel central na
obtencdo de produtos, garantindo a constancia na composi¢do e em propriedades
terapéuticas reprodutiveis.

O aprimoramento e o investimento em estudos de domesticacdo, producao
biotecnolégica e melhoramento genético de plantas medicinais, ao invés do uso de
plantas selvagens coletadas diretamente no campo, contribuird para a obtencéo de

mateérias-primas uniformes e de melhor qualidade.

1.6 PEPTIDEOS OBTIDOS DE VEGETAIS

Os peptideos antimicrobianos constituem parte da resposta inata e
representam a primeira linha de defesa contra infecgbes microbianas em muitos
organismos (ZASLOFF, 2002; YEAMAN e YOUNT, 2003; TOSSI, 2005). Muitos
desses peptideos tém sido clonados, expressos e testados tanto in vivo como in
vitro (WU et al., 2000; METLITSKAIA et al.,, 2004; INGHAM et al., 2005), e tém
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demonstrado grande habilidade em combater ou minimizar os impactos das
infeccdes bacterianas.

Atualmente, cerca de 880 diferentes peptideos antimicrobianos ja foram
identificados. Essas moléculas constituem um Unico e diverso grupo, as quais sao
divididas em subgrupos, tendo como base sua composicdo de aminoacidos e sua
estrutura (BROGDEN, 2005).

As tioninas, por exemplo, constituem uma familia de peptideos basicos, com
baixo peso molecular e um rico conteudo de residuos de aminoacidos basicos
contendo enxofre (arginina, lisina e cisteina). Os membros desta classe peptidica
possuem uma elevada similaridade sequencial e estrutural e apresentam efeitos
toxicos contra fungos, leveduras, células animais e vegetais (CASTRO e FONTES,
2005).

De um modo geral, os peptideos atingem a célula microbiana de forma muito
rapida, em baixas concentracdes inibitérias minimas. O seu provavel alvo de acao
séo os fosfolipideos e ndo as enzimas, resultando em uma diminuicdo de resisténcia
do patdégeno aos mesmos. Essas caracteristicas tornam o uso dos peptideos
antimicrobianos mais convincente e apelativo (OARD e ENRIGHT, 2006).

Segundo o modelo de Matsuzaki (1999), o mecanismo de acdo da maioria
dos peptideos antimicrobianos € baseado nas interacBes entre as cargas dos
peptideos com os fosfolipideos de membrana, resultando na ruptura da mesma e
dano celular (MATSUZAKI, 1999; YANG et al., 2000).

De fato, alguns estudos sugerem que os peptideos translocados possam
alterar a formacéao do septo da membrana citoplasmatica e inibir a sintese da parede
celular, dos acidos nucléicos e de proteinas ou, ainda, alterar a atividade enzimatica
(BROGDEN, 2005). Segundo Brogden (2005), as seguintes caracteristicas dos
peptideos afetam tanto a sua atividade antimicrobiana como a especificidade:
tamanho (geralmente di e tri-peptideos apresentam uma maior atividade
antimicrobiana), a sequéncia de aminoacidos, conformacédo, estrutura (peptideos
com estrutura em a-hélice exibem maior atividade do que aqueles com uma
estrutura secundaria pouco definida), hidrofobicidade e anfipaticidade.

Apesar da inter-relacdo entre a estrutura do peptideo e sua atividade
antimicrobiana, pouco se sabe sobre a base molecular e as diferengcas entre
atividade e especificidade. Quanto a susceptibilidade dos microrganismos, sabe-se

gue a composicdo da membrana lipidica é importante e que bactérias com
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membranas citoplasmaticas ricas em fosfolipideos sdo mais susceptiveis aos
peptideos (BROGDEN, 2005).

A grande quantidade de peptideos e proteinas oriundos de vegetais com
efeitos inibitérios sobre o crescimento e desenvolvimento de outros organismos tem
demonstrado que essas substancias podem constituir uma fonte potencial de
estudos envolvendo a genética de diferentes espécies de plantas (CASTRO e
FONTES, 2005). Estas observacdoes tém uma aplicacdo pratica no uso desses
peptideos na producgéo de plantas transgénicas (LACERDA, 2006).

As doencas bacterianas e fungicas provocam gastos de milhdes de délares e
representam um grande desafio para os produtores rurais. AO mesmo tempo, a
producdo de colheitas resistentes a diversos microrganismos através de métodos
convencionais tem apresentado sucesso limitado. Segundo Hancock e Lehrer (1998)
e Zasloff (2002), a introducdo de peptideos antimicrobianos através da
transformacdo genética da planta podera oferecer uma solucdo para a resisténcia
tanto aos patdgenos fangicos, como aos bacterianos. Acredita-se que a
biotecnologia terd& uma contribuicdo fundamental no aumento da produgéo
agroindustrial através do aumento da qualidade da producdo. Tal fato serd possivel
através da manipulacdo dos mecanismos enddgenos que envolvem a expresséo de
genes de defesa, especialmente, aqueles que controlam a interacdo planta-

patdgeno.

1.7 ESPECIES VEGETAIS DE INTERESSE

Para o estudo da atividade antimicrobiana foram selecionadas as espécies: P.
ermaginatus Vogel, L. lacunosa, L. salvifolia e L. rotundifolia. Tal escolha ocorreu
devido aos relatos encontrados na literatura sobre suas propriedades farmacolégicas

e amplo uso na medicina popular.

1.7.1 Pterodon ermaginatus Vogel

Pterodon emarginatus Vog. (Figura 4) conhecida popularmente como faveiro,

sucupira-branca, fava-de-sucupira ou sucupira € uma arvore que faz parte da



41

bY

vegetacdo do cerrado brasileiro (KLINK et al., 1985). Pertence a familia
Leguminosae (Papilionoideae), apresenta como sinonimia botanica P. pubescens
Benth e ¢é facilmente encontrada em toda a extensdo desse ecossistema. E bem
adaptada a solos de baixa fertilidade, apresentando porte de 10 m a 15 m (SILVA et
al., 2005).

E uma planta decidua, helidfita, xerofita, caracteristica de terrenos secos e
arenosos do cerrado. Sua dispersdo é irregular e descontinua, ocorrendo em
agrupamentos densos e, muitas vezes até em populacbes puras. Um dos seus
principais usos justifica-se pela sua madeira, considerada pesada (densidade 0,94 g/
cm?®), com tecido compacto e revesso, bastante dura, dificil de rachar, de longa
durabilidade mesmo quando em contato com solo e umidade. Geralmente, é
utilizada em construcao civil e naval, pilares de pontes, postes, dormentes, assoalho
de vagbes e de carrocerias, carvdo e lenha. A &rvore é ornamental, porém,
infelizmente ainda ndo foi devidamente aproveitada para o paisagismo. Apesar de
seu lento crescimento, pode ser usada com sucesso na arborizacdo de ruas e
pracas. Como planta tolerante a luz direta e pouco exigente em solos, ndo pode
faltar nos reflorestamentos mistos destinados a recomposicdo de areas degradadas
de preservacao permanente (LORENZI, 1992).

A planta inteira € empregada na medicina popular em toda regido de sua
ocorréncia natural. A casca produz um Oleo volatil e aromatico, muito eficiente no
tratamento do reumatismo, possivelmente o mesmo encontrado nos alvéolos das
sementes. As tuberas radiculares ou “batatas-de-sucupira” sdo empregadas no
tratamento de diabetes (MORS et al., 1966).

As sementes do género Pterodon estdo disponiveis comercialmente no
mercado de flora medicinal e sdo usadas na medicina popular devido aos seus
efeitos anti-reumaticos, analgésicos e propriedades antinflamatéria (COELHO et al.,
2001, DUARTE et al., 1996). Segundo Neves et al. (2007), a planta possui como
principais  constituintes quimicos com atividade farmacologica: 14,15-
epoxigeranilgeraniol, diterpenos e isoflavonas.

O género Pterodon compreende cinco espécies brasileiras nativas: P.
abruptus Benth, P. appariciori Pedersoli, P. emarginatus Vogel, P. pubenscens
Benth e P. polygalaeflorus Benth. Os estudos voltados para estas espécies foram
motivados pelos achados sobre atividade anti-cercaria tanto do 6leo do fruto de P.

pubenscens Benth como das outras quatro espécies, além da atividade
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antimicrobiana in vitro do 6leo obtido de P. pubenscens Benth (CARVALHO et al.,
1999).

Dutra (2008) demonstrou atividade bactericida do o6leo essencial das
sementes de P. ermaginatus contra S. aureus com uma concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 2,5 mg/mL. O mesmo n&o foi observado para Streptococcus
mutans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. No mesmo
estudo ficou evidenciada atividade antioxidante (fracdes butandlica e metandlica),
atividade leishmanicida contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis,

antinociceptiva, cicatrizante, gastroprotetora, antinflamatoria e antitumoral.

1.7.2. Lippia lacunosa, Lippia salvifolia e Lippia rotundifolia

O género Lippia abrange cerca de 200 espécies distribuidas principalmente
nos neotrépicos e subtropicos, tendo o Brasil, México e Argentina como centros de
diversidade. O maior numero de espécies se encontra no Brasil, cerca de 150, com
ocorréncia especialmente nos campos rupestres e cerrados. Um dos principais
centros de diversidade do género esta localizado na Cadeia do Espinhaco
(SALIMENA, 2000). O género é de grande importancia econdémica devido aos
diferentes usos dos 0leos essenciais, sendo muitas espécies medicinais.

Os oleos essenciais obtidos de suas folhas sdo produzidos comercialmente,
sendo indicados para o tratamento de problemas respiratorios, gastrintestinais e
como vermifugos (Hennebelle et al.,, 2008). Leitdo et al. (2006) demonstraram 0
efeito antimicobacteriano das espécies L. lacunosa e L. rotundifolia contra o
Mycobacterium tuberculosis.

Uma das espécies extensivamente estudadas é L. sidoides, conhecida
vulgarmente como alecrim-pimenta. Além do estudo acima citado sobre a atividade
antimicobacteriana, poucos foram os relatos obtidos na literatura cientifica sobre as
atividades farmacologicas das espécies alvo deste estudo: L. lacunosa, L. salvifolia

e L. rotundifolia.

1.8 CITOTOXICIDADE IN VITRO

O uso de testes in vitro possibilita uma rapida compreensao sobre os perfis
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toxicolégicos dos compostos quimicos e os efeitos destas substancias sobre tecidos
ou células especificos (EISENBRAND et al., 2002). Varias das substancias quimicas
estudadas apresentaram uma boa correlacdo entre a toxicidade basal e a toxicidade
em humanos (CLEMEDSON et al., 2000). A citotoxicidade basal, comumente
avaliada, é aquela que afeta estruturas e fungées comuns a todas as células do
organismo como membrana celular, mitocondria, ribossomos, cromossomos e
lisossomos. Alteracbes nas funcdes basais geralmente afetam as especificas
(BARILE, 1994). Os estudos de citotoxicidade se baseiam, portanto, no estudo de
parametros relacionados as fungbes celulares basais. As células respondem
rapidamente ao estresse causado por substancias toxicas, ocorrendo alteracdes, por
exemplo, nas taxas metabdlicas, crescimento celular e transcricdo de genes que
controlam funcgBes basicas (EISENBRAND et al., 2002). Quando comparadas com
as investigacdes in vivo, os estudos in vitro sdo mais facilmente controlados e
apresentam melhor reprodutibilidade (SCHMALZ, 1994; FRESHNEY, 2000).

A avaliacao de citotoxicidade pode ser feita através de ensaios qualitativos ou
guantitativos. Os ensaios qualitativos consistem na avaliagdo da morfologia das
células apGs a exposicao a um agente exdgeno atraveés de descricdo ou atribuicdo
de escores. Os quantitativos caracterizam-se pela quantificacdo do numero e
atividade celulares apés a exposicdo ao agente teste (INTERNACIONAL
STANDARD ORGANIZATION-ISO 10993-5).

Além da descricdo da morfologia frente a um material potencialmente téxico,
diferentes resultados podem ainda ser utilizados como indicadores de dano celular,
tais como: efeitos na membrana, na atividade celular e na taxa de proliferacédo
(SCHMALZ, 1994). As alteragBes morfolégicas podem ser analisadas, comparando-
se as celulas expostas ao material-teste com células ndo-expostas (LEYHAUSEN et
al., 1998). A exposicao das ceélulas a agentes toxicos pode levar a morte celular
alterando, portanto, o nimero e a taxa de proliferacdo das mesmas. A contagem de
células utilizando-se hemocitbmetro € um método empregado para avaliar
citotoxicidade (COSTA et al., 2003; KOULAOZIDOU et al., 1998; FRICAIN et al.,
2002).

A partir da avaliacdo da atividade antimicrobiana e testes de citotoxicidade
dos extratos vegetais, pode-se analisar a viabilidade de empregé-los como
substancias topicas auxiliares no tratamento da mastite ou ainda na formulacdo de

produtos desinfetantes utilizados na assepia dos tetos e maos de ordenhadores.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliacdo in vitro da atividade de plantas com indicativo etnografico

antimicrobiano contra bactérias causadoras de mastite bovina.

2.2 ESPECIFICOS

1- Avaliar a atividade antimicrobiana, in vitro, de fragBes vegetais da espécie
Pterodon. emarginatus e dos extratos aquosos de Lippia lacunosa, Lippia. salvifolia
e Lippia rotundifolia frente aos seguintes microrganismos isolados de mastite bovina:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus  uberis,

Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae e Klebsiela pneumoniae.

2- Avaliar, in vitro, a atividade citotdxica dos extratos vegetais com atividade

antimicrobiana em fibroblastos bovinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As sementes da espécie P. emarginatus Vogel foram coletadas no cerrado
em setembro de 2006, no municipio de Trés Marias/MG, com respectiva
caracterizacdo botanica realizada pela Dr* Fatima Regina Gongalves Salimena e
tombada na colecdo do Herbario CESJ (n° 48077) do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) - Minas Gerais, Brasil.

As espécies de Lippia foram obtidas da Estacdo Experimental de Plantas da
Universidade Federal de Juiz de Fora. As flores de L. lacunosa e L. rotundifolia
foram coletadas no més de agosto e entre os meses de junho a setembro de 2007,
respectivamente. As folhas de L. salvifolia foram coletadas no més de dezembro do
mesmo ano. A caracterizacdo botanica das espécies foi realizada pela Dr* Fatima
Regina Gongalves Salimena. Os exemplares "Voucher" de cada coleta foram

incorporados ao herbario CESJ (ICB/UFJF) conforme as técnicas usuais.

3.2 PREPARO DAS FRACOES

3.2.1 Pterodon ermaginatus

Para a realizacdo dos ensaios, as sementes de P. emarginatus foram
trituradas com auxilio de tesoura de poda. O preparo das fracdes, a partir das
sementes de P. ermaginatus, foi realizado segundo Costa (2000). Todos o0s
reagentes empregados foram de grau analitico (para analise- p.a.) (Dinamica-Brasil).
Apés a coleta, as sementes foram submetidas a extracdo com hexano, acetato de
etila, butanol, metanol e etanol utilizando aparelho de Soxhlet. Cerca de 30 g de
sementes de P. emarginatus foram acondicionadas ao cartucho e acopladas ao
extrator do aparelho. O balédo foi adaptado e ao extrator foi adicionado, inicialmente,
hexano em quantidade suficiente para atingir a primeira sifonagem. Foi ligado a este

conjunto o respectivo condensador, que foi arrefecido por &gua corrente. O
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aguecimento ocorreu por meio de manta de aquecimento (MA 553, Marconi, Brasil)
e todas as sifonagens ocorreram até o esgotamento completo da extracdo (24 h). Ao
final deste periodo, o sistema foi desligado e o baldo trocado. Foi adicionado o novo
solvente, neste caso, acetato de etila realizando os mesmos procedimentos
descritos acima. Foram, ainda, empregados na sequéncia, os solventes: butanol,
metanol, e etanol, obtendo-se fracbes de diferentes polaridades. Para a eliminacéo
dos solventes, as fracdes foram submetidas a rotaevaporacao (R-114, Buchi, Suica).
Ao final, foram obtidas cinco fracbes de diferentes polaridades: fracdo hexanica
(FH), acetato de etila (FAE), butandlica (FB), metandlica (FM) e etandlica (FE).

Figura 4 - Sementes de Pterodon ermaginatus Vogel.
Autora: Carolina C. R. Quintao, 2009.

3.2.2 GENERO LIPPIA

3.2.2.1 EXTRACAO DOS PEPTIDEOS

Folhas frescas de L. salvifolia, flores secas de L. rotundifolia e L. lacunosa
foram trituradas utilizando tampé&o Tris-acido cloridrico (Tris-HCI) a 0,1% e cloreto de
sédio (NaCl) a 0,6M. Os extratos foram centrifugados (5810R, Eppendorf,
Alemanha) a 5.000 rota¢des por minuto (rpm), a temperatura de 4°C por 40 minutos
e 0 sobrenadante foi submetido a precipitagcdo com sulfato de amonio (50%). Apés a
precipitacdo, o material foi centrifugado a 5.000 rpm (5810R, Eppendorf, Alemanha)
a temperatura de 4°C por 30 minutos (PELEGRINI et al., 2006). O precipitado

formado foi submetido a didlise contra 4gua destilada empregando membrana
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(Modelo Spectra/3) de 3,5 kD e posteriormente liofilizado (4451F, Labconco, EUA).

Figura 5 - Espécies do género Lippia . A) Lippia lacunosa; B) Lippia rotundifolia; C) Lippia
salvifolia. Autor: Lyderson Facio Viccini, 2008.

3.2.2.2 QUANTIFICAGCAO DOS PEPTIDEOS

A quantificacdo de proteinas no extrato utilizado no bioensaio foi determinada
usando o método de Bradford (BRADFORD et al., 1976) com subsequente leitura de
absorbancia no espectrofotémetro (UV mini 1240, Shimadzu, Japao). Para a deter-
minacédo das proteinas totais, foi utilizada uma curva padréo de proteinas utilizando-
se albumina bovina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich), nas seguintes concentragdes:
0,016; 0,032; 0,063; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/mL. Os tubos contendo os calibradores e
as amostras foram lidas em espectrofotometro empregando comprimento de onda
fixo de 595 nm. Todas as determina¢fes dos niveis de proteinas foram realizadas

em triplicata.

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando seis microrganismos
isolados de animais com mastite, disponibilizados pela Embrapa Gado de Leite, com
sede em Juiz de Fora, MG. S&o estes: Staphylococcus aureus, Streptococcus
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agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae e
Klebsiella pneumoniae. Esses microrganismos foram obtidos de bovinos infectados,
localizados em propriedades rurais no interior de Minas Gerais, no periodo de
abril/1999 a fevereiro/2007.

Para a realizacdo desta atividade foi utilizado o método de determinagéo da
concentracao inibitéria minima (CIM) (USP 21,1985). O antibidtico padrédo utilizado
para todas as andlises foi a gentamicina (sulfato de gentamicina, Henrifarma

Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA) nas concentracfes de 0,001-10 pg/mL.

3.3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

Para a determinagdo da concentragao inibitdria minima (CIM), uma suspensao
bacteriana de cada microrganismo foi preparada com solucéo fisiologica estéril (9,0
g/L NaCl). Para a padronizagéo desta suspensao foi utilizado espectrofotdbmetro (UV
mini 1240, Shimadzu, Japao) (A = 580nm). Os microrganismos foram diluidos com
solucéo fisioldgica estéril até a obtencédo de 25% de transmitancia. Logo em seguida,
a suspensao microbiana padronizada foi submetida a uma diluicdo seriada(10?*-10°)
com solucéo fisiolégica estéril. Aliquotas de 1,0 mL das diluices 10° a 10° foram
plagueadas, por técnica de pour-plate, em meio Tryptic Soy Agar (TSA), em
duplicata. Apés a incubacdo a 37° C em estufa bacteriolégica (502 Orion, Fanem,
Brasil) por 24 horas, as colbnias foram contadas com auxilio de contador de coldnias
(CP 600 Plus, Phoenix, Brasil) e foi definida a diluicdo que apresentava entre 10° a
10* unidades formadoras de colénia (UFC) /mL. Foram preparadas cinco diluicdes
sucessivas da amostra a ser testada: 0,625 - 10 mg/mL, para as sementes de P.
ermaginatus e 5 - 80 ug/mL para as espécies de Lippia. Para o preparo do controle
positivo (Figura 7) foram adicionados a um tubo de ensaio 4 mL de caldo caseina
somente inoculado com o microrganismo. Para o controle negativo (Figura 7) foram
adicionados ao tubo de ensaio 4 mL de caldo caseina estéril. O procedimento foi
realizado em triplicata. No preparo dos tubos teste foram acrescentados 4 mL de
caldo caseina inoculados com os referentes microrganismos e 1 mL de cada
concentracdo da amostra-teste utilizada. Os tubos foram incubados em estufa
bacteriologica a temperatura de 37°C por 24 horas. A concentragao inibitéria minima

foi determinada através da observacdo de turvacdo dos meios de cultura, apés o
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periodo de 24 horas (USP 21, 1985).

3.4 CULTIVO CELULAR

3.4.1 MEIOS DE CULTURA E REAGENTES

Foi utilizado o meio de cultura DMEM (Nutricell) que consiste basicamente em
uma modificagcdo do Eagle's Basal Medium (BME). O meio DMEM inclui
concentracbes de aminoacidos maiores que o0 BME assemelhando-se as
concentracfes protéicas das células de mamiferos. O DMEM tem sido utilizado na
cultura de grande variedade de células de crescimento em monocamada. Na férmula
modificada, a eliminagcdo do calcio possibilita o crescimento de células em
suspensido (FROHNER, 2003).

O soro fetal bovino foi adicionado ao meio DMEM para permitir que as células
em cultura ndo apenas sobrevivam, mas também se reproduzam. Sabe-se que a
divisdo celular s6 € possivel na presenca de um certo niumero de fatores mitdgenos,
que sdo entdo fornecidos pelo soro fetal. E preferivel a utilizagio de soro de origem
animal, extraido de individuos jovens, ja que o efeito estimulante do soro é
inversamente proporcional a idade do doador. Portanto, ao meio DMEM foi
acrescentado 10% de soro fetal bovino (Nutricell) para o crescimento e manutencao
das células (FROHNER, 2003).

Antibidticos foram adicionados ao meio para evitar a contaminacédo das culturas
por bactérias, na propor¢cdo de 0,1ml de penicilina/estreptomicina (Sigma 250.000U
penicilina, 0,25 g estreptomicina) para cada 100 ml de meio DMEM.

A tripsina € uma enzima que faz parte do grupo das proteases, que catalisam
reacoes de quebra da cadeia polipeptidica em determinadas sequéncias de
aminoacidos. A tripsina rompe a cadeia peptidica quando os aminoacidos da
extremidade amino-terminal sdo L-lisina ou L-leucina. Esta enzima ndo requer a
presenca de co-fatores e é muito utilizada em culturas celulares, que necessitam de
um suporte para se fixarem e proliferarem. Ela age, entdo, sobre as proteinas que
permitem a fixacdo das células no suporte, liberando-as. A tripsina deve ter sua acao
proteolitica inibida, apdés o descolamento das células, para evitar a citolise. Esta

inibicdo é feita através da adicdo de SFB as células. Nos experimentos foi utilizada
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tripsina (Sigma) preparada em uma solucdo de EDTA a 0,25%. O &cido
etilenodiaminotetracético — EDTA é adicionado a fim de potencializar a acdo da

tripsina pela remoc¢éo do célcio e magnésio da superficie das células (VIDAL, 2007).

3.4.2 OBTENGAO DA LINHAGEM CELULAR

Para avaliacdo de citotoxicidade foram utilizadas linhagens de fibroblastos
bovinos congeladas, obtidas no Campo Experimental de Coronel Pacheco (CECP)
da Embrapa Gado de Leite.

Figura 6- Explante obtido de orelha bovina.

Os fibroblastos foram obtidos a partir de fragmentos (explantes) de orelha de
vacas (Figura 6). Para tal, foi realizada a assepsia e a tricotomia da orelha do animal
e em seguida retirado um fragmento de aproximadamente 1 cm2. O material seguiu
para o laboratério em solucdo salina de fosfato tamponado (PBS) acrescida de anti-
bidtico e soro fetal bovino (SFB) em gelo. Os explantes foram lavados com a mesma
solucédo de transporte e entdo foi realizada a retirada da cartilagem. Apos esta etapa,
os explantes foram lavados e cultivados em meio Dulbecco’s Modified Eagle's Me-
dium (DMEM) enriquecido com SFB (10%), glutamina (0,584g/L), glicose (4,5 g/L),
NaHCO; e antibidtico (1%). O cultivo para estabelecimento das linhagens celulares
foi realizado por aproximadamente 14 dias, em incubadora mantida a temperatura
em 37°C, 5% CO, em ar atmosférico e 95% de umidade. Os explantes foram retira-
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dos em torno do sétimo dia de cultivo. A primeira passagem so foi realizada quando
as células atingiram a confluéncia de 80% da placa. O crescimento celular foi obser-
vado, diariamente, através de um microscopio de fase invertida (ICM 405, Zeiss, Ale-
manha).

O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, substituindo-se apenas metade
do contetdo das placas de cultivo por meio de cultura novo. A alteracdo da colora-
¢do do meio de cultura, que indica atividade metabdlica celular e alteragéo de pH, foi
controlada diariamente. O protocolo de cultura utilizado foi aquele proposto por Kuru
et al. (1998) com modificacdes.

Todos os procedimentos para a obtencdo do cultivo priméario de fibroblastos
bovinos foram realizados sob capela de fluxo laminar (VECO, Campinas, Brasil), em
temperatura ambiente, entre 25 e 28°C.

Para analise da viabilidade celular e morfologia foram utilizadas amostras ce-
lulares na 62 passagem e as células remanescentes foram congeladas para estoca-

gem.

3.4.3 MANUTENCAO DAS LINHAGENS CELULARES

A linhagem celular de fibroblastos bovinos foi mantida em nitrogénio liquido e
armazenada em criotubos no Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa Gado
de Leite até o momento de uso. A solugdo de congelamento das células consistia
em uma solugdo de DMEM (Nutricell) com 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich) e 30% de soro fetal bovino - SFB (Nutricell).

As células foram removidas da solugdo de congelamento e colocadas em
banho-maria a 37°C. A suspensao celular foi diluida (1:10, v/v) no meio de cultivo e
centrifugada a 18 rpm (BE-6000, Bioeng) por 3 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em DMEM para o célculo da
concentracdo da suspenséo celular. Posteriormente, foi feita a contagem das células
em hemocitdmetro de Neubauer; as células foram distribuidas nas placas de cultivo
conforme a concentracao desejada.

Para a manutencao dessa linhagem celular, o meio de cultura foi removido e
as células foram repicadas duas vezes por semana, em fluxo laminar (Veco,

Campinas, Brasil) previamente limpo com &lcool 70%. Em cada repique, foram
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mantidas 5x10* células/mL em placas de Petri de poliestireno de 100 mm de
diametro (lwaki) obtendo um volume final de 10 mL.

As culturas foram visualizadas em microscopio invertido (ICM 405, Zeiss,
Alemanha) e mantidas em estufa com 5% de CO, (6100, Napco, Canada) a 37°C até

0 momento de seu uso nos testes de citotoxicidade.

3.5 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

3.5.1 MORFOLOGIA CELULAR

Para a avaliacdo microscépica das alteracdes celulares foi seguido o modelo
proposto por Frohner (2003), com algumas modificacdes. As células cultivadas em
estufa incubadora mantida em temperatura de 37°C, 5% de CO, em ar atmosférico e
95% de umidade, foram observadas quanto a formacdo do tapete celular
(confluéncia). As células foram tripsinizadas e distribuidas em uma placa de cultivo
de 96 pogos, na qual cada poco continha 100 p L da suspensdo celular
(aproximadamente 2x10* células/mL). Essas células foram levadas a estufa por mais
24h. Em seguida, as diferentes concentracfes (10 - 160u g/mL) dos extratos de L.
salvifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa foram adicionadas. A andalise morfolégica foi
feita ap6s 24 h de contato entre os extratos e as células, em um microscopio
invertido (ICM 405, Zeiss, Alemanha). Nos controles celulares, foi adicionado
somente o0 meio DMEM.

As alteracbes morfologicas foram comparadas com os controles celulares.
Esta técnica permitiu estimar a concentracdo que causa citotoxicidade a 50% das
células de uma cavidade (CCso). As alteracdes morfoldgicas do tapete celular foram
classificadas em quatro categorias, de acordo com a porcentagem de alteracao
celular (SIMOES et al., 1990):

1 = de 0 a 25% aproximadamente do tapete celular com alteragdes;

2 = de 26 a 50% aproximadamente do tapete celular com alteracdes;

3 =de 51 a 75% aproximadamente do tapete celular com alteracdes;

4 = de 76 a 100% aproximadamente do tapete celular com alteracdes;

A CCs, foi estimada a partir dos valores das categorias (1 a 4), em relagéo aos
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controles celulares, por andlise de regressao (SOKAL e ROHLF, 1995).

3.5.2 VIABILIDADE CELULAR

Diferentes técnicas de coloragédo (cristal violeta, eosina, vermelho neutro, azul
de Trypan, etc.) sao usualmente utilizadas para avaliar a citotoxicidade de
substancias. No presente trabalho foi utilizado o teste de exclusdo com o azul de
Trypan, um corante que so penetra em células mortas, cujas membranas ndo podem
mais exclui-lo. Este fenbmeno de permeabilidade da membrana celular permite
estimar indiretamente o grau de integridade da mesma. O percentual de células ndo
coradas representa o indice de viabilidade celular (WALUM, STRENBERG e
JENSSEN, 1990).

Para o0 ensaio de citotoxicidade através do teste de exclusdo do azul de
Trypan foi seguido o modelo proposto por Frohner (2003) com algumas
modificacdes. Uma suspensao celular foi distribuida em uma placa de cultivo de 96
pocos (100 p L / poco). Apds 24 horas de incubacdo, a 37°C, em estufa de CO, 0
tapete celular estava confluente e foram adicionados os extratos vegetais (10 -160
K g/mL), dissolvidos em meio DMEM. Mais 24 horas de incubacdo, o meio de cultivo
foi descartado e o poco com as células foi lavado em PBS. O tapete celular foi
dissociado por tripsinizacdo. Apo6s cinco minutos de contato entre a tripsina e as
células, a enzima foi inativada através da adicdo de DMEM contendo 10% de SFB. A
suspensao celular foi recolhida e centrifugada a 18 rpm (BE-6000, BIOENG) por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado ao pellet 50
pL do corante azul de Trypan (solugcéo a 0,4% em PBS). Esta solucdo foi mantida
em banho-maria a 37°C por 20 minutos. Em seguida, ocorreu uma nova
centrifugacéo e o pellet foi lavado em PBS novamente. Apos todas essas etapas, 0
pellet foi ressuspendido em 300 p | de PBS e procedeu-se a contagem em
hemocitdmetro. As contagens foram realizadas (diluicdo 1/20 v/v), estabelecendo-se
0s percentuais de células viaveis em relacéo aos controles celulares.

A CCs, foi estimada a partir das porcentagens das células vidveis em relacéo
aos controles celulares, por andlise de regressédo (SOKAL e ROHLF, 1995).
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3.6 DETERMINAGCAO DA CCs,

Os resultados dos testes de citotoxicidade (viabilidade celular por exclusédo do
azul de Trypan e analise morfolégica) foram convertidos em porcentagem onde as
células na auséncia dos extratos (controle negativo) correspondiam a 100% de
viabilidade celular e auséncia de alteracdes morfolégicas. Assim, a andlise de
regressdo foi realizada para os resultados de viabilidade celular e morfologia,
resultando em uma equacdo usada para calcular a concentracdo de substancia

necessaria para produzir 50 % de efeitos citotoxicos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata para cada
teste de citotoxicidade. As analises descritivas dos dados utilizaram de medidas de
posicdo e de dispersdo (média e erro padrdo). Para avaliar a significancia das
diferencas entre as médias dos resultados nos grupos do teste de viabilidade celular,
foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey. As analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Statistical Package of Social
Sciences versdo 14. Foi estabelecido como nivel de significancia um valor de p <
0,05.
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Para a espécie Pterodon ermarginatus foram testadas as fracdes hexanica,

acetato de etila, butandlica, metandlica e etandlica. Para as espécies de Lippia, foi

preparado o extrato aquoso contendo os peptideos. Na Tabela 1 foram citadas

somente as fracbes ou extratos que apresentaram atividade bactericida ou

bacteriostatica.

Tabela 1 Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais frente as bactérias causadoras de mastite

bovina.
Amostra Microrganismo CiMm Atividade Atividade da
antimicrobiana Gentamicina
P. ermaginatus  S. aureus
(FE) 2,5 mg/mL Bacteriostética Bactericida*
L. lacunosa 80 u g/mL Bacteriostatica Bactericida*
(EA)
P. ermaginatus  S.agalactiae 1,25 mg/mL  Bacteriostatica Bacteriostética
(FH) 2,50 mg/mL  Bacteriostatica (CIM=10pg/mL
(FE) )
80 p g/mL
Lippia salvifolia Bacteriostéatica
(EA) Bacteriostética
S. uberis 1,25 mg/mL (CIM=10pg/mL
P. ermaginatus 5,00 mg/mL Bactericida )
(FH) Bactericida
(FE) 10 4 g/mL Bactericida
Lippia Bacteriostética (CIM=0,01pg/
rotundifolia mL)
(EA) _ 1,25 mg/mL o o
S. bovis 10,00mg/mL Bactericida Bactericida
P. ermaginatus Bacteriostatica (CIM=0,01pg/
(FH) , 0,625mg/mL o mL)
(FE) S.dysgalactiae Bacteriostética
ND
P. ermaginatus 5 mg/mL ND
(FH) Klebsiela Bacteriostética
pneumoniae ND

P. ermaginatus
FH

Bacteriostatica

Legenda: EA= extrato aquoso; FE= fragcdo etandlica; FH= fracdo hexanica; ND= ndo detectada; * para
todas as concentracfes testadas (0,001-10 pug/mL.).
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Figura 7 — Atividade antimicrobiana pelo método turbidimétrico
A) Controle positivo (aspecto turvo); B) Controle negativo (aspecto limpido).

4.2 CITOTOXICIDADE CELULAR

Foram utilizados dois parametros para a avaliacdo da citotoxicidade: a
morfologia celular e a viabilidade celular, através do método de exclusao do corante
azul de Trypan. Para estes testes foram utilizados os extratos aquosos contendo 0s
peptideos das espécies de Lippia.

Os valores de CCs obtidos estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 Citotoxicidade dos extratos de Lippia em fibroblasto bovino.

Método utilizado Extrato CCso
(1 gimL)
Avaliagao
mlcroscop|~ca das L. salvifolia
alteracdes 115
2 L. lacunosa
morfologicas L rotundifolia ND
celulares ’ 82+6,96
Viabilidade celular L salvifolia
por excluséo do azul ’ 154,24

L. lacunosa
de Trypan L. rotundifolia HB

Os valores representam a média + erro padréo da média de dois experimentos
independentes analisados em triplicata; ND = ndo detectada.

4.2.1 VIABILIDADE CELULAR
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Células de fibroblastos bovinos foram expostas a diferentes diluicbes dos
extratos de L. salvifolia, L. lacunosa e L. rotundifolia durante 24 horas. A contagem
do numero de células remanescentes permitiu detectar uma relacdo diretamente
proporcional entre dose e efeito dessas diluicdes na proliferagédo celular (Figura 8).
As células tratadas com o extrato de L. salvifolia, apresentaram reducéo

estatisticamente significativa em seu numero, em relacdo ao controle, nas

concentracdes iguais ou superiores a 40 pu g/mL (p < 0,05).

As células tratadas com os extratos L. lacunosa e L. rotundifolia, apesar de
também apresentarem uma citotoxicidade dose-dependente, ndo apresentaram
reducdo significativa no numero de células quando comparadas ao controle
(p<0,05). Interessante destacar que o0s extratos de Lippia lacunosa e Lippia
rotundifolia, mesmo na maior concentragcao testada, ndo promoveram a reducéo em

50% do numero de células.

Viabilidade celular por
exclusdo do azul de trypan
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Figura 8 — Viabilidade celular de fibroblastos bovinos expostos a extratos de
Lippia salvifolia (linha amarela), Lippia lacunosa (linha rosa) e Lippia rotundifolia
(linha verde). Cada ponto representa a média de dois experimentos independentes.
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4.2.2 MORFOLOGIA CELULAR

Além da andlise estatistica das alteracdes morfologicas, foram realizadas
analises descritivas de outros parametros celulares como confluéncia e aspecto
alongado das células, a partir do tratamento com diferentes concentracées dos
extratos. A analise descritiva dos achados foi realizada em relagdo ao grupo controle
com o auxilio de um microscépio invertido. Foi possivel observar que as células do
grupo controle (Figura 9A) estdo homogeneamente distribuidas na placa,
apresentando um aspecto alongado, caracteristico dos fibroblastos.

As células tratadas com Lippia salvifolia tiveram sua forma alterada com as
concentracbes de 160 p g/mL (Figura 9B) e 80 p g/mL (Figura 9C). Nestas
concentracfes, as células ndo apresentaram aspecto alongado, demonstrando-se
irregulares e sem formato definido. O mesmo foi observado para os extratos de
Lippia lacunosa e Lippia rotundifolia nestas concentracdes. Através do grafico da
figura 10, € possivel constatar uma relacdo diretamente proporcional entre o escore
de alterac6es morfoldgicas e a concentracdo dos extratos (mg/mL). A concentracao
que promoveu 50% de alteracdes morfoldgicas nas células foi obtida a partir dos
valores de cada categoria por analise de regressdo (SOKAL e ROHLF, 1995). Tais
concentracbes foram de 115 p g/mL para Lippia salvifolia e de 82 + 6,96 p g/mL
para_Lippia rotundifolia. O extrato aquoso de Lippia lacunosa nao promoveu 50% de

alteracdes morfolégicas nas células nem na maior concentracao.
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Figura 9 - Alterac@o na morfologia celular de fibroblastos bovinos ap6s 24h de
incubac&@o com extratos vegetais. Controle negativo (A); Lippia salvifolia
nas concentrag@es de 160 (B), 80(C), 40(D), 20(E) e 10mg/ mL (F).
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Figura 10 - Alteracbes morfologicas de fibroblastos bovinos apds a incubag¢éo com
0s extratos de Lippia salvifolia (linha amarela), Lippia lacunosa (linha rosa)
e Lippia rotundifolia (linha verde). Cada ponto representa a média de dois
experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

A mastite bovina representa o maior problema econémico relacionado a
saude animal. O tratamento com antibioticos tem sido 0 método mais usado para o
controle e cura da doenca. No entanto, ha varias desvantagens clinicas e
econdbmicas inerentes ao uso de antibiéticos comerciais em vacas em lactacao
como, a rapida diluicdo do agente antimicrobiano, a necessidade de descarte do
leite e a possivel presenca de residuos desses antibidticos no alimento
disponibilizado para consumo (BERGHASH et al.,1983).

A baixa qualidade do leite produzido no pais provém, na maioria das vezes,
de rebanhos com vacas com indices representativos de mastite. Além da baixa
qualidade de matéria-prima, ocorrem prejuizos com o descarte das vacas e o custo
de sua reposicao, com a perda de material genético, com gastos com laboratorio,
medicamentos e assisténcia veterinaria, com a reducdo na produtividade dos
rebanhos, e com os problemas relacionados a saude publica (ZADOKS, 2004).
Diante disso, o controle da mastite deve tornar-se uma rotina indispensavel em
gualquer sistema de exploracéo leiteiro.

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais constituem modelos para a sintese de um grande namero de
farmacos. Os produtos encontrados na natureza revelam uma grande diversidade
em termos de estruturas e propriedades fisico-quimicas e biologicas (WALL e WANI,
1996). Os enfogues dados pelo movimento da agroecologia, buscando a
sustentabilidade da producéo agropecuaria e baseados na necessidade de gerar um
conhecimento contextualizador, subjetivo e pluralista, nascido das culturas locais,
reforcam a necessidade de trabalhos académicos buscando resgatar e estabelecer
bases cientificas para os saberes populares (SCHUCH, 2007). Contudo, é
importante destacar que a utilizagdo de plantas medicinais em sistemas de producgao
animal precisa ser feita com critério e aten¢do a biodisponibilidade de matéria-prima
e ao risco de extincdo dessas plantas por uso predatorio. Devem ser aplicadas
estratégias para manejo de reservas espontaneas de plantas ou a sua domesticacao

para uso medicinal (REIS et al., 2003).
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5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta
amazobnica e a mata atlantica tém sido utilizadas como farmacos naturais pelas
populacbes locais no tratamento de vérias doengas tropicais, incluindo
esquistosomose, leishmaniose, malaria e infec¢cbes tanto fungicas como bacterianas
(ALVES et al., 2000).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e
Oleos essenciais produzidos pelas plantas sao reconhecidas empiricamente ha
séculos (JANSEN, SCHEFFER e BAERHEIM, 1987). Estudos sobre essa atividade
antimicrobiana de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como
Brasil, Cuba, india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma
rica tradicdo na utilizagdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou
antifingico (MARTINEZ et al., 1996; NAVARRO et al., 1996; MAHASNEH, ADEL e
EL-OQLAH, 1999; AHMAD e BEG, 2001;DUARTE et al., 2005).

A deteccao da atividade antimicrobiana das plantas medicinais é realizada
através da exposicdo dos microrganismos aos extratos da planta a ser testada.
Existem muitos métodos descritos com esse objetivo, porém os mais citados séo os
meétodos de difusédo e de diluicdo (RIOS, RECIO e VILLAR, 1988). Utilizamos neste
trabalho o método de diluicdo, que segundo esses autores, sdo 0s mais simples,
apresentam boa reprodutibilidade, permitem o teste com extratos pouco sollveis em
solventes aquosos e nao dependem da capacidade de difusdo do principio ativo no
meio de cultura.

Ha descrito um namero significativo de familias e espécies de plantas estuda-
das até o momento. Entretanto, se levarmos em conta a existéncia das cerca de
300.000 espécies de plantas conhecidas, muito trabalho ainda tem de ser feito. Ain-
da, para a maioria das plantas, somente uma das partes, como folha, raiz ou caule,
ou somente um tipo de preparacdo como 0Oleo essencial ou extrato foram estudados.
A atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenos terpendides e compostos
fendlicos como timol, carvona, carvacrol e mentol, que também na forma pura exi-
bem atividade antibacteriana ou antifungica (SMID, KOEKEN e GORRIS, 1996; HE-
LANDER et al. 1998). Ha uma suspeita do mecanismo de acdo antimicrobiana des-

ses compostos estar associado ao seu carater lipofilico, havendo, portanto, seu acu-
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mulo em membranas lipidicas e, consequentemente, perda de energia pelas células
(CONNER, 1993; SIKKEMA, DE BONT e POOLMAN, 1995).

5.1.2 Pterodon ermaginatus Vogel

No trabalho realizado por Dutra (2008), o 6leo essencial obtido das sementes
de Pterodon ermaginatus apresentou atividade bactericida contra S. aureus, mas
nao apresentou atividade contra Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Candida albicans.

Rizzini (1978) verificou que o 6leo extraido de sucupira detém apreciaveis
propriedades contra a esquistossomose, impedindo a penetracdo das cercéarias na
pele dos mamiferos. Em outro experimento, realizado por Carvalho et al. (1999) tam-
bém utilizando extrato de sucupira, controlaram-se inflamac¢des do peritbnio
(edema), em ratos e outros animais. Ademais, esta espécie ja vem sendo aproveita-
da na medicina popular ha alguns anos, pois os frutos fervidos sdo usados em gar-
garejos para o alivio das dores de garganta (BRANDAO et al. 2002). Silva et al.
(2005) utilizaram o 6leo de sucupira contra fitobactérias e obtiveram como resultado
uma atividade antimicrobiana bactericida revelando a espécie também como um
agente promissor no combate as doencas em plantas.

Das fracOes da planta testadas neste trabalho, aquelas com acéo antibacteri-
ana foram as etandlica e hexanica. A fracdo etandlica apresentou atividade bacteri-
ostatica contra S. aureus (CIM = 2,5 mg/mL), S. agalactiae (CIM= 2,5 mg/mL) e S.
bovis (CIM = 10 mg/mL) e atividade bactericida contra S. uberis (CIM = 5,00 mg/mL).
A fracdo hexanica apresentou atividade bacteriostatica contra S. agalactiae (CIM =
1,25 mg/mL), S. dysgalactiae (CIM = 0,625 mg/mL) e Klebsiela pneumoniae (CIM =
5mg/mL) e bactericida contra S. uberis (CIM = 1,25 mg/mL) e S. bovis (CIM = 1,25
mg/mL) (Tabela 1). S. uberis foi o microrganismo que apresentou maior sensibilida-
de frente as fracdes bactericidas. Tais resultados também se mostram interessantes
ao compara-los com o antibiotico padrao utilizado, gentamicina (Tabela 1). Para S.
bovis, enquanto a gentamicina ndo apresentou nenhum efeito de inibicdo microbia-
na, a fracdo hexanica apresentou acéo bactericida e a etandlica, acdo bacteriostati-
ca. De modo semelhante, para S. dysgalactiae, a gentamicina ndo demonstrou ativi-

dade biolégica, em contrapartida, a fracdo hexanica foi bacteriostatica.
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Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificagdo para materiais vegetais
com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibicdo - CIM até 500
pg/mL; inibicho moderada — CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibicdo -
CIM acima de 1600 ug/mL. Seguindo esta classificacao, a fragdo hexanica demons-
trou um maior potencial de acdo quando comparada a fracdo etandlica. Apresentou
uma inibicAo moderada para S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis e S. bovis.
Possivelmente, a melhor atividade da fracdo hexanica pode ser atribuida a sua cons-
tituicdo quimica. Segundo Dutra (2008), os principais constituintes encontrados na
fracdo hexéanica de Pterodon ermaginatus Vogel foram flavonodides, leucoantocianidi-
nas, taninos e cumarinas.

Teixeira (2006) detectou atividade biologica dos extratos etandlico e hexanico
de sucupira branca em Aedes aegypti, onde também se verificou uma maior ativida-
de repelente dos extratos apolares. No extrato hexanico dos frutos de sucupira bran-
ca, obtido por extracdo em aparelho de Soxhlet, foi observada a presenca dos diter-
penos furanicos, bem como outros terpenos e esterdides. Utilizando cromatografia
com fase gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massa foram ca-
racterizados &acidos graxos em pequena quantidade, sesquiterpenos (cariofileno, ca-
riofileno, mirceno, pineno) e diterpenos triciclicos furanicos.

Sabe-se que dependendo da polaridade do solvente utilizado na extracao, di-
ferentes constituintes quimicos s@o obtidos das plantas, resultando na deteccao de
diferentes atividades bioldgicas. Tais constituintes quimicos, provenientes

da atividade metabdlica secundaria dos vegetais superiores, podem atuar
como substancias antibidticas utilizadas como mecanismo de defesa con-
tra predacao por microorganismos, insetos e herbivoros (GOTLIEB, 1981).
Terpendides e 6leos essenciais (POZZATTI et al., 2006; DUARTE et al.,
2007), alcaléides (MOREL et al., 2005), lecitinas e polipeptideos (TERRAS
et al.,, 1993; ZHANG, LEWIS e FABATINS, 1997), substancias fendlicas,
como fendis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavondis e fla-
vondides, taninos e cumarinas, sao os principais grupos de compostos ex-
traidos de plantas com propriedades antimicrobianas relatadas.

Weiduo et al. (2006) relacionaram a atividade dos polifendis do cha verde,

particularmente, epigalocatequina galato, na diminui¢céo da resisténcia a antibiéticos
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por S. aureus, sugerindo que esses compostos podem atuar como métodos alterna-
tivos para o controle da mastite bovina.

Na literatura pesquisada, ndo foi encontrado nenhum trabalho relacionando a
atividade antimicrobiana das fracdes hexanica e etandlica oriundas do extrato bruto
de Pterodon ermaginatus Vogel com os microrganismos objeto deste estudo, o que
torna o dado obtido inédito, amplia as informacgdes cientificas para esta espécie e
instiga novas pesquisas tanto para a descoberta dos constituintes responsaveis por

esta agdo como para seus possiveis efeitos citotdxicos.

5.1.3 GENERO LIPPIA

A pesquisa de novas drogas a partir de recursos naturais, especialmente a
partir de plantas, vem ganhando importancia nas ultimas décadas (KAGEYAMA,
1987). Em meio a tal diversidade no Brasil, a familia Verbenaceae se faz
representativa ao incluir 22 géneros e 296 espécies que possuem importantes
propriedades medicinais, destacando-se entre eles, Stachytarpheta, Lantana e,
principalmente, Lippia (SALIMENA e GIULIETI, 1998).

Pesquisadores do nucleo de Ciéncias agrarias (NCA) da UFMG estao
testando em laboratério a atividade antimicrobiana de plantas medicinais do cerrado
contra microrganismos causadores de mastite. O estudo foi motivado devido a alta
incidéncia de mastite em ovinos no norte de Minas e a sua alta resisténcia aos
antibioticos convencionais.

Os estudos quimicos relacionados ao género Lippia sdo mais relacionados
com o0s componentes do Oleo essencial, existindo poucos estudos para a
identificacdo de componentes ndo volateis (CATALAN e LAMPASONA, 2002). As
espécies Lippia lacunosa e Lippia rotundifolia tem sido consideradas sindnimos em
muitos herbarios (SOUSA, 2008). No entanto, ja existem estudos evidenciando
diferencas entre as espécies.

Pinheiro et al. (2004) prepararam extratos etandlicos de L. lacunosa e L.
rotundifolia e posterior particdo destes utilizando solventes de diferentes polaridades
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) para a detec¢cdo de componentes
guimicos por comparacao através de cromatografia em camada fina (CCF). Atraves

deste método, obtiveram diferencas sutis na composicdo quimica entre as duas
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espécies. Leitdo et al. (2008) confirmaram o exposto acima, ressaltando que as duas
espécies apresentam diferencas marcantes na composicdo de seus Oleos
essenciais. A descricdo olfativa dos constituintes volateis dessas duas espécies,
floral para L. rotundifolia e aroma de manga para L. lacunosa, contribuem para
auxiliar na diferenciacdo dessas espécies e posterior classificacao botanica.

Quanto a atividade bioldgica, Leitdo et al. (2006) demonstraram um efeito
antimicobacteriano acentuado das fragcdes hexano e diclorometano de L. lacunosa e
L. rotundifolia contra o Mycobacterium tuberculosis.

Os trabalhos envolvendo o0 género Lippia descrevem atividades
principalmente para Lippia sidoides e Lippia alba, as duas espécies mais relatadas
na literatura cientifica. Oliveira et al (2006) buscaram avaliar a efetividade do 6leo
essencial de Lippia sidoides Cham na inibicdo do crescimento de linhagems de S.
aureus isoladas de material clinico humano. Os resultados apresentaram destacada
efetividade na inibicdo da viabilidade do microrganismo em caldo, durante 24 horas
de interacdo com o extrato, apresentando efeito bacteriostatico com CIM de 0,4 pL/
mL. No presente estudo, foi detectado um efeito bacteriostatico dos peptideos de
Lippia lacunosa contra S. aureus na concentragédo de 80 pg/mL.

Preparados a base de Lippia alba também sao utilizados na medicina po-
pular para o tratamento de diversos males; entre eles encontram-se dis-
turbios estomacais como célicas, indigestdo, dores, nduseas e espasmos
(GAZOLA et al. 2004; BRAGA et al. 2005). Esta espécie também é utilizada nos
casos de tosse (SCARPA, 2004; BRAGA et al. 2005), resfriado (STASI et al.,
2002; BRAGA, et al., 2005), como tranquilizante ou calmante (GAZOLA et
al. 2004), no combate a hipertensao (STASI et al. 2002; GAZOLA et al., 2004),
como sedativo (STASI et al., 2002), analgésico (VALE et al., 1999) bem
como nos casos de disturbios hepaticos, gripe, bronquite, sifilis, diarréia,
disenteria, como carminativo (BRAGA et al., 2005), no tratamento de dores
de cabeca (DUARTE et al., 2005) e malaria (VIGNERON et al., 2005).

Em relacdo a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de L. alba causou ini-
bicdo moderada no crescimento de Candida albicans (CIM = 0,6 mg/L). No entanto,
0 extrato etandlico mostrou-se inativo. A analise quimica dos componentes do 0Oleo
evidenciou o linalol (76,30%) como componente majoritario (DUARTE et al. 2005).

Em contrapartida, os extratos hidroalcoodlicos obtidos por maceracdo apresentaram
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atividade antimicrobiana moderada contra C. krusei (125 pg/mL) e fraca contra C.
parapsilosis (1000 pg/mL), utilizando-se o método de microdiluicdo em caldo (HO-
LETZ et al. 2002). No caso da atividade antibacteriana, 0os extratos aquoso e meta-
nélico apresentaram baixas porcentagens de inibicdo do crescimento bacteriano, na
concentracédo de 8 mg/mL, contra alguns dos microrganismos testados (Escherichia
coli, Shigella sonnei, Shigella flexneri e Salmonella sp.) No entanto, esta porcenta-
gem de inibicdo foi maior do que aquela demonstrada pelo cloranfenicol (ALANIS et
al. 2005).

Neste trabalho, foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato protéico
obtido de folhas e flores de L. salvifolia, L. rotundifolia e L. lacunosa. O interesse por
essas substancias surgiu a partir de varios relatos na literatura, identificando os
peptideos catibnicos como um dos principais mecanismos de defesa antibacteriana
das superficies mucosas do homem (LEE et al.,, 1989; MOORE et al., 1996;
HANCOCK, 1997; HANCOCK e CHAPPLE, 1999). Devido a esse potencial
antimicrobiano, os peptideos podem vir a constituir potenciais agentes terapéuticos
no tratamento das mais diversas infec¢des (LEE et al., 1989, LEHRER et al., 1989).

Os resultados obtidos demonstraram atividade bacteriostatica para o extrato
bruto protéico de Lippia lacunosa e Lippia salvifolia contra S. aureus e S. agalactiae
na concentracdo de 80 u g/mL, respectivamente. Lippia rotundifolia apresentou a
menor concentracao inibitéria minima, de 10 u g/mL contra S. uberis.

Um aspecto importante a ser ressaltado na avaliacdo farmacoldgica dos
extratos de Lippia foi a especifidade encontrada nestas espécies para O0s
microrganismos testados, de forma que cada extrato demonstrou atividade
antimicrobiana para apenas uma dentre as seis bactérias testadas.

Outra perspectiva para a utilizacdo desses peptideos com atividade
antimicrobiana seria sua introducdo em plantas, através do conhecimento do gene
gue controla sua atividade. Estes genes poderiam ser inseridos em plantas (de valor
econdmico agregado) resultando em organismos transgénicos e dotados de
caracteristicas defensivas contra predadores, como microrganismos patogénicos,
insetos e animais herbivoros.

De modo semelhante ao resultado dos estudos com P. ermaginatus, os dados
de atividade antimicrobiana obtidos de Lippia séo inéditos, considerando ainda o fato

das bactérias utilizadas no ensaio constituirem-se em microrganismos retirados de
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animais com mastite e resistentes a uma grande variedade de antibiéticos utilizados

nos tratamentos convencionais.

5.2 CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de
alteracbes da homeostase celular, que leva a uma série de modificacbes, que
interferem na capacidade adaptativa das células, na sua sobrevivéncia, reproducao
e realizacdo de suas fun¢des metabdlicas.

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis e necesséarios para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto em causar
alteracbes e morte celular, como consequéncia de dano das funcdes celulares
basicas. Esses testes sdo necessarios para definir o limite de concentracdo para
testes in vivo posteriores e mais detalhados, e também para fornecer informacdes
significativas sobre outros parametros a serem pesquisados, como a genotoxicidade
(EISENBRAND et al., 2002). O estudo de qualquer atividade biolégica em cultura
celular tem como vantagem, entre muitas outras, a homogeneidade das amostras
(SOKAL; ROHLF, 1995).

Segundo Freshney (1990), o estudo in vitro utilizando culturas de células tem
se mostrado preferencial devido a homogeneidade das amostras e a facilidade de
padronizacdo, pois é possivel o controle de fatores tais como: pH, temperatura,
pressdo osmotica, tensdo de O, e CO, Porém, algumas desvantagens podem ser
consideradas para este método em estudo, dentre elas, a necessidade de se
trabalhar em ambiente asséptico e estéril, 0 que exige certa pratica por parte do
pesquisador, e o fato do custo de um experimento feito com cultura de células ser
muito maior do que o mesmo feito em animais.

As células retiradas de tecidos sdo chamadas de primarias, e normalmente,
passam por 50 ciclos celulares com as respectivas divisdes mitéticas, sendo entao
chamadas de células normais (VIDAL, 2007). Neste trabalho, foram utilizadas
células na 62 passagem, pois segundo Freshney (1999), linhagens celulares com
poucas passagens sdo instaveis e necessitam de um periodo de adaptacdo em
culturas. Baseando-se no mesmo principio, Almeida-Lopes (1999) utilizou

fibroblastos humanos na 62 passagem em seus experimentos com o uso de laser.
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Os fibroblastos foram o modelo celular escolhido, pois sao células
encontradas em alta predominancia no tecido conjuntivo, e uma das utilizacdes
previstas para esses extratos € o seu emprego em formulacdes topicas para a
glandula mamaria, que possam ser auxiliares no tratamento de mastites. Outra
alternativa prevista é sua aplicagdo como desinfetantes na assepsia do teto do
animal e maos de ordenhadores.

Os ensaios mais freqientemente usados para avaliar citotoxicidade baseiam-
se na alteracdo da permeabilidade celular (ex. uso de corantes vitais, tais como azul
de Trypan), nas fungbes mitocondriais (ex. ensaio do MTT), na morfologia celular e
na proliferacédo celular (WILSON, 2000; EISENBRAND et al., 2002). Em relacédo a
potencial subjetividade, causadora de erros, todos os métodos baseados na
inspecédo visual consomem tempo e sao trabalhosos, e portanto, sdo inapropriados
para pesquisas em grande escala (GUTLEB, MORRISON e MURK, 2002).

Os testes de citotoxicidade in vitro sédo Uteis e necessarios para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto em causar
alteracoes e morte celular, como consequéncia de dano das funcdes celulares
bésicas. Esses testes sdo necesséarios para definir o limite de concentracdo para
testes in vivo posteriores e mais detalhados, e também para fornecer informacdes
significativas sobre outros parametros a serem pesquisados, como a genotoxicidade
(EISENBRAND et al., 2002).

5.2.1 Pterodon ermaginatus Vogel

Segundo Da Luz Dias (1995), ha poucos estudos referentes a citotoxicidade
do 6leo obtido das sementes de sucupira. Estudos preliminares, in vivo, demonstra-
ram auséncia de clastogenicidade do 6leo das sementes em células de mamiferos.
Apesar destes resultados, estudos toxicoldgicos envolvendo a determinacdo da CCs
podem identificar alguma restricdo ao uso destas plantas.

Dutra (2008) ao avaliar a citotoxicidade, in vitro, do 6leo essencial de P. erma-
ginatus, em fibroblastos normais de rim de hamster, ndo encontrou diferenca de ati-
vidade entre células tumorais e células normais, evidenciando a necessidade de

mais estudos toxicologicos envolvendo esta espécie vegetal.
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No presente trabalho nao foi realizada avaliagéo de citotoxicidade das fracbes
das sementes de sucupira. O foco do trabalho voltou-se mais as espécies de Lippia,
devido principalmente, a baixa concentracédo inibitéria encontrada (na ordem de u g/
mL) e & possibilidade de correlacdo entre os peptideos presentes no extrato com a
atividade antimicrobiana e aos escassos relatos de atividade farmacoldgica dessas

espécies descritos na literatura.

5.2.2 O GENERO LIPPIA

Optou-se por estudar a citotoxicidade das espécies do género Lippia, pois
nestas, sabe-se que a acdo bacteriostatica demonstrada esta relacionada ao extrato
bruto protéico, o que propicia, de maneira mais facilitada, o estabelecimento do
binbmio constituinte/atividade farmacoldgica.

Nao foram encontrados na literatura, pesquisas evidenciando a citotoxicidade
dos extratos avaliados neste estudo. De todas as espécies, Lippia salvifolia foi a
Gnica que apresentou um valor de CCsy (U g/mL) para os dois testes de
citotoxicidade, avaliacdo morfolégica e viabilidade celular, ambos apresentando
valores semelhantes (Tabela 2). No entanto, cabe salientar, que esse valor de
citotoxicidade para L. salvifolia ndo inviabilizaria seu uso como antimicrobiano pois
sua concentragdo inibitéria minima é inferior a dose toxica.

No teste de avaliacdo microscopica de alteragcbes morfoldgicas celulares,
Lippia rotundifolia apresentou uma concentracao citotoxica muito maior do que sua
concentracdo inibitoria sobre S. uberis, portanto, esse dado também ndo exclui a
possibilidade de seu uso como antimicrobiano.

Através da analise das figuras 8 e 10, pode-se observar que a concentracdo
dos extratos foi inversamente proporcional a porcentagem de viabilidade celular em
relacdo ao controle (teste do azul de Trypan) e diretamente proporcional ao escore
de alteracdes morfoldgicas, confirmando os resultados esperados. Assim, os trés
extratos brutos de Lippia demonstraram citotoxicidade dose-dependente. Lippia
lacunosa e Lippia rotundidfolia ndo apresentaram reducao significativa no niumero de
células em relacdo ao controle e mesmo na maior concentracdo testada, nao

chegaram a promover redugdo em 50% do numero de células. Os dados de
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citotoxicidade obtidos para Lippia salvifolia sao superiores aqueles referentes a
atividade antimicrobiana, o que significa que a dose responsavel pela atividade
terapéutica € inferior a dose toxica, demonstrando boas perspectivas para seu uso
no campo farmacéutico.

Além do ja exposto, outras consideracdes podem ser abordadas a partir des-
se estudo como a resisténcia microbiana, a presenca de residuos de antibioticos em
alimentos de origem animal e as demais finalidades de utilizacdo desses extratos,
como por exemplo, na formulacéo de produtos antissépticos para uso geral.

A resisténcia de patdégenos humanos e animais as drogas € um dos casos
mais bem documentados de evolugéo bioldégica e um sério problema tanto em pai-
ses desenvolvidos como em desenvolvimento (DUARTE, 2006). A resisténcia bacte-
riana emergiu pouco apoés a introducdo dos antibioticos nos anos 1930 e 1940 (VIRK
e STECKELBERG, 2000). Em meados de 1940, dois anos apenas apdés a introducao
da penicilina no mercado, os cientistas observaram a emergéncia de uma estirpe de
Staphylococcus aureus resistente a penicilina (WHO, 2000; WALSH, 2000).

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela populagdo carente da area
rural ou urbana, devido a facil disponibilidade e menores custos. Atualmente, 0 uso
de plantas como uma fonte de medicamentos é predominante em paises em desen-
volvimento como uma solucao alternativa para problemas de salude e esta bem esta-
belecido em algumas culturas e tradigdes, especialmente na Asia, América Latina e
Africa (DUARTE, 2006), principalmente porque 0s microrganismos que causam pre-
juizos a saude humana estdo se mostrando resistentes a maioria dos antimicrobia-
nos conhecidos, o que incentiva ainda mais a procura por antibiéticos de ocorréncia
natural.

Outro aspecto relevante a ser abordado na utilizacdo dessas plantas esta na
preocupacdo mundial com a saude e a busca crescente por alimentos livres de
residuos quimicos e contaminacfes e que possam ser produzidos sem agredir o
meio ambiente. Neste contexto, vale ressaltar que, a transformacgao da agricultura
por conta da agroecologia esta intimamente ligada a transformacgéo da sociedade
como um todo e ndo a uma simples substituicdo de insumos (MOREIRA e CARMO,
2004). Também é central o carater sustentavel desde o ponto de vista social,
econdmico, ecoldgico e cultural, das formas de produzir (NAVARRO, 1992).

Nos ultimos anos, segundo Heinzmann e Barros (2007), a procura por

drogas vegetais como recurso terapéutico tem aumentado. Entre os fatores que mo-
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tivam esse aumento estdo a insatisfacdo com os resultados obtidos em tratamentos
com a medicina convencional, os efeitos indesejaveis causados pelo uso abusivo
e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos medicamentos e a
medicina institucionalizada, a consciéncia ecoldgica e a crenca popular de que o na-
tural € inofensivo .

Segundo dados de Rivera e Brugarolas (2003), entre 1997 e 2000, o
mercado organico cresceu 87% especialmente, nos paises industrializados e
mais conscientizados.

Campos (2004) estudou amostras de leite oriundas de producdo orgénica e
comparou com amostras de leite produzidas de forma convencional em uma regiao
de Sado Paulo. A autora concluiu que as amostras de leite oriundas de producao or-
ganica apresentavam menor contaminacdo com antibiéticos B -lactamicos, com um
resultado negativo nas amostras de producéo organica e com 6,67% de positividade
naquelas produzidas convencionalmente. As plantas avaliadas neste trabalho po-
dem constituir-se em uma nova opcao viavel para o tratamento de mastite nesse sis-
tema de producao.

Outra possibilidade de utilizacdo desses extratos vegetais, segundo Nasci-
mento et al. (2000) é sua aplicacdo concomitante com antibioticos convencionais,
devido a um possivel efeito sinérgico. Tal achado pode vir a constituir uma nova op-
cado de tratamento para as doencas infecciosas, principalmente quando permite o
uso do antimicrobiano quando ele ja ndo possui atividade, se usado em regime de
monoterapia. O autor revela em seu estudo que os extratos isolados de Syzygium
cumini e Thymus vulgaris inibiram o crescimento microbiano na concentragao de 50
pg/mL, entretanto, um efeito sinérgico foi observado quando 10 pyg/mL desses extra-
tos foram combinados com cada um dos antibi6ticos testados (cloranfenicol, ampici-
lina e tetraciclina — 500 mg/mL). Esses resultados revelam mais esse campo de atu-
acao para as plantas, visto que nesses casos, 0s extratos sdo ativos em baixas con-
centragdes inibitorias, 0 que minimiza a possibilidade de efeitos toxicos.

Simodes e Schenkel (2002) enfatizaram a necessidade da interacao
entre a inddstria com a academia, enquanto Maciel et al. (2002) ressalta-
ram a importancia dos estudos multidisciplinares com plantas medicinais,
envolvendo a etnobotanica, a quimica e a farmacologia. Segundo os Uulti-
mos autores, a integracao entre as diferentes dreas na pesquisa de plan-
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tas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para a descoberta
de novos medicamentos.

Segundo dados de 2007 (HEINZMANN e BARROS, 2007), o crescimento
do mercado de medicamentos fitoterapicos é da ordem de 15% ao ano, enquanto o
crescimento anual do mercado de medicamentos sintéticos gira em torno de 4%.
Este crescimento, também observado em outros paises, pode gerar divisas para o
Brasil desde que a producéo de fitomedicamentos atenda os quesitos de qualidade,
eficacia e seguranca. O decreto n® 5.813 de 22 de junho de 2006, que aprova a Poli-
tica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, fortalece e amplia as a¢des poli-
ticas voltadas ao setor, constituindo-se num marco regulatorio historico.

Em relacdo a mais uma de suas aplicabilidades, Avancini e Wiest (2008)
apontam para o desenvolvimento de projetos para se verificar se extracfes de espé-
cies vegetais utilizadas em sistemas tradicionais/ populares de salude possuem via-
bilidade de uso, cientificamente assegurada, ecoldgica, econdmica e socialmente
sustentaveis como desinfetante ou antisséptico para aplicacdo em saude publica e
animal, substituindo ou complementando os produtos convencionais.

Com esse objetivo, Farias, Santos e Such (2003) desenvolveram um trabalho
piloto buscando a producédo orgéanica do leite bovino no qual foram observados o de-
sempenho produtivo e a salde dos animais por um periodo de dois anos. No primei-
ro ano, foi utilizado manejo convencional e no segundo introduziu-se o extrato cru
obtido por decocto de plantas como desinfetante e extrato alcodlico de propolis para
o tratamento dos casos de mastite. Foi possivel observar uma reducdo da prevalén-
cia de mastite subclinica de 13,37% no primeiro ano para 7,43% no segundo ano.
Da mesma forma, houve uma redugdo nos casos de mastite clinica. Foi concluido
gue adequando e aprimorando as praticas higiénico-sanitarias do rebanho é possivel
produzir leite com qualidade e baixa ocorréncia de mastite sem o uso de antibioticos,
substituindo os desinfetantes quimicos comerciais por extratos de plantas e utilizan-
do tratamentos naturais (prépolis) para os casos clinicos.

Segundo Bessems (1998), no que se refere a utilizacdo de extratos de plantas
na assepsia dos tetos do animal, mdos de ordenhadores e equipamentos de orde-
nha, a aplicacdo do desinfetante ou anti-séptico também deve levar em considera-
cdo as condi¢cdes ambientais onde ele sera utilizado. Se, por exemplo, em condi¢cdes
de ambiente limpo ou sujo, se para saude animal ou na indastria de alimentos.

Todas essas questdes conduzem ao entendimento de que pesquisas voltadas
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para o estudo e avaliacado de produtos naturais como terapéuticos e, principalmente,
com atividade antimicrobiana, devem ser estimuladas no intuito de se criar novas
drogas ou adaptar as ja existentes para que voltem a ter atividade. Logo, esses
estudos de atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos extratos e fragcdes vegetais
obtidos de P. ermaginatus, L. lacunosa, L. salvifolia e L. rotundifolia, poderdo
contribuir como testes preliminares para a obtencdo de uma via alternativa de
tratamento para mastite (com reducédo de efeitos colaterais e residuos de antibioticos
no leite) e demais infecgbes causadas por estes patégenos, e para formulacdo de
produtos antissépticos utilizados também em laboratorios.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram o potencial farmacoldgico dos extratos de
Pterodon ermaginatus Vogel, Lippia lacunosa, Lippia rotundifolia e Lippia salvifolia
como provaveis agentes antimicrobianos.

Das fracbes de P. ermaginatus testadas, aquelas com atividade foram a
hexanica (FH) e a etandlica (FE). A FH foi bacteriostatica para S. agalactiae, S.
dysgalactiae e Klebsiela pneumoniae e bactericida para S. uberis e S. bovis. A FE foi
bacteriostatica para S. aureus, S. agalactiae e S. bovis e bactericida para S. uberis.

As espécies Lippia lacunosa, Lippia salvifolia e Lippia rotundifolia
apresentaram somente atividade bacteriostatica contra 0s microrganismos S.
aureus, S. agalactiae e S. uberis, respectivamente. O teste de viabilidade celular
demonstrou que os extratos obtidos de Lippia lacunosa e Lippia rotundifolia nao
foram toxicos quando comparados ao controle, enquanto que a analise descritiva da
morfologia das células revelou que concentracdes igual e superiores a 80 p g/mL ja
promovem alteracdes no formato das células para as trés espécies de Lippia (extrato
aquoso).

A andlise conjunta dos dados deste estudo fornece base cientifica para
pesquisas posteriores utilizando esses extratos vegetais como auxiliares no
tratamento de mastite bovina, seja como antimicrobianos usados em casos clinicos,
seja na formulacdo de antissépticos para os tetos do animal e mdaos de
ordenhadores.
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Apesar de ainda haver questdes importantes que aguardam analises mais
profundas (andlise in vivo), este estudo amplia o conhecimento cientifico sobre L.
lacunosa, L. rotundifolia e L. salvifolia e contribui para a possibilidade de sua
utilizagdo como fonte natural para obtencéo de protétipos e moléculas com atividade

biologica.
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ANEXO A - Resumo apresentado em Congresso

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FRAGCOES DE Pterodon ermaginatus Vogel
CONTRA MICROORGANISMOS CAUSADORES DE MASTITE BOVINA

1QUINTAO, C.C.R.; iIFERREIRA, A.S.; iIDUTRA, R.C.; iBARBOSA N.R.; 2LANGE, C.C.
1Faculdade de Farmacia e Bioquimica- NIQUA - UFJF, Juiz de Fora- MG
2Embrapa- Empresa Brasileira de Agropecuaria-Gado de Leite

E-mail: nadiafox@gmail.com

INTRODUGAO

A mastite consiste em um processo inflamatério da glandula mamaéria acompanhado da reducédo de
secrecdo de leite (BRITO et al, 2002). Bactérias, como Staphylococcus aureus, sdo consideradas
patégenos primarios e tém sido o agente mais freqiientemente isolado tanto de infec¢es clinicas
como subclinicas (BRITO et al, 2002, FUEYO et al, 2005).

O Ubere bovino consiste de 04 glandulas mamarias sendo que, cada uma delas pode contrair mastite
independente das outras. As freqiiéncias de infecgdo intramamaria entre vacas foram estimadas em
48,5 % em um levantamento realizado nos Estados Unidos da América, enquanto no Canada, 19,8 %
das vacas analisadas apresentaram mastite durante a lactagdo (GILL et al, 2006).

Estudos crescentes sobre as atividades antimicrobianas de produtos do metabolismo secundario de
plantas tém sido conduzidos, visando a busca de novos agentes terapéuticos; necessidade esta
decorrente da resisténcia desenvolvida por muitos microorganismos (COWAN, 1999, NASCIMENTO
et al, 2000;).

OBJETIVOS DO ESTUDO

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fra¢cdes da planta
Pterodon ermaginatus Vogel (sucupira branca) sobre as bactérias causadoras de mastite:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberys, Streptococcus bovis,
Streptococcus dysgalactiae e Klebsiela pneumoniae, 0s quais poderdo representar uma alternativa

viavel para o tratamento da mastite bovina.

MATERIAL E METODOS

As sementes de Pterodon emarginatus foram coletadas no cerrado em setembro de 2006, no
municipio de Trés Marias/MG, com respectiva caracterizacdo botanica realizada pela Dra Fatima
Regina Goncalves Salimena e tombada na colecdo do Herbario CESJ (n° 48077) do Departamento
de Botéanica da Universidade Federal de Juiz (UFJF), Juiz de Fora - Minas Gerais.

As fracdes (hexanica, acetato de etila, butandlica metandlica, etandlica) vegetais foram obtidas por
extracdo utilizando-se o aparelho de Soxhlet, na presenca de solventes de diferentes polaridades, e,
em seguida, submetidas a rotaevaporagédo até a obtencao de residuo solido.

Os microorganismos testados e supra-citados foram cedidos pela empresa Embrapa-Gado de Leite,
com sede em Juiz de Fora, MG.
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Para a realizacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de turbidimétrico, a partir do
gual foi calculada a concentracgao inibitéria minima (MIC) (Candan et al, 2003). Os ensaios foram
conduzidos empregando-se as concentracfes de 10 mg.mL-1 a 0,625 mg.mL-1 de cada fracéo e,
ainda, realizados em triplicata. O antibiético padréo utilizado foi a gentamicina na concentracao de
0,001 pg.mL a 10 pg.mL.

RESULTADOS

Os resultados de atividade antimicrobiana e os valores de MIC obtidos estdo descritos na
tabela 1.

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de Pterodon ermaginatus contra
bactérias causadoras de mastite bovina

Microorganismo Extrato com acéo Extrato com MIC (mg.mL- Acao da
bacterostatica acao 1) gentamicina
bactericida (ng/mL)
S. aureus E ND 25 Bactericida*
S. agalactiae A E ND A:1,25 Bacteriostatico
E:2,5
S. uberis ND A E A: 1,25 Bactericida
E:5
S. bovis E A E:10 ND
A:1,25
S. dysgalactiae A ND 0,63 ND
K. pneumoniae A ND 5 Bacteriostatico

Legenda: A = Fracdo hexanica de sucupira ; E =Fracao etandlica de sucupira; * para todas as
concentracdes testadas; ND = ndo detectada

CONCLUSOES

A partir da analise dos dados foi possivel concluir que os extratos obtidos de sementes de Pterodon
ermaginatus apresentaram acao antimicrobiana contra linhagems causadoras de mastite bovina. Vale
ressaltar que as espécies empregadas foram resistentes a maioria dos antibiéticos convencionais.
Esses dados demonstraram a potencialidade desta planta como um tratamento alternativo e viavel
para esta patologia, o que podera contribuir para a reducdo de prejuizos & economia leiteira e a
saude do animal.
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