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RESUMO

AVALIAQAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE EXTRATOS OBTIDOS
COM DIFERENTES SOLVENTES DE AROEIRA (Schinus terebinthifolius Raddi) E
CHINCHILHO (Tagetes minuta Linnaeus)

Autor: Katiuscia Bilhalva
Orientador: Jodo Roberto Braga de Mello

Diversas plantas tém sido utilizadas para o tratamento de enfermidades de importancia em
medicina veterinaria e vém despertando interesse da comunidade cientifica quanto a sua acdo
antimicrobiana como as espécies, Schinus terebenthifolius Raddi e Tagetes minuta Linnaeus.
Devido a importancia do conhecimento do potencial da atividade antimicrobiana destas
espécies, objetivou-se: (i) avaliar a acdo antimicrobiana de extratos de diferentes partes das
plantas obtidos com solventes de diferentes polaridades e do éleo essencial de Schinus
terebinthifolius Raddi e Tagetes minuta L.; (ii) determinar os extratos mais eficazes no
controle da atividade antimicrobiana frente as bactérias isoladas de leite bovino; (iii) analisar
0 sinergismo in vitro das diferentes partes das plantas com antimicrobianos comerciais; (iv)
avaliar os efeitos citotoxicos dos extratos mais eficientes; (vi) avaliar o rendimento dos 0leos
essenciais das diferentes partes das plantas; (vii) avaliar a atividade antimicrobiana do 0leo
essencial extraido de diversas partes das plantas; (viii) caracterizar os compostos fendlicos e
antocianinas. O material vegetal foi encaminhado para extragdo no aparelho Soxhlet pelo
método IUPAC 1.122 (1979) com uso de cinco diferentes solventes e para o 0leo essencial por
hidrodestilacdo em Clevenger. Para realizacdo dos testes in vitro foi utilizado o método de
microdiluicdo serial em placas para ser determinada a concentracao inibitéria minima (CIM),
Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), Staphylococcus sp. e Streptococcus
agalactiae. Foram realizados antibiogramas controle e tratamento através da metodologia dos
discos adaptada, utilizados os seguintes antibidticos, amoxicilina, ampicilina, gentamicina,
penicilina e tetraciclina. Para os testes de citoxicidade utilizou microplacas contendo Meio
Essencial Minimo (MEM), soro fetal bovino a 10% (Gibco), enrofloxacina (10mg ml™) e
anfotericina B (0,025 pg ml'), e preparadas células da linhagem MDBK (Madin-Darby
bovine kidney). A quantificacdo dos compostos fendlicos totais dos extratos foi de acordo
com Swain e Hillis (1959) com adaptacdes. O extrato metandlico apresentou melhor
resultado contra as bactérias Gram positivas, 0 extrato metandlico aroeira fruto maduro
apresentou, valores de CIM significativos frentes as cepas Gram negativas. Os extratos
metanolico da folha do chinchilho apresentoram melhor resultado contra todas as cepas, e 0
extrato chinchilho flor metanol mostrou maior eficiéncia para as bactérias Gram-negativas. A
maior porcentagem de teor de 6leo essencial foi no fruto maduro 5,85% e o menor valor foi
na folha verde 0,52%. Os 0leos com menores valores de CIM foi folha verde e do fruto
maduro, para as bactérias Staphylococcus sp. 6%, e Staphylococcus aureus ATCC 8%
respectivamente. No chinchilho a maior porcentagem de teor de 6leo essencial foi na folha,
com valor de 1,11% e na flor com o valor de 0,68%. Os menores valores de CIM em relacéo
as bactérias Gram negativas foi as partes da folha e da flor do chinchilho para a bactéria
Escherichia coli ATCC de 20%. A semente foi o melhor resultado sobre a cepa de
Staphylococcus aureus ATCC, valor de CIM de 25%. O género Streptococcus apresentou
efeitos sinérgicos frente aos antibioticos utilizados nas associacdes com 0s extratos, o extrato
Chinchilho Folha foi menos toxico, viabilidade celular de 96%.

Palavras-chave: Schinus terebenthifolius, Tagetes minuta, plantas medicinais,
antimicrobianas, 6leos essenciais



ABSTRACT

POTENTIAL ASSESSMENT OF ANTIMICROBIAL EXTRACTS OBTAINED FROM
DIFFERENT SOLVENTS AROEIRA (Schinus terebinthifolius Raddi) And Chinchilho
(Tagetes minuta Linnaeus)

Several plants have been used for the treatment of diseases of importance in veterinary
medicine and have attracted interest from the scientific community and its antimicrobial action
such as species, Schinus terebenthifolius Raddi and Tagetes minuta Linnaeus. Due to the
importance of knowing the potential of the antimicrobial activity of these species, aimed to: (i)
to evaluate the antimicrobial activity of extracts from different parts of plants obtained using
solvents of different polarities and the essential oil of Schinus terebinthifolius Raddi and
Tagetes minuta L. ; (i) determine the most effective extracts in controlling antimicrobial
activity against bacteria isolated from bovine milk; (iii) analyze the synergism in vitro of
different plant parts with commercial antimicrobials; (iv) evaluate the cytotoxic effects of the
most efficient extracts; (vi) evaluate the performance of essential oils from different parts of
plants; (vii) evaluate the antimicrobial activity of the essential oil extracted from different parts
of plants; (viii) characterizing the anthocyanins and phenolic compounds. The plant material
was submitted to extraction in Soxhlet apparatus by lTUPAC method 1122 (1979) using five
different solvents and the essential oil by hydrodistillation in a Clevenger. To perform the in
vitro tests we used the method of serial microdilution plates to be determined the minimum
inhibitory concentration (MIC). The microorganisms tested were Escherichia coli (ATCC
8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Staphylococcus sp. and Streptococcus agalactiae. Antibiogram control and treatment were
performed using the methodology adapted records used the following antibiotics amoxicillin,
ampicillin, gentamicin, penicillin and tetracycline. For cytotoxicity tests used microplate
containing Minimum Essential Medium (MEM), fetal bovine serum 10% (Gibco),
enrofloxacin (10 mg ml-1) and amphotericin B (0.025 ug ml -1) and MDBK cells prepared
from strain (Madin- Darby bovine kidney). The quantification of the phenolic compounds in
the extracts were according to Swain and Hillis (1959) with some adjustments. The methanol
extract showed better result against Gram positive bacteria, mastic ripe fruit methanol extract
showed, significant MIC values fronts gram-negative strains. The methanol extract of
Chinchilho sheet apresentoram best result against all strains, and the methanol extract
Chinchilho flower showed greater efficiency for Gram-negative bacteria. The highest
percentage of essential oil content in mature fruits was 5.85% and the lowest value was 0.52%
on green leaf. Oils with lower MIC values was green and ripe fruit sheet for the bacteria
Staphylococcus sp. 6%, and Staphylococcus aureus ATCC 8% respectively. In Chinchilho the
highest percentage of essential oil content was on the sheet, with a value of 1.11% and in bloom
with the value of 0.68%. The lowest MIC values in relation to Gram negative bacteria were the
parts of the leaf and flower Chinchilho for the bacterium Escherichia coli ATCC 20%. The
seed is the best result for the strain of Staphylococcus aureus ATCC MIC value of 25%. The
genus Streptococcus showed synergistic effects compared to the antibiotics used in association
with the extracts, the Chinchilho leaf extract was less toxic, cell viability was 96%.
Keywords: Schinus terebenthifolius, Tagetes minuta, medicinal plants, antimicrobial essential
oils
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico é uma tendéncia
generalizada na medicina popular brasileira e mundial. Esta tendéncia tem contribuido
significativamente para o consumo ndo s6 de plantas medicinais, como também de
medicamentos fitoterapicos que, nada mais sdo do que, produtos que se utilizam vegetais
frescos, drogas vegetais e extratos vegetais em preparacdes farmacéuticas tais como,
pomadas, tinturas, extratos e capsulas para auxiliar no tratamento de doencas, na
manutengdo e/ou recuperacdo da saide (OLIVEIRA et al., 2006; GRAVENA et al.,
2010).

Os principios ativos das plantas vém sendo estudados ao longo do tempo na
historia de nossa civilizacdo, muito embora tenham sido colocados em segundo plano
com o desenvolvimento das drogas sintéticas, principalmente pelo desenvolvimento da
industria quimico-farmacéutica, mas o0 interesse por fitoterdpicos aumentou
significativamente, a partir da década de 90, e atualmente encontra-se em expansao em
todo mundo, constituindo um mercado promissor (CEOLIN, 2009). Varios grupos tém
dedicado atencdo ao estudo de plantas consideradas medicinais através de pesquisas
bibliogréaficas ou etnograficas, organizando selecdes de espécies com diversas indicacdes
terapéuticas, entre elas o uso como antimicrobianos (AVANCINI, 2002;
CASAGRANDE, 2009; DUARTE, 2004; MARODIN & BAPTISTA, 2001; LIMA,
2007; RITTER, etal., 2002; SOARES, et al., 2004; VENDRUSCOLO E MENTZ, 2006).

O Brasil se destaca dos demais paises, por apresentar um patrimdnio genético de
grande potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, pois possuem 25% da
flora mundial, o que corresponde a mais de cem mil espécies (LIMA et al., 2006a).
Apesar da grande biodiversidade, menos de 1% do mercado de fitoterapicos no pais é
voltado para o setor veterinario (SILVA, 2011), e poucas espécies de plantas tiveram suas
propriedades avaliadas cientificamente para determinar uma possivel acdo medicinal
(CASTILHO et al., 2007).

Existem poucas leis especificas para seu acesso, o que dificultam seu emprego
para o desenvolvimento de medicamentos, além de uma grande complexidade das
moléculas estudadas a partir de produtos naturais (AGRA et al., 2007).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos publicou em janeiro
de 2009, a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que

serve como suporte as praticas de manipulacdo e disposicdo de fitoterapicos nos
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Programas de Fitoterapia. Nessa lista, constam as plantas medicinais que apresentam
potencial para gerar produtos de interesse ao SUS e que s&o marcos de extrema
importancia para o estabelecimento do uso racional de medicamentos contendo drogas de
origem vegetal e/ou de plantas medicinais (BRASIL, 2011).

A importancia na busca de principios ativos alternativos se deve em parte, a
imensa variedade de espécies vegetais com significativa variabilidade de biomoléculas
expressas por estas, onde muitas detém importantes propriedades biofarmacologicas de
expressivo valor (MOREIRA et al., 2009). Os compostos ativos, advindos de folhas,
caules, flores, cascas e raizes, apresentam-se distribuidos em diferentes classes
fitoquimicas de interesse farmacoldgico, incluindo flavonoides, terpendides, esterdides,
taninos, alcaldides, dentre outros (KUETE, 2010; LIMA et al., 2011).

Outro fator que promoveu transformacdes foi a busca por terapias menos toxicas e
por medicamentos com menores efeitos adversos e com menor custo, 0 que tornaram a
fitoterapia cada vez mais popular em veterinaria, ao fato de que alguns dos farmacos
atuais vém perdendo sua eficacia e adquirindo resisténcia a microrganismos nocivos a
saude animal, a efeitos indesejaveis ocorridos pelo uso incorreto ou indevido dos
medicamentos sintéticos, se constituindo numa crescente fonte de pesquisas, estimulando
assim, a avaliacdo de diferentes extratos de plantas, principalmente quanto a sua atividade
antimicrobiana, antiinflamatoria e quimioterapica (AGUIAR et al., 2012; AHMED et al.,
2012; BUFFON et al., 2001; DIAB; ATALLA; ELBANNA, 2012; MELO et al., 2007;
CLEFF et al., 2009; GALUPPI et al., 2010; SPELLBERG et al., 2013).

O leite bovino é um alimento que esta presente na dieta humana e a qualidade do
produto in natura é influenciada diretamente pela satde da glandula mamaria do animal
(SOUZA et al., 2005). Um dos problemas sanitarios e econdémicos de maior relevancia é a
ocorréncia de mastite nas vacas em lactacdo, causando prejuizos ao produtor e laticinios,
determinando reducdo na producdo de leite, custos com tratamentos e servigos
veterinarios, perdas pelo descarte e morte de animais, além da reducdo da qualidade e
quantidade do leite produzido (FEBLER et al. 2012; LANGONI, 2013).

Existem vérios agentes etioldgicos causadores da mastite bovina, na infeccédo
bacteriana destaca-se frequentemente o Staphilococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis (OLIVEIRA et al. 2011;
MELLO-PEIXOTO et al. 2012; SAEKI et al. 2011), porém pode ser causada por outros

microrganismos, como fungos, virus e leveduras, que sdo disseminados principalmente
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pelas maos contaminadas dos ordenhadores (COLOMBO et al. 2012; MARQUES et al.
2013; ONDIEK et al. 2013; RAZA et al. 2013; TOZZETTI et al., 2008).

O tratamento usual a base de antimicrobianos quimicos causa riscos, pois pode
resultar em residuos no leite, tornando-o inapropriado para 0 consumo, ocorrendo assim
uma crescente busca por medicamentos naturais (DOMINGUES et al., 2012).

Agricultores e veterindrios tem sido encorajados a utilizar fitoterapicos no
controle da mastite bovina, tanto para a prevencdo quanto para tratamento da doenga. As
praticas que predominam para o tratamento sdo a utilizacdo de solu¢Bes ou pomadas
medicinais a base de ervas para uso local ou a administracdo de plantas verdes ou secas
via oral (GALDINO et al. 2012; SOUZA et al. 2013). Com base no saber popular e na
literatura cientifica, Schinus terebinthifolius Raddi. e Tagetes minuta Linnaeus.
tornam-se plantas promissora na pesquisa com extratos e compostos vegetais para a
avaliag&o do potencial antimicrobiano frente a bactérias causadoras de mastite isoladas de

leite bovino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a acdo antimicrobiana de extratos de diferentes partes das plantas obtidos com
solventes de diferentes polaridades e do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi

(Anacardiaceae) e Tagetes minuta L. (Compositae);

2.2 Objetivos especificos

- Determinar os extratos mais eficazes no controle da atividade antimicrobiana frente as
bactérias isoladas de leite bovino;

- Analisar o sinergismo in vitro de extracbes com solventes organicos de diferentes partes
das plantas juntamente com antimicrobianos comerciais;

- Avaliar os efeitos citotoxicos dos extratos mais eficientes no controle da atividade
antimicrobiana.

- Avaliar o rendimento dos 6leos essenciais das diferentes partes das plantas utilizadas no
estudo;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial extraido de diversas partes das
plantas;

- Caracterizar os compostos fenolicos e antocianinas presentes nos extratos que se

mostrarem mais eficientes no controle da atividade antimicrobiana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas Medicinais

O uso de espécies vegetais vem sendo amplamente utilizado por grande parte da
populacdo mundial, com fins de tratamento e cura de varias doencas e tem evoluido ao
longo dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente
utilizada pelo homem das cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas da
fabricagdo industrial (BARATA, 2005; CORREA et al., 2008; LORENZI; MATOS,
2008).

A busca por plantas medicinais tem aumentado em todas as camadas sociais, seja
pelo facil acesso ou, ainda, da comercializacdo da planta fresca, em mercados livres a
custos inferiores ao medicamento industrializado (GIL, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populagédo
dos paises em desenvolvimento, utiliza a medicina tradicional para o tratamento de suas
necessidades primarias de salde, e a maior parte desta terapia, envolve o uso de extratos
de plantas ou de seus principios ativos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A
Associacdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico, Suplementos e de Promocao
da Saude (ABIFISA), estima que provavelmente 82% da populacdo brasileira utilizam
produtos a base de plantas medicinais, no ano de 2013, apresentou elevacao das vendas na
casa dos 12%, alcancando até 7% do mercado farmacéutico total em valores e em
nameros de unidades, o que representa aproximadamente R$ 4 bilhdes em faturamento e
202 milhGes de unidades comercializadas (ABIFISA, 2014).

As plantas medicinais podem estar sendo veiculadas em diversas formas que
incluem desde as drogas vegetais até os fitoterapicos. Entende-se por planta medicinal
como toda e qualquer planta, silvestre ou cultivada, que tem atividade bioldgica,
possuindo um ou mais principios ativos que podem ser utilizados como recurso para
prevenir, curar, aliviar ou alterar um processo fisiolégico normal ou patolégico. As
plantas medicinais deixaram de ser vistos como um simples instrumento de medicina
popular e se constituem, atualmente, como matéria-prima para inddstrias e produtos
farmacéuticos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; VERMANI et al., 2002).

Ja os fitoterdpicos, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) sdo medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais, produtos medicinais acabados e etiquetados, cujos ingredientes ativos

sdo formados por partes aéreas ou subterraneas de plantas, ou outro material vegetal, ou
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combinagdes destes, em estado bruto ou em formas de preparagfes vegetais,
caracterizado pelo conhecimento da eficcia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca séo validadas
através de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizacdo, documentagdes
tecnocientificas em publicacGes ou ensaios clinicos (BRASIL, 2010; RATES, 2001).

A diversidade vegetal no Brasil é considerada a mais rica do planeta, representada
por cerca de 55 mil espécies catalogadas, equivalendo a 22% do total mundial, , porém,
apenas 10% dessas plantas foi estudada quimica e/ou farmacologicamente (BARATA,
2005; BRASIL, 2011; CARVALHO et al., 2007).

Considerando a importancia e o amplo alcance da medicina embasada no uso de
plantas medicinais, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que estimula os paises no
processo de identificacdo e compreensdo relacionadas aos aspectos da medicina
tradicional, os quais fornecem informacdes a cerca de remedios ou praticas seguras e
eficientes a sua utilizacdo em cuidados primarios a saude, reconheceu a necessidade de
garantir a eficicia, seguranca e qualidade desta pratica elaborando legislacdes e
determinando registros de medicamentos a base de plantas medicinais, como forma de
apoiar as investigacdes clinicas no que se refere ao uso das plantas e fitoterapicos no
tratamento de problemas de saude mais comuns (OMS, GINEBRA, 2002).

No Brasil, uma das primeiras ac0es estratégicas importantes aconteceu em 2006,
com a adogdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
visando, entre outros, ao estimulo a adocdo da fitoterapia nos programas de Saude
Publica. No mesmo ano foi instituida a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), com o objetivo, de promover o uso racional e seguro de plantas
medicinais e de fitoterapicos e o desenvolvimento de sua cadeia produtiva, cuja estratégia
de implantacdo passa pelo incentivo aos arranjos produtivos locais (APLS) por meio de
editais do Ministério da Satde. Também integra o escopo do programa a distribuicdo de
medicamentos fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude (SUS), incentivos a
comercializacdo pelo setor privado, capacitacdo de recursos humanos e orientacdo aos
usuarios. Nesse periodo, houve diversos avancos no setor, entre eles a contratacdo de 66
pesquisadores para a elaboracdo de estudos de espécies vegetais da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e a realizacdo de curso de Fitoterapia
para Médicos no SUS, que visa informéa-los dos beneficios do uso da fitoterapia
(BRASIL, 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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Atualmente, existem cerca de 400 medicamentos fitoterdpicos registrados no
Brasil, apenas em 2012 foram registrados 24 novos compostos, segundo a ANVISA, as
plantas medicinais mais utilizadas como principio ativo nos medicamentos fitoterapicos
no Brasil sdo a castanha-da-india (Aesculus hippocastanum), o guaco (Mikania
glomerata) e o ginkgo (Ginkgo biloba) (ANVISA, 2014).

Os produtos vegetais produzem uma grande variedade de compostos quimicos,
estdo representados por centenas de principios ativos que pertencem as seguintes cinco
classes quimicas: carboidratos, lipidios, compostos nitrogenados (aminoacidos,
peptidios, proteinas, glicosidios cianogénicos e alcaldides), terpendides e 0s
fenilpropandides. Seus principios ativos exibem amplo espectro de atividades bioldgicas,
dentre elas: acdo anticarcinogénica, antibacteriana, antiviral, antifingica,
antiinflamatoria, antiulcerogénica, anti-hipertensiva e hipolipidémica (CARVALHO et
al., 2007; JOHANN et al., 2010).

3.2 Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

A busca por novas substancias com acdo antimicrobiana, presentes em extratos
obtidos de plantas a partir do seu metabolismo secundario com atividade biocida
(bactericida, fungicida e inseticida) sdo reconhecidas empiricamente ha séculos e hoje se
busca comprovar essas atividades cientificamente, com efeitos indesejaveis minimos,
eficacia e sequranca (DUARTE et al., 2005; GALUPPI et al., 2010; LORENZI; MATQOS,
2002; MICHIELIN, 2009; RAMIREZ; DIAZ, 2007).

Uma recente pesquisa realizada no periodo de 1981 a 2010 sobre a atividade de
extratos vegetais frente a microorganismos estimou que a maioria dos farmacos utilizados
no controle de infeccBes antimicrobianas advém de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2012; SMITH-HALL et al., 2012). Assim como no Brasil, estes estudos
ocorrem em diversos paises que apresentam uma flora diversificada (ABEDINI et al.,
2013; CHOVANOVA et al., 2013; KUETE et al., 2013; TORBATI et al., 2013).

A questdo da emergéncia das infeccdes e das resisténcias bacterianas esta
relacionada a mudancas que fortaleceram as doencas infecciosas, causadores de
enfermidades tanto no homem quanto em animais. Inameros fatores, como o aumento da
prevaléncia de individuos imunodeprimidos e de sua sobrevida, a elevacdo do consumo
indiscriminado de agentes antimicrobianos, as limitacbes de medicamentos

antimicrobianos e a utilizacdo destas substancias nos alimentos sdo alvos apontados como


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abedini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24348709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chovanov%C3%A1%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24222768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuete%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24330397
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fatores associados ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana, permitindo a
subseqliente selecdo de espécies resistentes e tornando-se responsaveis por esse Sério
problema de satde publica mundial, o que levou a uma reducdo na eficécia da terapia
convencional, incentivando ainda mais a procura por produtos originarios de fontes
naturais, como as plantas medicinais (ALLAHVERDIYEV, et al. 2013; ALVES et al.,
2000; AGUIAR et al., 2012; BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010; MCPHEE et al.,
2011; RANG et al., 2007).

As plantas vegetais podem atuar de duas formas, como potencializadores de
atividade antibacteriana favorecendo a atividade de antibioticos, ou como atenuantes de
viruléncia, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a infeccdo. Com o
aumento das doencas degenerativas e 0 surgimento de cepas patogénicas resistentes, se
busca  substdncias com  atividades  antimicrobianas e  antioxidantes
(GONZALEZ-LAMOTHE, 2009; RAVISHANKAR et al. 2012; PARK et al. 2012).

Entre os principais agentes etioldgicos destas infecgdes, que tem o0 seu
crescimento avaliado a partir de extratos de plantas, encontram-se as do género
Staphylococcus, que sdo de grande importancia ndo s6 para medicina humana, mas
também, para a medicina veterinaria e estdo entre as mais frequentemente isoladas em
clinica microbioldgica, se tornando cada vez mais importantes, especialmente por serem
considerada uma das principais causas de infeccbes (GOLDMAN; AUSIELLO, 2009;
VUONG et al. 2000).

Os Staphylococcus sdo um grupo de bactérias esféricas, com forma de cocos
gram-positivos e por ser um microorganismo mesofilo, coloniza normalmente varias
regibes do corpo, como a mucosa nasal, as fezes, o tegumento cutaneo, as axilas e o
perineo, utilizando como porta de entrada parte de pele com perda de integridade
(EMPINOTTI et al., 2012). Possuem aproximadamente de 0,5 a 1,5 um de didmetro de
comprimento, imdveis, ndo formadoras de esporos e geralmente ndo encapsuladas.
Metabolicamente, € um anaerdbio facultativo, de distribuicdo global e ocorréncia em
ampla gama de ambientes e hospedeiros (GOODMAN; GILMAN, 2010;
POLAKOWSKA et al. 2012; SANTOS, 2009a).

Em estudos com plantas medicinais, amostras de prépolis foram avaliadas quanto
ao seu efeito antimicrobiano por Da Cunha et al. (2013), na qual foi testada a atividade
antibacteriana do extrato etandlico da geoprépolis, e suas fraces hexanica, cloroférmica

e acetato de etila, em concentragdes entre 3,125 a 1600 pg/mL, contra Streptococcus
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mutans, S. aureus, S. aureus resistente a meticilina, Enterococcus faecalis, Actinomyces
naeslundii e P. aeruginosa. As bactérias mais sensiveis, tanto ao extrato quanto as suas
fracGes, foram as cepas de S. aureus, apresentando concentragdo bactericida minima
(CBM) e concentracdo inibitoria minima (CIM) menor que 50 pg/mL.

Schreiner et al. (2009), relataram que extrato de (Romé&) Punica granatum L. pode
reduzir aproximadamente 78% a contaminacdo microbiana inespecifica. Silva et al.,
(2008) realizaram a atividade antimicrobiana do extrato da casca do fruto de Punica
granatum sobre 38 linhagens de S. aureus de origem bovina para a determinacdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). Os microrganismos testados com este extrato
apresentaram sensibilidade formando halos de inibi¢cdo variando de 10 a 36 mm de
diametro, podendo-se confirmar a eficiéncia do extrato de P granatum como alternativa
terapéutica na Medicina Veterinaria.

De acordo com Menezes et al. (2008), a roméd se mostra efetiva na inibicdo do
crescimento de bactérias Gram positivas, especificamente S. aureus. Catéo et al. (2006),
evidenciaram sensibilidade de todas as 17 cepas de S. aureus submetidas ao extrato
etanolico de roméd a 10%. Ao estudar as aplicacOes terapéuticas da roma, Werkman et al.
(2008) destacaram as propriedades antimicrobianas.

Maia et al. (2008) avaliando a atividade antimicrobiana sobre cepas de
Staphylococcus aureus de origem bovina e humana da cefalexina em associagcdo com a
extrato hidroalcoolico de M. charantia, observou um efeito sinérgico, demonstrando
potencial efeito antimicrobiano da M. charantia.

Segundo Fraga et al. (2006), o dleo essencial de G. integrifolia (Sprengel) Harms
apresenta teores de substancias conhecidamente antimicrobianas, demonstrando a
importancia do levantamento das espécies do género Gallesia (pau-d’alho) indicada para
o tratamento de inflamag6es em equinos, utilizando o macerado da casca.

Estudos in vitro realizados por Wei et al.(2013) evidenciaram que o C.
ambrosioides L. possui acdo antimicrobiana contra inlmeras bactérias resistente a varios
antibioticos.

Bezerra et al., (2009) realizaram ensaios de acdo antimicrobiana sobre 25 isolados
de casos de mastite bovina, observando que o extrato de jurema-preta (Mimosa
tenuiflora) demonstrou potencial antimicrobiano em diferentes concentracdes testadas.

De acordo com Goodman e Gilman (2010), nos EUA, cerca de 70% das bactérias

envolvidas na etiologia das infec¢bes nosocomiais séo resistentes a algum antimicrobiano
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(GOODMAN; GILMAN, 2010) e, aproximadamente, 90 a 95% das cepas de S. aureus do
mundo sdo resistentes a penicilina (HEMAISWARYA et al., 2008).

Nader et al., (2010) também avaliaram o potencial de atividade antimicrobiana in

vitro dos extratos de algumas plantas endémicas do Cerrado, dentre elas Baccharis
dracunculifolia,
Cochlospermum regium, Croton antisyphiliticus, Eugenia dysenterica e Lippia sidoides,
contra S. aureus isolados de leite mastitico. Os resultados demonstraram que 0s extratos
de Baccharis dracunculifolia, Croton antisyphiliticus, seguido do extrato de Lippia
sidoides, apresentaram, respectivamente, melhor atividade inibitéria sobre
Staphylococcus aureus ressaltando a importancia de plantas medicinais como recurso
terapéutico.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser
determinada através de inimeros meétodos disponiveis na literatura cientifica. Essas
diferentes metodologias possuem sensibilidades distintas e, desta forma, os resultados
passam a ser influenciados pelo método selecionado, pelos microrganismos utilizados e
pelas caracteristicas de solubilidade dos extratos. Através destas analises podem-se
determinar as propriedades antimicrobianas por meio de uma pequena quantidade do
extrato vegetal que é necessario para inibir o crescimento do microorganismo-teste, este
valor é conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que pode ser
determinada através de trés técnicas: diluicdo em caldo de cultivo, diluicdo em agar e
microdiluicdo em caldo de cultivo. Também se podem determinar da mesma forma, a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) a qual é definida pela concentracdo
necessaria para inativar o microorganismo alvo. Para os testes de atividade
antimicrobiana devem ser utilizadas cepas provenientes de cole¢cdes de cultura, como o
ATCC (American Type Culture Collection), para que seja possivel a compara¢do com
outras pesquisas (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991; OSTROSKY et al., 2008).

O método de difusdo em agar é um método qualitativo, tendo com vantagens a
utilizacdo de pequenas quantidades de amostras, na qual se pode testar até cinco extratos
diferentes em uma Unica placa de Petri. Atravées deste método verifica-se a capacidade do
extrato de inibir ou ndo o crescimento do microrganismo de interesse. A técnica de
microdiluicdo em caldo de cultivo utiliza diferentes concentracfes do extrato em placas
de microdilui¢do, contendo uma suspensao padronizada do microrganismo a ser testado
(DUARTE, 2006; OSTROSKY et al., 2008).
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O método de macrodilui¢do, que dissolve a amostra a ser testada em um meio
solido ou liquido conveniente, ainda que exija um trabalho excessivo, maior consumo de
material e possivel solubilidade quando usado sistemas aquosos, possui a vantagem de ser
quantitativa (FREIBURGHAUS et al., 1996).

Com relagdo as plantas com fins antibacterianos, as diferencas das técnicas
adotadas na averiguacdo da atividade de compostos oriundos de espécies vegetais, bem
como, as variagdes encontradas na constituicdo quimica de alguns extratos vegetais
podem resultar em dados de dificil comparagdo entre as pesquisas. Cabe salientar, que
ainda ndo existe um consenso sobre os niveis de inibicdo aceitaveis para compostos de
plantas, quando comparados com antibiéticos padrdes (FRIEDMAN, 2007; GOLDMAN;
AUSIELLO, 2009; AGUIAR et al., 2012).

Diversas plantas tém sido utilizadas para o tratamento de enfermidades de
importancia em medicina veterindria e vém despertando interesse da comunidade
cientifica mundial quanto a sua acdo antimicrobiana como as pertencentes as familias
Anacardiaceae e Compositae,

Schinus terebenthifolius e Tagetes minuta.
3.3 Schinus terebenthifolius Raddi.

A Schinus terebinthifolius Raddi, também conhecida popularmente como aroeira
vermelha, pimenta-rosa, aroeira-mansa, aroeira-pimenteira, aroeira-da-praia, aroeira
precoce, aroeira do campo, aroeira-do-brejo, aroeira-do-sertdo, aroeira-negra,
aroeira-branca, aroeira-de-remédio, fruto de raposa, fruto de sabi, coracdo de bugre,
cambui, balsamo, aroeira de sabia, aroeira do Parand, aguaraiba e careiba (CLEMENTE,
2006; RIBAS et al., 2006; TONIAL, 2010).

O termo aroeira originou-se do nome das aves, araras, que eram vistas pousadas
com maior fregliéncia nesta arvore, fazendo dela seu habitat (SOUSA, 2004).

A aroeira, S. terebenthifolius Raddi, pertence a familia Anacardiaceae, também é
conhecida botanicamente como: Schinus aroeira Vell., Sarcotheca bahiensis Turcz.,
Schinus antiarthritica Mart., Schinus mucromulata Mart., Schinus chichita Speg.,
Schinus lentiscifolia, Schinus rhoifolus Mart., Schinus weinmanniifolius, Schinus
riedeliana, Schinus selloana, Schinus damaziana, Schinus raddiana, Astronium
juglandifolium Griseb e Astronium urundeuva (LORENZI, 2008; SALVI JUNIOR,
2009).
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E uma planta nativa do Brasil, comum em beira de rios, corregos e varzeas
Umidas, com répido desenvolvimento no campo e ampla dispersdo, possui atributos
importantes para usos multiplos como os de muitas outras espécies conhecidas
mundialmente, segundo estudos realizados por Ceséario e Gaglianone (2008) a aroeira é
completamente adaptada aos diferentes territorios brasileiros e possui grande habilidade
de adaptacdo em regifes onde outras culturas mais exigentes ndo sobreviveriam como,
regides de restinga ou areas proximas ao litoral com solos arenosos e agua do lencol
fredtico com elevado indice de salinidades (BONA et al., 2011; ETHUR et al., 2011,
GOMES et al., 2013; LIMA, 2008; MORGAN; OVERHOLT, 2005).

Largamente distribuida por todo territério brasileiro, segundo Silva-Luz e Pirani
(2012), a espécie é encontrada nos seguintes Estados: Piaui, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Bahia, Alagoas e Sergipe (Nordeste); Mato Grosso do Sul
(Centro-Oeste); Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo (Sudeste); e
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, assim como também em varios paises como
Paraguai, Uruguai, Argentina, Chile, Peru e Bolivia (CERUKS et al., 2007; RIBAS et al.,
2006; SCRIVANTI; ZUNINO; ZYGADLO, 2003; WILLIAMS et al, 2005).

Segundo Figueiredo (2009) a aroeira pode ser considerada um parente do caju, da
manga e do caja-mirim. Entre outras conhecidas anacardiaceas frutiferas, a aroeira ndo
possui parentesco com a familia das pimentas.

E uma arvore que atinge de 5 a 12 metros de altura, com ramos de largura e
diametro variavel, é didica, havendo arvores fémeas e arvores machos, apresentando um
tronco tortuoso revestido por uma casca grossa e escura de 30-60cm de diametro.
Apresenta ainda uma copa ovoide e folhas perenes e imparipinadas, verde-escuras,
compostas, oblongas a elipticas, na parte superior do limbo contém nervuras
pronunciadas de aroma forte. As flores da aroeira sdo diclinas, dependente basicamente
de insetos para o transporte do polen, e o comprimento e a largura da inflorescéncia
determina o dimorfismo sexual da planta, por possuirem flores meliferas a aroeira
desempenha um papel muito importante na apicultura, as flores apresentam duas
coloracdes amarelo-palida a branca, sdo pequenas e agrupadas em paniculas (ALMEIDA,
2005; LIMA et al., 2008; SALVI JUNIOR, 2009; SANTOS et al., 2009a).

Seus frutos sdo pequenos, ovais, humerosos, em forma de drupa (carnoso). O
fruto apresenta uma Unica semente de cor marrom-escura envolvida por uma secre¢do

pegajosa, medindo aproximadamente 0,3mm de didmetro quando maduros adquirem um
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aspecto vermelho brilhante, chegando a 5 mm e apresentando apenas uma semente em
seu interior (BERTOLDI, 2006; JESUS et al, 2007; LORENZI, MATQS, 2008).

A espécie ndo necessita de maiores cuidados para sua proliferacdo natural e
producédo de sementes, é facilmente disseminada por animais, dada a grande producéo de
frutos. Segundo o Instituto Brasileiro de Educacdo em Negdcios Sustentaveis - IBENS
(2007), ela € uma planta altamente invasiva e muito resistente, que pode ser cultivada a
partir de sementes ou estaquia a partir de segmentos da raiz e do caule. O crescimento é
relativamente rapido, podendo atingir o primeiro metro de altura ainda no primeiro ano de
plantio. A aroeira apresenta, no entanto, alguns fatores negativos. A sua alta capacidade
reprodutiva a torna agressiva na invasdo de areas onde a sua presenca nao € desejavel,
sendo recomendada cautela no planejamento e manejo do seu plantio, principalmente
fora de sua regido de origem. Embora no Brasil ndo se caracterize como tal, ocorrendo em
proporcoes equilibradas na flora nativa, a aroeira introduzida na Florida tornou-se uma
espécie invasora (SANTOS et al., 2009b).

A floracdo varia de julho a setembro ou de novembro a margo conforme a regido,
a frutificacdo ocorre de dezembro a julho, especialmente nos meses de maio e junho, 0s
frutos podem permanecer até a proxima floracdo (LIMA, 2008).

A Schinus terebinthifolius fornece madeira parda ou amarelo-clara,
moderadamente pesada, bastante resistente e de grande durabilidade natural, sendo
bastante utilizado para a producdo de lenha, carvdo, mourdes, esteios, além de ser
empregada como cerca, servindo de barreira para ventos ou substituindo arames, serve de
forragem para abelhas e cabras, cercas vivas e arborizacdo de ruas estreitas, apesar de
poder causar alergia a pessoas sensiveis que entram em contato com as suas folhas; ainda,
pode ser usada para reflorestamento. As cascas sao utilizadas na extracdo de taninos para
a industria de curtimento de couro (BRANCO NETO et al., 2006; RIBAS et al., 2006;
SANTOS et al., 2007).

A aroeira possui importancia comercial em Vvarios segmentos: cosméticos,
condimentares, farmacéuticos, alimentares-especiarias e ervas, por se tratar de uma
planta com propriedades medicinais, fotoquimicas e alimenticias. Atualmente, a espécie
vem se destacando cada vez mais pelo consumo de seus frutos (pimenta rosa), por
apresentar um sabor picante e um valor econémico baixo, tem aumentado muito a
demanda, tanto no mercado nacional quanto internacional, essencialmente por

acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culinéria universal, utilizado como um tipo
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de condimento alimentar, corante e aromatizante. Além de seu uso mais comum na
culinéria, a aroeira possui diversas outras aplicacdes e utilidades como xaropes, bebidas e
na fabricacdo de perfumes. Desse modo, a producdo de pimenta rosa gera uma serie de
subprodutos que também podem ser comercializados (GOMES et al., 2013; KHALED et
al, 2009; LIMA, 2008).

Esta espécie faz parte da cultura e da tradicdo local de algumas comunidades
tradicionais, como a comunidade de Arraial do Cabo (R.J.), onde é usada para tingir rede
de pesca, com a finalidade de evitar o ataque excessivo dos peixes a rede (GOMES et al.,
2013). Segundo Coradin et al. (2011), o interesse pela categoria de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares é relativamente recente no cenario econémico brasileiro, é
resultado do crescente interesse mundial e da motivacdo da implementacdo da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF).

Segundo documentos do Bandes (2008), o Espirito Santo € o maior produtor de
gréos de aroeira, embora pesquisas mostrem que essa espéecie vem sendo explorada, em
uma escala menor, em outras regides do Brasil, como no litoral, em areas de restinga.
Ressalta-se que a aroeira, apesar de ser conhecida no meio rural, ndo é ainda utilizada em
sistemas integrados de producado, principalmente pelos pequenos e médios produtores
(CESARIO; GAGLIANONE, 2008).

As partes utilizadas popularmente da aroeira séo: cascas, folhas e frutos, apresenta
propriedades  adstringentes,  antissepticas,  antiinflamatérias  anti-diarréicas,
anti-leucorréica, emenagoga, purgativa, estomaquica, fungicida, bactericida, balsamico,
hemostatico, depurativas, diuréticas e febrifugas. Tem sido usada como um ténico para o
tratamento de ferimentos, infeccBes urinarias e respiratorias. Devido a composicao de seu
Oleo essencial, é utilizada aplicaces tdpicas no tratamento de micoses e candidiases.
Popularmente, também é empregada no tratamento de inflamacdes, para promover a
transpiracdo e a eliminacdo de liquidos. A casca da aroeira tem acdo contra febre,
hemoptises e afec¢Oes uterinas em geral. Da casca extrai-se um 6leo empregado, o “azeite
de aroeira”, contra tumores e doengas da cornea (AGRA et al., 2007; AGRA et al., 2008;
BIAVATTI et al., 2007; COSTA et al., 2010; LIMA, 2008; MOUSTAFA et al., 2007;
PIRES et al., 2004).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de diversos compostos quimicos,
incluindo flavondides, cumarinas iridoides, taninos condensados, compostos fendlicos

simples, metilxantinas, alcaldides, alcodis, cetonas, 4&cidos, monoterpenos,
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sesquiterpenos, triterpenos, agulcares e saponinas no caule, folhas e frutos da espécie
Schinus terebinthifolius Raddi (BRAZ et al., 2012; OMS, 2012; SANTOS et al., 2009b).

Ibrahim et al. (2010) analisando a composi¢do quimica do 6leo essencial de frutos
de aroeira, observaram a predominancia de monoterpenos, principalmente os terpenos:
a-pineno, germacrenoD, canfeno, B-felandreno, y-terpineno, a-felandreno e 6-3-careno.
O teor desses monoterpenos chegou a 40% da composi¢do quimica das amostras de éleo
essencial.

Ceruks e cols (2007) identificaram a partir das folhas de Schinus terebinthifolius o
galato de etila, miricetrina, quercitrina, galato de metila e miricetina. J& Santos (2010)
identificou também nas folhas o acido galico com potencial alelopatico. Segundo Santana
(2012), os principais produtos da aroeira, sdo 0s acidos graxos, terpenoides, e 0S
derivados &cidos 3 a-masticadienoico (schinol) e masticadienoico, porém, sabe-se que a
composicdo quimica desta planta € bem mais complexa. Logo, estudos visando uma
abordagem sisteméatica que demonstrem tais substancias, vém sendo realizados
constantemente (CARVALHO et al. 2013).

Em estudos realizados, Ribas et al.(2006) verificaram um fechamento epitelial
acelerado de lesdes ulceradas induzidas na mucosa bucal de ratos tratados com extrato
das folhas de Schinus terebentifolius em relacdo ao grupo controle, além de uma maior
proliferacdo vascular e fibroblastica, sendo assim, indicadas no tratamento de
estomatites, inflamacdes bucais, tumores e cistos localizados na cavidade bucal (GOMES
et al,, 2013; LIMA et al., 2004; LIMA, 2008). Pereira et al. (2011) avaliaram a
susceptibilidade dos microrganismos patogénicos orais, frente a extratos de S.
terebinthifolius. Os resultados sugerem que esses extratos podem ser uma alternativa
eficiente para o tratamento de infec¢fes da cavidade oral, tais como a estomatite, a carie
dentaria e a periodontite causada por S. mutans e S. aureus (JOHANN et al., 2007).

O extratos de cascas foi descrito por Carlini et al. (2010) que relataram efeito
protetor significativo contra ulceracfes gastricas induzidas pelo estresse de imobilizacéo
a baixa temperatura em ratos. Os extratos de S. terebinthifolius foram capazes de
aumentar tanto o pH e o volume dos contetdos gastricos.

As folhas e as cascas da espécie sdo utilizadas de varias formas segundo
Albertasse e Tomaz (2010), como xarope, banho de assento, cicatrizante e anticaspa,
usados para lavar feridas, e, além disso, para gripes, dor de dente, ferida na boca, dor de

garganta, asma, febre e doencas femininas. A aroeira também age como auxiliar no
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tratamento de alguns tipos de tumores/canceres e como agente antiviral e anti-bactericida
(BELHAMEL, 2009; BENDAOUD et al, 2010; BOSCOLO et al, 2007;
MOURA-COSTA, 2012). O liquido obtido a partir da maceracdo de suas raizes tem
utilidade no tratamento de tumores ganglionares (BARBOSA et al, 2007).

Lucena e colaboradores (2006) constataram que 0 uso do extrato hidroalcodlico
de aroeira apresenta efeito cicatrizante positivo nas cistomias em ratos. O outro estudo,
que avaliou o efeito cicatrizante da administragdo topica do extrato hidroalcodlico de
aroeira em feridas abertas na regido dorsocostal de ratos, concluiu que este extrato
retardou a reepitelizacdo das feridas da pele das cobaias (BRANCO NETO et al., 2006).

Lima e colaboradores (2006), trabalhando com o extrato aquoso, obtiveram
resultados satisfatorios sobre as atividades antimicrobianas frente a cepas de S. aureus, S.
epidermidis, B. cereus, Pseudomonas aeruginosa, Trichophyton rubrum, Microsporum
canis, Epidermophyton floccosum e Candida albicans. Em outro estudo relacionado com
a atividade antimicrobiana de um extrato de aroeira, também verificou que o
fracionamento do mesmo induzia a perda da capacidade de inibicdo de bactérias
(BORQOS, 2007).

Paulo e colaboradores (2009) testaram substancias fitoterapicas compostas pela
Schinus terebinthifolius e observaram que estas foram bem toleradas pelo organismo
humano, ndo ocasionando alteracbes clinicas, laboratoriais € nem reacdes adversas
significativas nos pacientes, 0 que sugerem uma baixa toxicidade dessas substancias.
Mais recentemente, um estudo de toxicidade com ratas gravidas, demonstrou que a
Schinus terebinthifolius quando usada cronicamente pode levar a efeitos teratogénicos
graves (CARLINI et al. 2013).

3.4 Tagetes minuta Linnaeus
Tagetes minuta L. € uma planta aromatica que engloba algumas espécies da

Familia das Compositae ou Asteraceae com codigo TAGMI (Tagetes minuta), originarias
do México e introduzidas no Brasil ha muitos anos, onde se aclimataram perfeitamente,
de ocorréncia espontanea no Rio Grande do Sul, foi espalhada pelo mundo logo apds a
conquista espanhola devido ao valor do seu 6leo, cujo principal componente é a
diidrotagetona (BABU, 2007; GIL, 2000; MAROTTI et al., 2004).

O termo minuta vem da palavra latina e significa minutos, (pequeno), faz

referéncia ao tamanho das flores, pela pequena dimensdo dos capitulos e ndo da planta,
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que pode alcancar até 2 metros de altura (HULINA, 2008; TERESCHUK, 2005;
THORNE et al., 2007).

A planta é popularmente denominada alfinete-do-mato, chinchilho, chinchilia,
cravo-de-defunto, cravo-de-urubu, coari, coari-bravo, camomila americana, coara,
cravo-bravo, cravo-do-mato, cravinho-de-defunto, erva-fedorenta, estrondo, picdo do
reino, rosa de lobo, voadeira, vara-de-rojéo, rabo-de-foguete (LOOKERMAN et al.,
2003; PLANTAMED, 2014; VISITIN E BERNADELLO, 2005).

Este género compreende cerca de 60 espécies anuais e perenes, em sua maioria
plantas herbaceas da familia dos girassois. E uma das familias mais numerosas do reino
vegetal, tem ampla distribuicdo mundial. Seus sindnimos boténicos s&o: Tagetes
bonariensis Pers., Tagetes glandulifera Schrak, Tagetes glandulosa Schrank ex Link,
Tagetes porophyllium Vell, Tagetes elliptica Smith, Tagetes erecta L, Tagetes minuta L,
Tagetes pusilla Kunth, Tagetes licida Cav, Tagetes patula L, T. lunata Ort e Tagetes
terniflora  Cav, (CHAMARRO, 2008; LORENZI, MATOS 2008;
MURGA-GUTIERREZ, 2007; SENATORE, 2004).

E uma espécie subarbustiva anual que se desenvolve espontaneamente, ocorre em
terrenos secos e desenvolve-se melhor naqueles cultivados, de boa fertilidade e em areas
onde se efetuaram queimadas, instalando-se em areas com lavouras anuais e perenes,
areas olericolas, ocupadas com cultivos de batata, cebola, pomares de goiaba e péssego,
entre outros. Segundo Araujo et al. (2006), as diferentes espécies variam em tamanho de
0,5 a 2,2m de altura, possuindo caules e ramos eretos ou angulosos, pouco ramificado,
folhas compostas, palmadas, verdes, plumiformes, opostas ou alternas, as vezes
pecioladas, profundamente dilaceradas, recortadas, glandulosas e aromaticas. A
superficie inferior das folhas sustenta um grande niamero de glandulas multicelulares, de
coloracdo alaranjada, as quais liberam um aroma agradavel quando rompidos. As
glandulas também podem ser encontradas no caule e nos quatro ou cinco involucros das
flores. Ha variedades de flores dobradas, grandes, até 7 cm de didmetro, na ponta dos
ramos, de cores mais vivas, predominando o laranja, o amarelo-citrino e o
amarelo-enxofre (CHAMORRO et al., 2008; LORENZI; MATOS 2008; NAQINZHAD;
MEHRVARZ, 2007; PIO, 2001).

O cravo-de-defunto caracteriza-se por ser uma planta de facil cultivo, bastante
decorativa, de ciclo relativamente curto, com variacdo de tamanho, cor e espécie, muito

empregada para forragbes de jardins, floreiras e também para o corte. Multiplica-se
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facilmente por semente, apresenta ciclo de 120-150 dias e cresce naturalmente a partir
da primavera e praticamente desaparece com o inicio do inverno apds a conclusdo do
seu ciclo de vida, encontra-se em climas temperados, da Argentina, Brasil, Bolivia, Peru,
Colémbia, Sul da Europa, Asia, Africa e Australia. Em regides tropicais, € cultivado para
producdo de 6leo essencial (CHAMARRO, 2008; HULINA, 2008; LORENZI; MATOS
2008; NAQINZHAD E MEHRVARZ, 2007; SENATORE, 2004, QURESHI et al.,
2007; SHAHZADI et al., 2010).

O 06leo das folhas do chinchilho contém principalmente dehidrotagetona, rico en
B - ocimeno, tagetenona, cineol, linalol, carvona, dextra-linoleno, fenol, anetol, eugenol,
quercetagetina, compostos terpendides, compostos acetilénicos, fitomelaninas, acido
caféico, ésteres, flavondides, alcaldides e carotendides entre outros. A composicdo do
Oleo essencial varia de acordo com as diferentes partes da planta e seu estagio de
crescimento, mas ndo difere a respeito da procedéncia do material (ALONSO, 2004;
ARIAS, 2010; BREME et al., 2009; COFRE, 2011; GARCIA e CARRIL, 2009; KAUL
et al., 2005).

Segundo Meshkatalsadat et al. (2010), o 6leo de T. minuta L. tem sido
investigado por varios trabalhos que identificaram (Z)-B-ocimeno dihydrotagetone, (Z) -
e (E) tagetone, e (Z) - e (E)-tagetenone [(Z) - e (E)-ocimenona] como componentes
principais. Os resultados desta analise, demostram que o 6leo de T. minuta foi
particularmente rico em limoneno (13,0%), piperitenona (12,2%), terpinoleno-a
(11,0%), piperitone (6%), (E) tagetone (5,7%) e (Z)-ocimenona (5,1%). O Oleo de T.
minuta consistiu principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos (28,3%),
monoterpenos  oxigenados  (45,2%), sesquiterpenos  hidrocarbonetos  (2,5%)
sesquiterpenos oxigenados (3,7%), diterpeno oxygenet (0,6%) e outros compostos
(17,2%) (HADJIAKHOONDI et al., 2005; SHAHZADI et al., 2010).

Este Oleo essencial tem amplas aplicac6es com elevada importancia econémica e
comercial devido a producdo de metabdlitos secundarios, principalmente tiofenos, que
apresentam uma variedade de efeitos, tais como nematicidas, bactericidas, fungicida e
inseticida. As folhas deste vegetal sdo impregnadas de glandulas translicidas, que contém
6leo essencial, de cheiro ativo e com acdo inseticida, bem pronunciada. A porcentagem
deste 6leo, em volume e peso, revela-se, no entanto, relativamente pequena, em
comparacdo com o cheiro que a propria planta, ao mais leve contato, desprende.

Apresenta atividade contra nematdides do solo (JUNGES, 2009), a presenga de
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piretroides, justifica seu uso contra ectoparasitas, efeito inseticida contra piolho
(Pediculus humanus capitis) (CESTARI, 2004) e possui efeito alelopéatico contra raizes
de milho (Zea mays) (SCRIVANTI, 2003). As folhas também séo usadas localmente para
repelir formigas e mosquitos. Suas flores sdo usadas para fins ornamentais e medicinais,
como aromatizantes, corantes e condimentos de alimentos (BATISH et al., 2007;
HAMAYUN et al., 2006; OSMAN et al., 2008).

A Tagetes minuta L., tem reputacdo de planta téxica e medicinal com
propriedades antimicrobiana, antiinflamatorio, antifungica, antiviral, antiparasitarias,
anti-aborto, diuréticas, enemagoga, laxativa, sudorifera, calmante da tosse, contra
reumatismo articular, colicas intestinais, dispepsia, resfriado, bronquite e afeccdes
uterinas, antiespasmaédico, hipotensor, broncodilatador, sedativo (ABBASI et al., 2010;
Bll; SIBOE; MIBEY, 2000; HADJIAKHUNDI et al., 2005; QURESHI et al., 2007;
SHAHZADI et al., 2010; TERESCHUK; BAIGORI; ABDALA, 2005).

Extratos hidroalcoolicos das folhas de T. minuta ja demonstraram atividade
antibacteriana e antifingica (FERRAZ E FREITAS, 2004). Cestari et al. (2004)
demonstraram atividade pediculicida do 6leo essencial de T. minuta, frente a Pediculus
humanus capitis. Outros estudos ja foram concretizados objetivando avaliar uso de T.
minuta para controle de pragas em grdos armazenados (BII et al., 2000; RESTELLO;
MENEGATT; MOSSI, 2009), como no estudo de Obongoyai et al. (2010) em controlar
fungo do solo Fusarium oxysporum, inibindo a sua germinacao de conidios.

Também foram promissores os resultados obtidos por Fiori et al. (2012) os quais
demonstraram efeito acaricida da infusdo aquosa, da tintura concentrada, da tintura
simples e
do 6leo essencial de T. minuta sobre larvas de Boophilus microplus (Acari: Ixodidae)
(FURTADO et al., 2010; GARCIA et al., 2012).

No combate a microrganismos patogénicos (SOUZA; AVANCINI; WIEST,
2000) efeito larvicida contra Aedes aegypti (FURTADO et al, 2010) efetividade no
controle de insetos de interesse a saude publica (IRERI et al., 2010). Richter (2011)
observou a atividade atrativa dos extratos aquosos de T. minuta para parasitdides,
recomendando os extratos da planta como alternativa ao controle biol6gico de afideos
em Avena sativa e Triticum vulgare na Africa do Sul (MOYO et al., 2006; TOMOVA et
al., 2005).
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Junges et al. (2009) avaliando a penetragdo de Meloidogyne incégnita
(Tylenchida: Heteroderidae) em raizes de tomateiros cultivados em solo pré-tratado com
extrato aquoso e 6leo essencial de T. minuta, verificaram que o extrato da planta
aplicado no solo reduziu o nimero de nematdides penetrados nas raizes dos tomateiros.

Em outro estudo foi aplicado o p6 da folha de T.minuta na plantacdo de arroz, na
qual se observou a reducao significativa do surgimento e crescimento de ervas daninhas
(Echinochloa crus-galli e Cyperus rotundus) (BATISH et al., 2007). Bioensaios
mostraram que frutos de T. minuta inibiram a germinacdo de espécies coabitantes,
evidenciando efeito de alelopatia do chinchilho (LOPEZ et al., 2009).

A atividade antibacteriana dos extratos hidralcdolicos e decocto do T. minuta L.
ja foi demonstrada, possuindo potente acdo contra bactérias Gram positivas, em
especial, Streptococcus spp (SCHUCH et al., 2008; TERESCHUK et al., 2005) bem
como acdo alelopética sobre outras plantas (SCRIVANTI et al., 2003).

A acdo antimicrobiana do extrato hidroalcoolico foi descrito por Oyedemi et al.
(2008), frente as espécies como Escherichia coli, Pseudomonas flourescense e
Streptococcus pyogenes. Analizando o tempo de exposicdo necessario para inibir os
microorganismos relacionados com a mastite bovina, Schuch et al.(2008) testou os
extratos hidroalcoolicos de T. minuta, na qual apresentou efeito positivo contra as
bactérias Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus que inativaram

completamente em 30s e 30 min de contato com o extrato, respectivamente.

3.5 Mastite

Na producdo leiteira, um dos problemas sanitario e econdmico de maior
relevancia é a ocorréncia de mastite nas vacas em lactacdo, considerada como as
principais causas de perdas econémicas na atividade leiteira, tanto para o produtor como
para a industria. No Brasil, os dados sobre custos sdo inconsistentes, onde estudos
realizados em rebanhos leiteiros nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais sugerem
estimativas de custo para a mastite ficando em torno de US$ 317,93 vaca/ano e US$
20.611,32 propriedade/ano (BARBOSA et al. , 2007).

A mastite constitui-se como uma reacdo da glandula mamaria, com evolucao
aguda a crbnica, causada por agentes de natureza infecciosa, toxica ou traumatica. Ela se
caracteriza por alteracbes quimicas, fisicas e organolépticas do leite e alteracdes no

tecido glandular (LANGONI et. al., 2011). A reacdo inflamatdria € um mecanismo de
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defesa para eliminar o agente agressor, neutralizar suas toxinas e auxiliar no reparo dos
tecidos produtores de leite (TOZZETTI et al., 2008).

Essa doenca determina diminuicdo da producdo e compromete a qualidade do
leite pelo risco de veiculacdo de agentes patogénicos, diminui¢do de caseina, gordura e
lactose, além de prejudicar o rendimento industrial e o tempo de conservacéo do produto
no comércio, outro aspecto relevante sdo os riscos a saude publica em virtude da
eliminacdo de agentes causadores de zoonoses e toxinas produzidas pelos
microorganismos. No que se refere ao produtor, ocorre o descarte de animais e o desprezo
do leite contaminado (BARBOSA et al. , 2007; LANGONI et. al., 2011;
RIET-CORREA, 2007; RODRIGUES, 2009; TOZZETTI et al., 2008).

A mastite pode se apresentar de duas formas, clinica ou subclinica. Na forma
clinica caracteriza-se por apresentar sinais perceptiveis da doenca, e alteragdes nas
caracteristicas fisicas do leite, como presenca de grumos, pus, sangue e leite aquoso,
associadas ou ndo alteragbes no Ubere, como dor, edema, inchaco e aumento de
temperatura. Dependendo do microrganismo, pode haver comprometimento do animal,
que pode se apresentar febril, desidratado, apéatico e se ndo for socorrido a tempo pode
correr risco de morte (DIAS, 2007; MARTINS et al., 2010; MELLO-PEIXOTO et al.,
2009).

O diagnostico da mastite clinica é realizado pelo uso da caneca de fundo escuro
onde sdo visualizadas alteragdes macroscépicas do leite. A mastite subclinica ndo possui
alteracdes visiveis, exige emprego de outros metodos de diagndstico, como a contagem
de células somaticas (CCS), que é afetada, principalmente pela infeccdo intramamaria, o
diagnostico se da pelo resultado positivo aos testes de “California mastitis test” (CMT)
entre outros, sendo confirmada pelo crescimento bacteriano. A forma subclinica
apresenta maior importancia, pois normalmente o processo € crénico e permanece no
rebanho sem determinar sinais clinicos ou qualquer alteracdo macroscopica no Ubere ou
leite. Além disso, apresenta prevaléncia de 15 a 40 vezes maior que a forma clinica, e
usualmente precede a mesma (MACHADO et al., 2008; FONTANA et al., 2010;
PULLINGER et al., 2007; SAEKI et al., 2011; SANTOS et al., 2011; SOUZA, 2011).

A forma subclinica é transmitida durante a ordenha por microorganismos
patogénicos adaptados a glandula mamaria, principalmente pelas bactérias do género
Streptococcus como S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis e também por espécie do

género Staphylococcus como S. aureus, além de Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
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K. oxytoca, Enterobacter aerogenes, espécies de Citrobacter, Serratia e Proteus,
Pseudomonas aeruginosa, Actinomicetales (Arcanobacterium pyogenes, Nocardia
asteroides e N. brasiliensis), leveduras, fungos micelianos e algas (BUENO et al., 2006;
COSTA, 2008; FERREIRA et al., 2007; MELLO-PEIXOTO et al., 2009; OYARZABAL
et. al., 2011; SAEKI et al., 2011; SANTOS E FONSECA, 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

Em levantamentos epidemioldgicos nacionais e internacionais, Staphylococcus
aureus podem estar presentes em até 70% das infecgdes da glandula mamaéria de bovinos
leiteiros (ZANETTE et al., 2010; FERREIRA et al., 2007). A constante frequéncia dessas
bactérias nos casos de mastite pode ser explicada pelo fato de que a pele do Ubere e dos
tetos sdo os principais sitios de localizacdo dos agentes, o que facilita as infec¢des por
esses microorganismos. Também pode sugerir que, nos rebanhos avaliados, ndo sdo
realizadas medidas eficientes de controle da enfermidade (ZANETTE et al., 2010).
Pesquisas demonstram que a alta prevaléncia da mastite pode estar associada as mas
condigdes de higiene do ordenhador, bem como dos tetos e Uberes das vacas antes,
durante e apos a ordenha (OLIVEIRA et al., 2009).

O tratamento usual da mastite subclinica se faz utilizando antimicrobianos
quimicos, porém durante a lactacao este tratamento é pouco frequente pela baixa eficacia
da antibioticoterapia, 0s quais apresentam altos custos para o agricultor, resultando em
consequéncias negativas para a saude humana e equilibrios do ambiente, pois na maioria
das vezes, os medicamentos sdo administrados de forma indiscriminada, sem orientacédo
técnica sobre a aplicacdo (ALMEIDA et al.,2011; SAEKI et al., 2012; SILVA et al.,
2012).

A utilizacdo de plantas na etnoveterinaria para a prevencéo e controle da mastite é
bastante frequente. Diferentes espécies com propriedades antimicrobianas, tém sido
descritas na literatura, demonstrando eficiéncia no controle e tratamento, como a
utilizacdo de extratos etanodlicos das folhas de Combretum molle que apresentaram
atividade antibacteriana para S. aureus e S. agalactiae isolados de casos clinicos de
mastite bovina utilizando o método de difusdo em disco de dgar em concentracdes de
3mg/mL (REGASSA; ARAYA, 2012).

Em outro estudo testes in vitro mostraram que extratos de Alternanthera
brasiliana, Achillea millefolium e Baccharis trimera apresentaram atividade
antibacteriana para S. aureus (AVANCINI et al., 2008). Fernandez et al. (2003),

Avancini et al. (2006) e Tresoldi et al. (2006) realizaram ensaios experimentais usando as
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inflorescéncias da planta medicinal Achyrocline satureioides, confrontando o decocto
com bactérias padronizadas, evidenciando o seu potencial antibacteriano.

Pereira et al. (2008) avaliaram e comprovaram a atividade antimicrobiana dos
extratos glicolicos de Psidium guajava L. contra cepas padrdo de Staphylococcus aureus.
Zanette et al. (2010) observaram Staphylococcus aureus em 70,9% das analises e Ferreira
et al. (2007) identificaram o género Staphylococcus sp. em 74,6% dos casos da mastite
bovina.

Loguercio et al. (2006) em seu experimento avaliou a atividade in vitro de um
extrato de prépolis obtida da regido de Santa Maria, no estado Rio Grande do Sul, em
solucdo alcodlica a 50%, contra agentes causadores da mastite bovina, sendo testado
contra 63 linhagens bacterianas: 36 de Staphylococcus coagulase-positivas e 27 de
Streptococcus spp. Dentre as amostras testadas, 90,5% foram sensiveis ao extrato da
propolis, sendo o efeito contra os isolados Staphylococcus coagulase-positivas superior
aos de Streptococcus spp. (94,4% contra 85,2%, respectivamente.

No seu estudo Vivot et. al. (2012), verificou a acdo da Blepharocalyx salicifolius,
frente as bactérias Gram negativas, onde seu extrato metandlico apresentou atividade
contra B. subtilis e P. aeruginosa.

Dentro da pecuaria agroecoldgica, o uso de plantas com potencial medicinal tem
sido amplamente estudado na prevencdo da mastite bovina e na alternativa ao uso destes
produtos comerciais (BRANCO-NETO et. al., 2006; LIMA et. al., 2006; SHARMA et
al., 2012).
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4.1 Artigo 1

Atividade antibacteriana dos extratos de Schinus terebinthifolius Raddi, com
solventes de diferentes polaridades, sobre bactérias da mastite bovina

Katilscia Barbosa Bilhalva, Fernanda Voigt Mota, Cristina Jansen, Rogério Antonio

Freitag, Luiz Filipe Damé Schuch, Jodo Roberto Braga de Mello
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Telefone: (53) 30254355

Email: kbilhalva@ibest.com.br

RESUMO

Schinus terebinthifolius Raddi é uma planta pertencente a familia Anacardiaceae
popularmente conhecida como aroeira, aroeira-vermelha e pimenta-rosa. Apresenta
diversas atividades terapéuticas relatadas na literatura cientifica, como: atividade
antibacteriana, antiinflamatdria, cicatrizante e antifingica. Sabe-se que a infeccdo da
glandula mamaéria dos bovinos pode ser eficientemente controlada, de forma preventiva, a
partir da utilizacdo de substancias antimicrobianas nos tetos antes e apds a ordenha. Com
iSs0 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo antibacteriana de extracbes com solventes
de diferentes polaridades de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) sobre
bactérias relacionadas a mastite bovina. O trabalho foi realizado pela técnica de
microdiluicdo serial em placas, utilizado extratos de diferentes partes da plantas (folhas e
frutos) produzidos com solventes organicos, contra as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus sp. Os extratos de aroeira demonstraram bons resultados antibacterianos,
sendo que o extrato metanolico possuiu melhor resultado contra as bactérias Gram
positivas quando comparado com os demais solventes. E o extrato metandlico EAFr
(Extrato Aroeira Fruto Maduro) apresentou, valores de CIM significativos frentes as
cepas Gram negativas. Mais estudos devem ser realizados a fim de testar a acdo desta
planta in vivo no controle da mastite.

Palavras-chave: Aroeira, solventes, antimicrobiano, extratos vegetais, mastite bovina

ABSTRACT

Schinus terebinthifolius Raddi is a plant belonging to the family Anacardiaceae popularly
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known as mastic, mastic-red and pink pepper. Presents several therapeutic activities
reported in the scientific literature, such as: antibacterial, anti-inflammatory, healing and
antifungal. It is known that the infection of the mammary gland of cattle can be efficiently
controlled in a preventive manner, from the use of antimicrobial substances teats before
and after milking. Therefore, the objective of this study was to evaluate the antimicrobial
activity of extractions with solvents of different polarities of Schinus terebinthifolius
Raddi (Anacardiaceae) on bacteria related to bovine mastitis. The work was carried out
by micro serial plating technique, used extracts from different parts of plants (leaves and
fruit) produced with organic solvents, against the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus and Staphylococcus sp. The
mastic extracts showed antibacterial good results, and the methanol extract possessed
better result against Gram positive bacteria compared to other solvents. And the methanol
extract EAFr (Extract Aroeira Fruit Mature) showed, CIM significant values fronts
gram-negative strains. More studies are needed to test the action of this in vivo plant in
the control of mastitis.

Keywords: Mastic, solvents, anti-microbial, plant extracts, bovine mastitis

1. INTRODUCAO

O uso de plantas como alternativa terapéutica € uma das praticas mais remotas
adotadas pelo homem, para o tratamento de suas enfermidades. Os crescentes interesses
da comunidade cientifica pela fitoterapia nas ultimas décadas levaram ao
desenvolvimento de varias pesquisas baseadas em praticas populares (AVANCINI, 2008;
CASAGRANDE, 2009; DUARTE, 2004; LIMA, 2007; SOARES, et al., 2004;

VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

A utilizacdo desses produtos naturais e de baixo risco na producdo animal vem
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crescendo muito nos Ultimos anos, e com isso a medicina popular vem ganhando espago
na medicina veterindria, tanto no tratamento de enfermidades como de forma
preventiva, com o intuito de substituir o wuso de antibidticos e outros
quimico-convencionais que além do alto custo, causam danos tanto ao ambiente, quanto

a salde publica (WANZALA et al., 2005).

O uso medicinal da Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) é descrito ha muitos
anos e referido desde a primeira edicdo da Pharmacopéia Brasileira (1926). A aroeira
pertence a familia Anacardiaceae, e é encontrada ao longo da costa brasileira (LEITE et
al., 2011). E conhecida popularmente como aroeira vermelha, pimenta-rosa,
aroeira-mansa, aroeira-pimenteira, aroeira-da-praia, aroeira precoce, aroeira do campo,
aroeira-do-brejo, aroeira-do-sertdo, aroeira-negra, aroeira-branca, aroeira-de-remédio,
fruto de raposa, fruto de sabi, coracdo de bugre, cambui, balsamo, aroeira de sabia,
aroeira do Parand, aguaraiba e careiba (CLEMENTE, 2006; RIBAS et al., 2006;

TONIAL, 2010).

Resultados em animais tém confirmado o efeito da aroeira (Schinus
terebinthifolius Raddi) como antiinflamatorio, cicatrizante (COUTINHO et al., 2006;
ESTEVAO et al., 2013; RIBAS et al., 2006; SOUZA et al., 2007), antitilcera (SOUZA et
al., 2007), antimicrobiana, antifingica (ALVES et al., 2009), anticancerigena
BENDAOUD et al., 2010), acaricida (NASCIMENTO et al., 2012), e antialergénica

(CAVALHER-MACHADO et al., 2008).

A mastite é a doenca mais fregiiente em rebanhos leiteiros (LANGONI et al.,
2011). E causada principalmente por agentes bacterianos, dos quais sdo mais freqiientes
0s que pertencem aos géneros: Staphylococcus spp. Streptococcus spp. e

Corynebacterium spp. (OYARZABAL et al., 2011). Em termos econbmicos também € a
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mais importante por ocasionar reducédo significativa da producdo e acarretar em gastos

elevados com medicamentos. (ZAFALON et al., 2008).

A ampla administracdo de antibioticos resulta na selecéo de patdgenos resistentes,
além da presenca de residuos de antibidticos no leite (NICKERSON et al., 2009).
Considerando todos esses aspectos tem-se buscado alternativas ao uso de antibi6ticos
visando a reducdo no seu uso, diminui¢ado no aparecimento de cepas resistentes e também
como alternativa a producdo organica (DIARRA et al., 2013). Com isso 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a acdo antibacteriana de extracfes com solventes de diferentes
polaridades de Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) sobre bactérias

relacionadas a mastite bovina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo e secagem da planta

As amostras de frutos verdes, maduros, e as folhas de Schinus terebinthifolius
Raddi foram colhidas manualmente, em dois periodos distintos, nos periodos antes e
durante a maturacdo dos frutos (maio a julho de 2012). Os frutos foram coletados em
pontos aleatdérios da planta, na copa e nas laterais das arvores. A coleta foi realizada
sempre no periodo da manha antes das 10:00 horas. Os frutos verdes foram coletados até
0 més de maio, enquanto os frutos maduros foram coletados em periodos mais longos, no
final de maio até julho. O material vegetal foi coletado de arvores, localizadas no Campus
Universitario Capao do Ledo, da Universidade Federal de Pelotas, municipio Capéo do
Ledo, Rio Grande do Sul, em um raio de 1 Km a partir das referéncias geograficas 31°48’
S 52°24° O, altitude 17m. As amostras coletadas foram encaminhadas para o Laboratorio

de Bacteriologia (DVP/FV/UFPel) para realizacdo da separacdo manual dos galhos e
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talos, restando apenas as folhas e os frutos. As amostras das folhas e frutos de Aroeira
foram secas em telas de secagem em local seco e a sombra, protegido de insetos e outros
animais durante o tempo aproximado de 10 e 15 dias. A identificacdo botanica e as
exsicatas foram depositadas no herbario do Instituto de Botanica da Universidade Federal
de Pelotas e identificadas, aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi.- Voucher n°® PEL

25.131).

2.2. Preparacao dos extratos

2.2.1. Extracao por solvente (Soxhlet)

Empregou-se método IUPAC 1.122 (1979) com uso de cinco diferentes solventes.
Foi fixada a velocidade/quantidade de 6 a 8 sifonagens por hora a temperatura constante.
As amostras de folhas e frutos de aroeira foram trituradas e pesadas em balanca analitica
(209), colocadas em um cartucho confeccionado, utilizando papel filtro e tampado com
chumaco de algoddo (ambos previamente desengordurados com éter de petroleo) e
colocado no extrator de Soxhlet, encaixado em um baldo volumétrico com capacidade de
1000 mL, onde o solvente (600 mL) utilizado foi acrescentado. O condensador foi
conectado e a manta de aquecimento ligada, permanecendo em ebulicdo por 6 horas
consecutivas, sendo o tempo calculado a partir da primeira sifonada. A extragdo
utilizando Soxhlet foi realizada com 0s seguintes solventes: acetato de etila, éter etilico,
cloroférmio, metanol e hexano. Esses extratos foram subsequentemente concentrados e
dessecados por rotaevaporacdo, e 0s sdlidos resultantes foram ressuspendidos em DMSO
a 25%. Os extratos obtidos foram armazenados em frascos ambar hermeticamente

fechados, sob abrigo da luz a uma temperatura de 4°C.

2.3. Microorganismos
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Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Staphylococcus sp. e Streptococcus agalactiae, amostras isoladas de leite do Laboratorio

de Doengcas Infecciosas da UFPel.

2.4. Avaliagao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos foi determinada pela técnica de
microdiluicdo serial em placas de 96 orificios em triplicata, a fim de ser determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os inoculos foram preparados a uma
concentragdo de 10%-9 UFC/mL em meio BHI 2x. A montagem da placa seguiu como
descrita pelo documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para fitoterapicos. Foram feitas
oito dilui¢des diferentes, iniciando com 50% pois nesse orificio havia extrato e meio de
cultura contendo a bactéria, depois sucessivamente 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 e
0,39% e os testes foram realizados em triplicata. Apds a incubacéo das microplacas por
48h a 37°C, em estufa, aliquotas de 5uL de cada orificio foram transferidas para agar
sangue desfibrinado de ovino a 5% e incubadas a 37°C por mais 24 horas. Apos a leitura
dos crescimentos, a interpretacdo dos resultados foi realizada pela média geométrica das
Concentrac6es Inibitorias Minimas entendendo esta como, a menor concentracdo de
extrato da planta, capaz de inibir o crescimento bacteriano a partir das aliquotas

transferidas para o agar sangue.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana de extratos de plantas medicinais é avaliada através de
técnicas que utilizam uma pequena quantidade da substancia para inibir o microrganismo

testado, através da determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM). Esse método
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utilizado é a microdiluicdo serial em placas, utilizando microplacas, € um método barato,

tem reprodutibilidade, é 30 vezes mais sensivel que outros métodos citados na literatura,

requerem pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande numero de
amostras e deixa registro permanente (OSTROSKY et al., 2008).

Os resultados referentes as porcentagens das Concentragdes Inibitorias Minimas
(CBM) dos extratos das folhas e dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi frente as
cinco bacterias testadas estdo descritos nas tabelas abaixo.

Analisando os resultados obtidos dos extratos da folha (verde e madura), na tabela
1 que mostra as Concentracdes Bactericidas Minimas dos extratos com os solventes de
diferentes polaridades, em relacdo as bactérias testadas, notamos que 0s extratos
metanolico, tanto EAF (Extrato Aroeira Folha Verde) quanto o EAF madura,
apresentaram os menores valores de CIM em relacdo as bactérias Gram positivas, porém
0 extrato EAF verde demonstrou uma atividade contra Escherichia coli ATCC, com CIM
de 8%.

Tabela 1. Valores das Concentragfes Inibitérias Minimas dos extratos com diferentes solventes
da folha verde e folha madura de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) frente as bactérias

causadoras de mastite bovina.
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Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) - %

Folha Verde Folha Madura
EAF EAF EAF EAF EAF EAF EAF EAF EAF EAF
Bactérias Eter Metanol Acetato Hexano Cloroférmio Eter Metanol Acetato Hexano Cloroférm
de etila de Etila
Staphylococcus 63 16 100 100 100 100 40 16 100 100
aureus ATCC
Staphylococcus 16 10 100 40 31 20 16 8 40 100
Sp.
Streptococcus 63 2 50 8 100 1 5 100 63 50
agalactiae
Pseudomonas
aeruginosa 100 100 100 100 100 100 50 100 100 100
ATCC
Escherichia 25 8 100 8 31 100 50 100 100 100
coli ATCC

EAF: Extrato da Folha de aroeira

Tabela 2. Valores das ConcentracGes Inibitérias Minimas dos extratos com diferentes solventes
do fruto verde e fruto maduro de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) frente as bactérias

causadoras de mastite bovina.
EAFr: Extrato de Fruto de aroeira

Na tabela 2, foram avaliados os extratos dos frutos (verde e maduro) da aroeira,

onde podemos observar que os valores de CIM encontrados, foram semelhantes aos

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - %

Fruto Verde Fruto Maduro
EAFr EAFr EAFr EAFr EAFr EAFr EAFr EAFr EAFr EAFI
Bactérias Eter Metanol Acetato Hexano Cloroférmio Eter Metanol Acetato Hexano Clorofér
de etila de Etila
Staphylococcus. 100 16 50 100 100 3 2 8 8 2
aureus ATCC
Staphylococcus 25 16 10 31 31 100 40 100 100 100
sp.
Streptococcus 2 10 2 13 6 20 4 6 5 13
agalactiae
Escherichia 100 50 100 100 100 20 13 31 100 100
coli ATCC
Pseudomonas 100 40 100 100 79 79 6 40 100 40
aeruginosa
ATCC

encontrados nas folhas, os extratos que mais obtiveram éxito quanto a atividade
antibacteriana foram os extratos preparados com o solvente metanol, apresentando os
menores valores de CIM. A Concentracéo Inibitdria Minima variou de 10% a 50%, para 0

extrato metandlico EAFr ( Extrato Aroeira Fruto Verde), e de 2% a 40% para o extrato
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metanolico EAFr (Extrato Aroeira Fruto Maduro). Sendo que este Ultimo extrato
apresentou valores de CIM significativos quanto a atividade antibacteriana frentes as
cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC e Escherichia coli ATCC, com CIM de 6% e
13%, respectivamente. Discordando dos estudos de Alanis et al.(2005) com outra espécie
de planta, que testou extratos metandlico e aquoso de L. venustum frente a linhagens de E.
coli, na qual os extratos ndo foram considerados eficientes inibidores do crescimento
bacteriano, uma vez que apresentaram percentuais de inibi¢do abaixo de 50%, além disso,
a atividade do extrato foi apresentada diante de uma concentragdo considerada muito
elevada para aplicagéo clinica (HOUGHTON et al., 2007).

Os extratos metanolicos da folha e fruto verde de aroeira mostraram-se eficientes
quando confrontados com as amostras bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC e
Staphylococcus sp com valores baixos de concentragdo dos extratos. Ja os diferentes
extratos do Fruto maduro apresentaram um valor de CIM variando de 2% a 8% frente ao
Staphylococcus aureus ATCC, menores valores encontrados quando comparados aos
demais extratos (Tabela 2).

Do género Staphylococcus sp., 0 Staphylococcus aureus € um importante agente
causador de mastite em rebanhos leiteiros e com grande capacidade de resisténcia a
antibioticos, diminuindo a taxa de cura da mastite (MELO et al.,2012).

LIMA et al. (2006) cita em um trabalho, que o extrato em etanol das cascas do
tronco de S. terebinthifolius e as fracbes em hexano, cloroférmio e em acetato de etila,

provenientes da particdo deste, foram ativos frente a Staphylococcus aureus.

Em estudo realizado por Khan et al.(2004), testou os extratos metandlicos do
caule, raiz, cascas do caule, folhas, frutos e sementes de A. heterophyllus contra fungos e
bactérias. Ao analisar o efeito potencializador de antimicrobianos pelas fracGes de L.

venustum, ficou evidente que as bactérias apresentaram maior susceptibilidade ao
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produto natural que os fungos. Os resultados para as bactérias Escherichia coli
apresentaram um halos de inibicdo nos valores médios de: 13.6mm (KHAN et al., 2004;
AL-BURTAMANI et al., 2005). No entanto, Vivot et. al. (2012), verificou a acdo da
murta (Murraya paniculata) frente a Gram negativas, onde seu extrato metanolico
apresentou atividade contra B. subtilis e P. aeruginosa.

Em teste de difusdo em &gar, com o extrato hidroalcéolico da folha de aroeira,
evidenciou atividade bacteriostatica crescente de 200 a 400mg mL, sobre o crescimento
de S. aureus. Apesar disso, ndo foi detectada atividade do extrato frente a E. coli.

DEGASPARI et al. (2005) analisaram a atividade antimicrobiana de extratos
aquoso e alcodlico obtidos de frutos da aroeira. A fragdo alcoolica apresentou efeito
inibitorio sobre o crescimento de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

Guerra et al. (2000) realizou um estudo com as folhas da aroeira, onde utilizou
extratos alcoolicos (80%) de Schinnus terebinthifolius e houve inibicdo bacteriana e
fangica, entre as bactérias estavam S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. No presente estudo
0 extrato hidroalcodlico (70%) da planta inibiu o crescimento somente da E. coli.

Outro estudo de cunho odontoldgico realizado pelos mesmos autores apresentou
resultados favoraveis da tintura da casca de aroeira a 20%, pelo método de difusdo em
agar por perfuracdo, sobre Staphylococcus mutans contaminantes de escovas dentais. A
tintura revelou atividade antibacteriana in vitro e foi eficaz na redugdo de contaminacgéo
das escovas por este microorganismo (SOARES et. al, 2007).

Neste trabalho o solvente mais adequado para obtencdo do extrato bruto foi o
metanol, pois provavelmente possibilita a extracdo de um maior nimero de compostos e

maior atividade antimicrobiana.

4. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antibacteriana da planta Schinus
terebinthifolius Raddi, quando testada com os microorganismos relatados no presente
trabalho permitiram concluir que desempenhou resultados promissores com o extrato de
metanol. Os resultados preliminares obtidos pelo presente trabalho sugerem que a espécie
Schinus terebinthifolius Raddi, sendo o extrato metandlico apresenta resultados

promissores quanto ao potencial antimicrobiano.
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RESUMO

Tagetes minuta L. € uma planta aromatica, pertencente a Familia das Asteraceae,
originarias do México e introduzidas no Brasil ha muitos anos. E popularmente
denominada chinchilho, chinchilia, cravo-de-defunto, entre outras. Tem reputagdo de
planta téxica e medicinal com propriedades antimicrobiana, antiinflamatorio,
antifingica, antiviral e antiparasitaria. Mastite ¢ a inflamacdo da glandula mamaria
caracterizada por alteraces fisicas, quimicas e organolépticas do leite, além de alteractes
do tecido glandular. Pode ser causada por agentes quimicos ou fisicos, mas na maioria
dos casos, sdo causadas por bactérias. Com isso 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
acdo antibacteriana de extragdes com solventes de diferentes polaridades de Tagetes
minuta L. sobre bactérias relacionadas a mastite bovina. O trabalho foi realizado pela
técnica de microdiluicdo serial em placas, utilizado extratos de diferentes partes da planta
(caule, folha e flor) produzidos com solventes organicos, contra as bactérias Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus sp. Os extratos de chinchilho demonstraram bons resultados
antibacterianos, sendo que o extrato metandlico da folha o que apresentou melhor
resultado contra todas as cepas, mas com concentracbes menores para Staphylococcus
aureus ATCC e Streptococcus agalactiae. E o extrato chinchilho flor metanol mostrou
maior eficiéncia antibacteriana para as bactérias Gram-negativas, principalmente
Pseudomonas aeruginosa ATCC. Mais estudos devem ser realizados a fim de testar a
acdo desta planta in vivo no controle da mastite.

Palavras-chave: Chinchilho, solventes, antibacteriana, mastite bovina
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ABSTRACT

Tagetes minuta L. is an aromatic plant belonging to the family of Asteraceae, from
Mexico and introduced in Brazil for many years. It is popularly called Chinchilho,
chinchilia, marigold, among others. Has a reputation for toxic and medicinal plant with
antimicrobial properties, anti-inflammatory, antifungal, antiviral and antiparasitic.
Mastitis is an inflammation of the mammary gland characterized by physical, chemical
and organoleptic changes of the milk, as well as changes in the glandular tissue. It may be
caused by chemical or physical agents, but in most cases are caused by bacteria.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
extractions with solvents of different polarities of Tagetes minuta L. on bacteria related to
bovine mastitis. The work was carried out by micro serial plating technique, used extracts
from different parts of plants (stem, leaf and flower) produced with organic solvents,
against the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus sp. The Chinchilho extracts showed
antibacterial good results, and the methanol extract of the leaf showed the best result
against all strains, but with lower concentrations for Staphylococcus aureus ATCC and
Streptococcus agalactiae. And Chinchilho flower methanol extract showed higher
antimicrobial efficiency for Gram-negative bacteria, especially Pseudomonas aeruginosa
ATCC. More studies are needed to test the action of this in vivo plant in the control of
mastitis.

Keywords: Chinchilho, solvents, antibacterial, bovine mastitis

1. INTRODUCAO
A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico é uma tendéncia

generalizada na medicina popular brasileira e mundial. Esta tendéncia tem contribuido
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significativamente para o consumo ndo s6 de plantas medicinais, como também de
medicamentos fitoterdpicos (OLIVEIRA et al., 2006 ; GRAVENA et al., 2010). Os
principios ativos das plantas vém sendo estudados ao longo do tempo na histéria de nossa
civilizagdo, muito embora tenha sido colocada em segundo plano com o desenvolvimento
das drogas sintéticas, principalmente pelo desenvolvimento da indUstria
quimico-farmacéutica, o interesse por fitoterapicos aumentou significativamente, a partir
da década de 90, e atualmente encontra-se em expansdo em todo mundo, constituindo um
mercado promissor (CEOLIN, 2009). Varios grupos tém dedicado atencdo ao estudo de
plantas consideradas medicinais através de pesquisas bibliogréficas ou etnogréficas,
organizando selecGes de espécies com diversas indicacOes terapéuticas, entre elas o uso
como antimicrobianos (AVANCINI, 2008; CASAGRANDE, 2009; DUARTE, 2004;
LIMA, 2007; SOARES, et al., 2004; VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006).

A busca por novas substancias com acéo antimicrobiana, presentes em extratos
obtidos de plantas a partir do seu metabolismo secundario com atividade biocida
(bactericida, fungicida e inseticida) sdo reconhecidas empiricamente ha séculos e hoje se
busca comprovar essas atividades cientificamente, com efeitos indesejaveis minimos,
eficidcia e seguranca. A medicina veterinaria vem se apropriando dos beneficios da
medicina tradicional, na tentativa de substituir o uso de antibidticos e outros
guimico-convencionais que, além do alto custo, causam danos tanto ao ambiente, quanto
a salde (DUARTE et al., 2005; GALUPPI et al., 2010; LORENZI, 2008; MICHIELIN,

2009; RAMIREZ; DIAZ, 2007; WANZALA et al. 2005).

A mastite constitui-se como uma reacdo da glandula mamaria, com evolucao
aguda a crbnica, causada por agentes de natureza infecciosa, toxica ou traumatica. Ela se
caracteriza por alteracbes quimicas, fisicas e organolépticas do leite e alteracdes no

tecido glandular (LANGONI et. al., 2011). A reacdo inflamat6ria € um mecanismo de
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defesa para eliminar o agente agressor, neutralizar suas toxinas e auxiliar no reparo dos
tecidos produtores de leite (TOZZETTI et al., 2008; ZAFALON et al., 2008). Pode ser
provocada por cerca de 130 agentes envolvidos, dentre eles, bactérias, virus, fungos e

algas (SPANAMBERG et al., 2009).

Em levantamentos epidemioldgicos nacionais e internacionais, Staphylococcus
aureus podem estar presentes em até 70% das infec¢des da glandula mamaria de bovinos
leiteiros (ZANETTE et al., 2010; FERREIRA et al., 2007). A constante frequéncia dessas
bactérias nos casos de mastite pode ser explicada pelo fato de que a pele do Ubere e dos
tetos sdo os principais sitios de localizagcdo dos agentes, o que facilita as infeccBes por
esses microorganismos. Também pode sugerir que, nos rebanhos avaliados, ndo sao
realizadas medidas eficientes de controle da enfermidade (ZANETTE et al., 2010).
Pesquisas demonstram que a alta prevaléncia da mastite pode estar associada as mas
condicdes de higiene do ordenhador, bem como dos tetos e Uberes das vacas antes,
durante e apos a ordenha (OLIVEIRA et al., 2009).

A utilizacdo de plantas na etnoveterinaria para a prevencéo e controle da mastite é
bastante frequente. Diferentes espécies com propriedades antimicrobianas tém sido
descritas na literatura, demonstrando eficiéncia no controle e tratamento. O uso de extrato
de plantas tem sido sugerido tanto para tratamento como para desinfeccdo de tetos
(SCHUCH et al., 2007), como a espécie Tagetes minuta L.

Tagetes minuta L é uma planta aromatica nativa da América do Sul e
vulgarmente conhecida como chinchilho, cravo-de-defunto, chinchila, picdo do reino,
entre outros. (KISSMANN; GROTH, 1992; LOOKERMAN et al., 2003; VISITIN &
BERNADELLO, 2005). O género Tagetes pertence a familia Compositae ou Asteraceae,
é uma planta aromatica, originarias do México e introduzidas no Brasil hd muitos anos,

onde se aclimataram perfeitamente, de ocorréncia espontanea no Rio Grande do Sul, foi
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espalhada pelo mundo logo apds a conquista espanhola devido ao valor do seu 6leo, cujo
principal componente é a diidrotagetona (BABU, 2007; GIL, 2000; MAROTTI et al.,
2004). A comunidade cientifica ja elucidou outras propriedades de T. minuta, entre elas:
atividade antiparasitaria (ANDREOTTI et al, 2013), inseticida (LOPEZ et al, 2011),
antimicrobiana (OYEDEMI, et al., 2008; SCHUCH et al., 2008; TERESCHUK et al.,
2005), antiviral (GHAEMI et al, 2010) bem como acédo alelopética sobre outras plantas
(LOPEZ et al., 2009; SCRIVANTI et al., 2003). Devido a pouca literatura encontrada
sobre a atividade desta espécie, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a acédo
antimicrobiana de extracdes com solventes de diferentes polaridades de Tagetes minuta

L. sobre bactérias relacionadas a mastite bovina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e secagem da planta

As amostras de Tagetes minuta L. foram colhidas manualmente, no més de junho
de 2012, coletadas na Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata,
Pelotas, RS, com referéncias geograficas 31°37°S e 52°31°W. Ap0s a coleta as amostras
foram encaminhadas para o Laboratorio de Bacteriologia (DVP/FV/UFPel) para
realizacdo da separacdo manual das folhas, flores e caule. As amostras das folhas, flores e
caule foram secas em telas de secagem em local seco e a sombra, protegido de insetos e
outros animais durante o tempo aproximado de 10 e 15 dias. A identificacdo botéanica e as
exsicatas foram depositadas no herbario do Instituto de Botéanica da Universidade Federal
de Pelotas e identificadas, chinchilho (Tagetes minuta Linnaeus.- Voucher n°® PEL

24659).

2.2. Preparacao dos extratos
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2.2.1. Extracdo por solvente (Soxhlet)

Empregou-se método IUPAC 1.122 (1979) com uso de cinco diferentes solventes.
Foi fixada a velocidade/quantidade de 6 a 8 sifonagens por hora a temperatura constante.
As amostras de folhas, flores e frutos de chinchilho foram trituradas e pesadas em balanca
analitica (20g), colocadas em um cartucho confeccionado, utilizando papel filtro e
tampado com chumaco de algoddo (ambos previamente esterilizados com éter de
petréleo) e colocado no extrator de Soxhlet, encaixado em um baldo volumétrico com
capacidade de 1000 mL, onde o solvente (600 mL) utilizado foi acrescentado. O
condensador foi conectado e a manta de aquecimento ligada, permanecendo em ebulicdo
por 6 horas consecutivas, sendo o tempo calculado a partir da primeira sifonada. A
extragdo utilizando Soxhlet foi realizada com os seguintes solventes: acetato de etila, éter
etilico, cloroformio, metanol e hexano. Esses extratos foram subsequentemente
concentrados e dessecados por rotaevaporacdo, e 0s sdlidos resultantes foram
ressuspendidos em DMSO a 25%. Os extratos obtidos foram armazenados em frascos

ambar hermeticamente fechados, sob abrigo da luz a uma temperatura de 4°C.

2.3. Microorganismos

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Staphylococcus sp. e Streptococcus agalactiae, amostras isoladas de leite do Laboratério
de Doencas Infecciosas da UFPel.
2.4. Avaliacdo da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada pela técnica de
microdiluicdo serial em placas de 96 orificios em triplicata, a fim de ser determinada a

concentracdo inibitéria minima (CIM). Os inoculos foram preparados a uma
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concentragdo de 10©-% UFC/mL em meio BHI 2x. A montagem da placa seguiu como
descrita pelo documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para fitoterapicos. Foram feitas
oito diluigdes diferentes, iniciando com 50% pois nesse orificio havia extrato e meio de
cultura contendo a bactéria, depois sucessivamente 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 e
0,39% e os testes foram realizados em triplicata. Apds a incubacdo das microplacas por
48h a 37°C, em estufa, aliquotas de 5uL de cada orificio foram transferidas para agar
sangue desfibrinado de ovino a 5% e incubadas a 37°C por mais 24 horas. Apds a leitura
dos crescimentos, a interpretacdo dos resultados foi realizada pela média geométrica das
Concentragfes Inibitdrias Minimas entendendo esta como, a menor concentragdo de
extrato da planta, capaz de inibir o crescimento bacteriano a partir das aliquotas
transferidas para o agar sangue.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as porcentagens das Concentragdes Inibitorias Minimas
(CBM) dos extratos da folha, flor e caule de Tagetes minuta L., frente as cinco bactérias
testadas, estdo descritos nas tabelas abaixo.

O teste de microdiluicdo em caldo foi empregado para se determinar a CIM, que
corresponde a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.
Dessa forma, quanto menor o valor da CIM, maior a atividade antimicrobiana do extrato

contra a cepa testada.

Tabela 1: Valores das Concentracfes Inibitorias Minimas dos extratos com diferentes solventes

da folha seca de Tagetes minuta L. frente a bactérias causadoras de mastite bovina.

Concentragao Inibitoria Minima (CIM) - %

Bactérias ECFL éter ECFL metanol ECFL acetato de etila ECFL hexano ECFL cloroférmio
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1 50 50 25 25 31
2 100 50 100 100 50
3 4 16 6 79 10
4 100 25 31 79 25
5 50 50 25 20 25

1. Staphylococcus aureus (ATCC 12600); 2. Staphylococcus sp.; 3. Streptococcus agalactiae; 4. Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442); 5. Escherichia coli (ATCC 8739)
ECFL — Extrato chinchilho folha

Na tabelal, estdo os valores da CIM dos extratos preparados com a folha seca de
Tagetes minuta L., podemos observar que os extratos extraidos com metanol , acetato de
etila e cloroformio, demostraram melhor atividade antibacteriana, devido aos valores de
concentracdo serem menores quando comparados ao demais extratos de mesma parte da
planta. O ECFL metanol mostrou atividade frente a todas as cepas testadas, mas com
concentragdes menores para Staphylococcus aureus ATCC e Streptococcus agalactiae,
com CIM de 25% e 16%, respectivamente. Ja para o extrato chinchilho folha acetato de

etila, os valores foram de 25% e 6%, para as mesmas amostras bacterianas.

Tabela 2. Valores das Concentrac6es Inibitorias Minimas dos extratos com diferentes solventes

da flor de Tagetes minuta L. frente a bactérias causadoras de mastite bovina.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - %

Bactérias ECFr éter  ECFr metanol ECFr acetato de etila  ECFr hexano  ECFr cloroférmio
1 8 10 6 31 100
2 31 100 50 63 79
3 16 13 100 31 25
4 50 16 50 100 100
5 40 40 25 50 100

1. Staphylococcus aureus (ATCC 12600); 2. Staphylococcus sp.; 3. Streptococcus agalactiae; 4. Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442); 5. Escherichia coli (ATCC 8739)
ECFr — Extrato chinchilho flor

Os extratos da flor de Tagetes minuta L., obtiveram os melhores resultados (tabela
2) foram para os preparados com os solventes, éter e metanol. O ECFr metanol mostrou
maior eficiéncia antibacteriana para as bactérias Gram-negativas, com uma CIM de 16%

para Pseudomonas aeruginosa ATCC.
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Tabela 3. Valores das Concentracfes Inibitérias Minimas dos extratos com diferentes solventes

do caule de Tagetes minuta L. frente a bactérias causadoras de mastite bovina.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - %

Bactérias ECau éter ECau metanol ECau acetato de etila ECau hexano ECau cloroférmio

1 100 63 25 100 31
2 100 16 10 100 50
3 31 20 6 79 10
4 50 100 31 79 25
5 50 63 25 20 25

1. Staphylococcus aureus (ATCC 12600); 2. Staphylococcus sp.; 3. Streptococcus agalactiae; 4. Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442); 5. Escherichia coli (ATCC 8739)
ECCau - Extrato chinchilho caule

Na tabela 3, temos os valores da CIM, para os extratos do caule de Tagetes minuta
L., 0 extrato metandlico mostrou atividade antibacteriana frente a cepa de Staphylococcus
sp., com CIM de 16%. O extrato do caule de chinchilho elaborado com acetato de etila foi
efetivo frente a todas as amostras bacterianas testadas, com CIM variando de 6% a 31%.

As variacOes referentes a determinacdo da CIM de extratos de plantas podem ser
atribuidas a diferentes fatores, dentre eles podemos citar a técnica aplicada, o
microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s
extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato
testada (OSTROSKY et al., 2008).

Esta diferenca de acdo pode estar relacionada ndo s6 aos préprios produtos
testados, como também devido a estrutura mais complexa da membrana externa das
bactérias Gram-negativas, que pode impedir a passagem de moléculas (FRANCA et al.,
2009), alem de particularidades relacionadas aos diferentes mecanismos de resisténcia
das linhagens em estudo.

Oyedemi et al. (2008), descreve a acdo antimicrobiana do extrato hidroalcoolico
frente as espécies como Escherichia coli, Pseudomonas flourescense e Streptococcus
pyogenes.

Schuch (2007) utilizou extratos hidroalcoolicos (EHA) e decoctos (DEC) das
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plantas carqueja (Baccharis trimera Less.), picdo preto (Bidens pilosa L.), eucalipto
(Eucalyptus sp.), erva-de-bicho (Polygonum hydropiper L.) e chichilho (Tagetes minuta
L.) para avaliar suas atividades antibacterianas frente a microrganismos causadores de
mastite. Utilizou o método da microdiluicdo serial em placas e a cinética de inativacéo e
as solucGes desinfetantes produzidas foram confrontadas com 25 amostras bacterianas,
sendo nove Staphylococcus coagulase positiva, sete Staphylococcus coagulase negativa,
oito Streptococcus spp., e uma Pseudomonas aeruginosa. O autor concluiu que todos 0s
extratos avaliados apresentaram acgdo antibacteriana. Que os decoctos de T. minuta
apresentaram os melhores resultados, inclusive atuando frente a P.aeruginosa, embora
em concentracdo mais alta do que frente as outras bacterias (p<0,05).

Schiavon (2011) avaliou a aplicagdo de um antisséptico obtido de extrato
alcoolico de folhas de chinchilho (Tagetes minuta L.) e macerado de sementes de linhaca
(Linum usitatissimum L.) ambos a 10%, na desinfeccdo de tetos pos-ordenha. Para efeito
de comparacdo, também utilizou iodo comercial, s6 que nos quartos do lado direito. A
autora ndo encontrou resultados estaticamente diferentes para os dois tratamentos ao
avaliar a prevaléncia semanal de mastite subclinica pelo CMT e a incidéncia de novas
infeccdes intramamarias.

MOTA et al.,(2011) ao comparar diferentes formas de obtencdo do extrato
hidralcodlico de folhas de Baccharis trimera (Less.) DC, Bidens pilosa L., Eucalyptus
sp.e Tagetes minuta L., utilizando folhas secas e folhas verdes e diferentes concentracdes
de etanol, frente a Sthaphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, concluiu que o
extrato de T. minuta produzido a partir de folhas secas com alcool 70°, inativou ambas as
bactérias testadas.

Gongalves et al., (2012) em estudo do 6leo de Tagetes minuta apresentou

atividade frente aos isolados bacterianos com valores de CIM variando de 0,62%,para um
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isolado de Staphylococcus coagulase positiva, a 5%para Escherichia coli ATCC.

4. CONCLUSAO
Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antibacteriana da planta Tagetes
minuta L., quando testada com 0s microorganismos relatados no presente trabalho

permitiram concluir que desempenhou resultados promissores com o extrato de metanol.
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RESUMO

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) é popularmente conhecida
como aroeira, aroeira-vermelha e pimenta-rosa. Seu éleo essencial presente nas folhas e
frutos revelado em pesquisas demonstrou atividade antimicrobiana devido a presenca de
diversos compostos quimicos com atividade contra inlmeros microorganismos. Com isso
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento e a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas e dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi em dois estadios
fenologicos diferentes. A extragcdo do Oleo essencial foi realizada em triplicata, pelo
método de hidrodestilacdo, usando-se aparelho Clevenger. Para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana o trabalho foi realizado pela técnica de microdiluicdo serial em placas, a
fim de ser determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM), utilizando 6leos de
diferentes partes da planta (folhas e frutos) contra as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus sp. O resultado obtido revela que a maior porcentagem de teor de 6leo
essencial foi no fruto maduro, com valor de 5,85% e a parte da planta que obteve 0 menor
valor foi na folha verde com valor de 0,52%. Os 0leos essenciais que apresentaram 0s
menores valores de CIM em relacdo as bactérias Gram positivas foram os da folha verde e
do fruto maduro, para as bactérias Staphylococcus sp. 6%, e Staphylococcus aureus
ATCC 8% respectivamente. Os 6leos essenciais ndo tiveram acdo bactericida com a
concentracdo testada contra as bactérias Gram negativas, bem como o 6leo essencial da
folha madura que ndo inibiu o crescimento das bactérias Gram positivas e Gram

negativas. Diante do potencial apresentado pelos 6leos essenciais da aroeira é relevante
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uma melhor investigacdo, a fim de se conhecer com detalhes as caracteristicas dessa
espécie vegetal.

Palavras-chave: Aroeira, rendimento, antimicrobiano, 6leo essencial

ABSTRACT

The species Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) is popularly known as
mastic, mastic-red and pink pepper. Its essential oil present in the leaves and fruits
revealed in studies demonstrated antimicrobial activity due to the presence of various
chemical compounds with activity against many microorganisms. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the performance and antimicrobial activity of
essential oil of leaves and fruits of Schinus terebinthifolius Raddi in two different growth
stages. The essential oil extraction was performed in triplicate by hydrodistillation
method using Clevenger apparatus. To evaluate the antimicrobial activity the work was
done by micro serial plating technique, in order to be determined the minimum inhibitory
concentration (MIC) using oils from different parts of the plant (leaves and fruits) against
the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus sp. The result shows that the highest
percentage of essential oil content was in ripe fruit, with a value of 5.85% and the part of
the plant that had the lowest value was on green leaf with a value of 0.52%. The essential
oils showed the lowest MIC values in relation to Gram positive bacteria were the green
leaf and ripe fruit, for bacteria Staphylococcus sp. 6%, and Staphylococcus aureus ATCC
8% respectively. Essential oils had no bactericidal activity at the concentration tested
against Gram negative bacteria as well as the essential oil of the mature leaf which did not
inhibit the growth of Gram positive and Gram negative bacteria. Given the potential

presented by the essential oils of mastic is relevant better research in order to know in
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detail the characteristics of this plant species.

Keywords: Mastic, income, antimicrobial, essential oil

1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem sido praticado ha muitos anos no Brasil,
principalmente por habitantes do interior do pais. A partir dessas plantas, principios
ativos sdo extraidos para a fabricacdo de medicamentos utilizados para o tratamento e
cura de doencas. A limitacdo das terapias atualmente adotadas tem motivado a producdo
de novos farmacos no combate as mais diferentes enfermidades e visa minimizar seus
efeitos a0 homem, animais e meio ambiente, impulsionando as pesquisas relacionadas
com produtos naturais (LIMA et al., 2006).

As plantas aromaticas tém sido reconhecidas como novos insumos pela industria
farmacéutica e tem despertado o desenvolvimento de pesquisa utilizando 6leos e extratos
de plantas de conhecimento popular, servindo de base para estudos com comprovacao
cientifica da atividade antimicrobiana (BENDAOUND et al., 2010; NASCIMENTO et
al., 2007).

Oleos essenciais estdo presentes nas plantas aromaticas e constituem elementos
volateis geralmente a temperatura ambiente, por apresentarem volatilidade, sdo liquidos
de aparéncia oleosa chamados de esséncias, devido ao aroma agradavel e intenso da
maioria de seus representantes e esta relacionado com diversas funcdes necessarias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo, papel fundamental na defesa contra microrganismos.
Os oleos essenciais sdo encontrados nas folhas, ramos, cascas, frutos, flores, raizes,
tronco, resinas, e sementes (SAITO & SCRAMIN, 2000).

Muito conhecida dos brasileiros, a espécie Schinus terebenthifolia Raddi,

(Anacardiaceae), tem seus efeitos descritos na medicina popular em regides distintas do
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Brasil (RIBAS et al., 2006). Popularmente conhecida como aroeira, aroeira-vermelha,
pimenta-rosa, aroeirinha, aroeira mansa, aroeira pimenteira, fruto-de-sabié, cambui, entre
outros (LENZI; ORTH, 2004). E uma arvore de folhas perenes, tipica da vegetagéo
litordnea brasileira, pode ser encontrada em algumas regides da Europa e em outras
regibes da América, nativa do Brasil e da America do Sul (LEITE et al., 2011; LENZI &
ORTH, 2004; LORENZI & MATOS, 2008; SANTOS et al., 2007; SANTOS et al.,

2009).

Espécie pioneira e diodica, seus frutos sdo do tipo drupa e tém coloracdo verde no
inicio e depois se tornam vermelhos brilhantes (BENDAOUND et al., 2010; COUTINHO
et al, 2006; JESUS & FILHO, 2007) Apresenta propriedades adstringentes,
antidiarréicas, antiinflamatoria, cicatrizantes, depurativas, diuréticas e febrifugas. Na
medicina popular, todas as partes da planta tém sido descritas para o tratamento de
diversas patologias, devido a composicdo quimica de seus 6leos essenciais atribui-se
atividade antimicrobiana sobre bactérias gram positivas (BARBOSA et al., 2007;
COSTA et al., 2010; DEGASPARI et al., 2005; EL-MASSRY et al., 2009; LIMA et al.,
2006; MEDEIROS et al., 2007).

Seu 0leo essencial possui atividade antimicrobiana devido a presenca de diversos
compostos quimicos, como alcodis, cetonas, acidos, monoterpenos, sesquiterpenos e
triterpenos, presentes no caule, folhas e frutos (COLE, 2008; FENG & ZHENG, 2007;
LIMA et al., 2006), que ja foi demonstrada, in vitro, contra diversos microorganismos
(Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus entre outros) e varias espécies de fungos (BARBOSA et al., 2007; CARVALHO
et al, 2013; DEGASPARI et al., 2005; IBRAHIMet al., 2010; MEDEIROS et al.,2007;

NUNES JR et al.,2006; SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2010).
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As plantas medicinais podem ser tdo eficazes quanto os farmacos produzidos por
sintese quimica, tornando foco de intensos estudos em termos de validacéo de seus usos
tradicionais (OYARZABAL et al., 2011), com isso 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o
rendimento e a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas e dos frutos de

Schinus terebinthifolius Raddi em dois estadios fenoldgicos diferentes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo e secagem da planta

As amostras de frutos verdes e maduros, e de folhas de Schinus terebinthifolius
Raddi foram colhidas manualmente, em dois periodos distintos, antes e durante a
maturacdo dos frutos (maio e julho de 2012). Os frutos foram coletados em pontos
aleatdrios da planta, na copa e nas laterais das arvores. A coleta foi realizada sempre no
periodo da manhd antes das 10 horas. Os frutos verdes foram coletados no més de maio,
enquanto os frutos maduros foram coletados em julho. O material vegetal foi coletado de
arvores, localizadas no Campus Universitario Capao do Ledo, da Universidade Federal de
Pelotas, municipio Capédo do Ledo, Rio Grande do Sul, em um raio de 1Km a partir das
referéncias geograficas 31°48° S 52°24° O, altitude 17m. As amostras coletadas foram
encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia (DVP/FV/UFPel) para realizacdo da
separacdo manual dos galhos e talos, restando apenas as folhas e os frutos. As amostras
das folhas e frutos foram secas em telas de secagem, em local seco e a sombra, protegido
de insetos e outros animais, até atingirem a umidade de aproximadamente 13%.

A identificacdo botanica e as exsicatas foram depositadas no herbario do Instituto
de Botanica da Universidade Federal de Pelotas e identificadas, aroeira (Schinus

terebinthifolius Raddi. - Voucher n° PEL 25.131).
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2.2. Determinacdo da umidade

A determinacdo da umidade foi realizada depois da secagem, conforme
metodologia descrita em pela Asae Standards (ASAE, 2000) para forrageiras e similares
(plantas ou folhas), com adaptagOes. Foram utilizadas 2g de amostra, colocando em
cadinhos de porcelana, previamente tarados, os quais foram secos em estufa com
circulacédo forcada de ar em temperatura de 103+2 °C, onde permaneciam por 24 horas,
sendo realizadas trés repeticdes. ApOs esse periodo, os cadinhos foram retirados e
mantidos em dessecador até atingirem a temperatura ambiente. A percentagem (%) de
matéria seca (MS) a 103+2 °C foi obtida através da Equacédo 1, onde: Pa refere-se ao peso
da amostra, Pu € 0 peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacgéo, Ps € 0 peso
do cadinho contendo a amostra apds a dessecagdo. A percentagem de materia seca das
amostras foi obtida a partir da média de triplicatas conforme Equacédo 1:

Equacao 1: MS(%) = (Pu —Ps) x 100/Pa

2.3. Extracgdo, separacao, quantificacéo e armazenamento do 6leo essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada em triplicata, pelo método de
hidrodestilacdo, usando-se aparelho Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo,
com capacidade de 2L, junto ao Laboratdrio de Analises fisico-quimicas, no Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel. Foram utilizados
separadamente, folhas e frutos maduros e verdes de aroeira, ambos triturados. No baldo
foram colocadas 20g de amostra juntamente com 1L de agua destilada. O tempo de
extracdo foi de 180 min, contados a partir do momento da ebulicdo, conforme
determinado pela Farmacopéia Brasileira (1988).

O dleo essencial foi extraido da fase aquosa usando diclorometano (3x de 30 mL)

como solvente extrator. A fracdo orgénica obtida foi tratada com sulfato de magneésio
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anidro em excesso, para retirada total da &gua. Apds, a solucéo foi filtrada e, em seguida,
concentrada em evaporador rotativo a 40 °C até atingir quantidade suficiente para
possibilitar a transferéncia para um frasco de 10 mL, sendo este colocado em
banho-maria a temperatura de 40 °C, até atingir massa constante (BARBOSA et al.,
2006).

A quantificacdo do 6leo essencial foi realizada através de pesagens em balanca
analitica com precisdo de 0,0001 g. Apds a quantificacdo, os recipientes com éleo
essencial foram vedados com parafilme, envoltos em papel aluminio e armazenados em
freezer, para posteriormente serem analisados.

No momento do uso, os Oleos essenciais foram previamente diluidos a uma
concentracdo de 5% para as bactérias Gram positivas e 20% para as Gram negativas, em

agua destilada estéril com Tween a 1%.

2.4. Microorganismos

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Staphylococcus sp. e Streptococcus agalactiae, amostras isoladas de leite do Laboratério

de Doencas Infecciosas da UFPel.

2.5. Avaliacdo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do 6leo essencial foi determinada pela técnica de
microdiluicdo serial em placas de 96 orificios em triplicata, a fim de ser determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os indculos foram preparados a uma
concentracéo de 10(°~¢) UFC/mL em meio BHI 2x, para os testes com o dleo essencial, 0

BHI foi preparado com agua destilada estéril com 1% de tween. A montagem da placa
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seguiu como descrita pelo documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para fitoterapicos.
Os testes foram realizados em triplicata. Apos a incubagdo das microplacas por 48h a
37°C, em estufa com agitacdo a 75 rpm para 6leo essencial, transferidas aliquotas de 5uL
de cada orificio para Agar sangue desfibrinado de ovino a 5% e incubadas & 37°C por
mais 24 horas. ApOs a leitura dos crescimentos, a interpretacdo dos resultados foi
realizada pela média geométrica das Concentracfes Bactericidas Minimas entendendo
esta como, a menor concentracdo de extrato da planta, EHA ou OE, capaz de inibir o

crescimento bacteriano a partir das aliquotas transferidas para o Agar sangue.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao de umidade
Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados para a umidade das diferentes partes
da planta de Aroeira.

Tabela 1. Umidade de diferentes partes das plantas de Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi)

submetidas a secagem em temperatura ambiente.

Parte da Planta Umidade (%b.u.)*
Folha Verde 13,15
Folha Madura 13,51
Fruto Verde 11,40
Fruto Maduro 15,74

*Médias de 3 determinacdes.

Neste estudo observaram-se os valores de 13,15% de teor de umidade para folha
verde que ndo diferenciou muito do valor para a folha madura, na qual o teor de umidade
foi de 13,51%. Ja o fruto verde apresentou o0 menor teor de umidade (11,4%), quando
comparado com o teor de umidade do fruto maduro que foi de 15,74%. Diferenciando dos

estudos de Totti e Medeiros (2006) e Dourados (2012), sobre o teor de umidade de frutos
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verdes e maduros da aroeira, na qual verificaram valores de teor de umidade para os
frutos verdes de 65,4% e frutos maduros de 55,6%, e frutos verdes 70,40% e frutos
maduros 34,05% respectivamente, sendo que o valor encontrado do teor de umidade
neste estudo foi menor devido a utilizacdo de folhas e frutos depois de submetidos a
secagem e ndo plantas frescas, sem secagem, como nos estudos anterioriores.

Degéspari et al.(2004), citam valores de umidade para frutos maduros antes da
secagem, de 39%, valores semelhantes ao encontado no estudo de Dourados (2012). E
importante destacar que este menor teor de umidade encontrado nas folhas e frutos em
relacdo aos demais estudos, se deve ao fato de que, a metodologia utilizada foi com
plantas previamentes secas.

Em seu experimento com outra especie de aroeira (Myracrodruon urundeuva
Allemao) Paiva et al (2011) observou o teor de umidade das folhas frescas com valor de
53,16%, enquanto que para o teste de folhas secas encontrou valores de umidade de

12% confirmando os valores encontrados neste estudo.

3.2. Rendimento do 6leo essencial
Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados do rendimento do 6leo essencial das
diferentes partes da planta de aroeira.

Tabela 2. Rendimento (%b.s.) de Gleo essencial das diferentes partes das plantas de Aroeira

(Schinus terebinthifolius Raddi.).

Parte da Planta Teor de 6leo essencial (%b.s.)*
Folha Verde 0,52
Folha Madura 0,57
Fruto Verde 4,09
Fruto Maduro 5,85

*Médias de 3 extraces.
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O resultado obtido neste estudo revela que a maior porcentagem de teor de 6leo
essencial foi no fruto maduro, com valor de 5,85% e a parte da planta que obteve o0 menor
valor foi na folha verde com valor de 0,52%. Este valor também se assemelha com o
encontrado por Silva et al. (2005) em seu estudo com aroeira fruto maduro, na qual
demonstrou 5,09% de teor de 6leo. Em outro estudo Oliveira et al.(2014) analisando 0s
rendimentos obtidos durante a extracdo dos 6leos essenciais de aroeira, observou que 0s
frutos de aroeira continham quantidades significativamente maiores de 6leo essencial do
que as folhas dessa planta. Diferenca também observada por Barbosa et al., (2007),
quando extrairam Oleo de folhas e frutos de aroeira, reportando valores de 0,44% e
4,65%, respectivamente. Segundo Bertoldi (2006) o teor médio de 6leos essenciais
extraidos de frutos secos da aroeira € de 7%. Pode-se concluir que o teor de Oleos
essenciais sofre grandes variacdes, dependendo da parte utilizada da planta.

Esses valores superiores de 0leo essencial nos frutos de aroeira eram esperados
em funcgéo destas, serem Orgdos de reserva da planta e por apresentarem estrutura celular
adaptada para o acumulo de nutrientes e solutos que séo utilizados no desenvolvimento
do embrido quando este inicia 0 processo de germinacdo. E estudos confirmam que os
Oleos essenciais podem ser produzidos por diversas estruturas existentes nos diversos
orgaos da planta apresentando rendimento, composicao quimica, caracteristicas fisicas e
quimicas distintas (SIMOES & SPITZER, 2003). Outro fator preponderante é o calor,
pressdo e tempo utilizado no ato da extracdo que podem interferir na qualidade final do
6leo essencial, por sensiveis moléculas, em sua maioria terpenos, podem ser quebradas e
oxidadas em produtos de menor eficacia, ou as vezes até toxicos (BERTOLDI, 2006).

A pesquisa feita por Santos et al. (2006) avaliando o tempo e as diferentes partes
da planta na extracao do 0leo essencial da aroeira (frutos, folhas, e flores frescas) através

da hidrodestilacdo utilizando o Clevenger, por 1 hora, demonstrou que o teor médio
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encontrado ficou entre 0,15% e 0,17%. Diferenciando do encontrado por Dourados
(2012) que obteve valor de 1,83% para frutos maduros com a extracao da planta fresca. O
presente estudo revelou um teor de 6leo essencial acima do obtido pelos outros autores
citados, demonstrando que existe diferenca no rendimento do 6leo quando se utiliza a
planta fresca ou previamente seca. Paiva (2011) em seu teste com o rendimento do 6leo
essencial com outra espécie de aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemao) sobre o
rendimento do oleo essencial para folhas secas e frescas obteve valor de rendimento de
0,55% para a extracao a partir de folhas secas e de 0,44% a partir de folhas frescas, ndo
apresentando diferenca estatistica significativa. Deve levar em consideracdo a espécie
estudada, local de coleta (ecotipos) e variabilidade genética das plantas, que estdo
intimamente relacionadas com a qualidade dos dleos essenciais, sendo expressa atraves
de quimiotipos (ROVEDA et al., 2010).

O baixo rendimento do teor de 6leo essencial obtido das folhas de aroeira (0,52%
folha verde e 0,57% folha madura) inviabiliza a sua utilizacdo quando comparado a
quantidade de teor de 0leo essencial obtido nos frutos (fruto verde 4,09% e fruto maduro
5,85%), também observado Barbosa et al., (2007), que obteve valores de 0,44% e 4,65%

para folhas e frutos da aroeira, respectivamente.

3.3. Atividade antimicrobiana

Os resultados referentes as porcentagens das Concentracdes Inibitorias Minimas
(CIM) dos 0leos essenciais das folhas e dos frutos extraidos de Schinus terebinthifolius
Raddi frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus sp,
Streptococcus agalactiae, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Escherichia coli ATCC,

estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Valores das Concentrac@es Inibitérias Minimas dos dleos da folha verde, folha madura,
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fruto verde e fruto maduro de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) frente as bactérias.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - %

OEs Folha Verde Folha Madura Fruto Verde Fruto
Maduro

Bactérias

Staphylococcus aureus ATCC 31 79 31 8
Staphylococcus sp. 6 100 25 16
Streptococcus agalactiae 31 100 100 31
Pseudomonas aeruginosa ATCC 100 100 100 100
Escherichia coli ATCC 100 100 100 100

OEs- Oleos Essenciais

Analisando a tabela 3 sobre os resultados obtidos dos 0leos essenciais da aroeira
que mostra as Concentracdes Inibitérias Minimas das folhas e frutos (verdes e maduros)
em relacdo as bactérias testadas, notamos que o 6leo que apresentou 0s menores valores
de CIM em relacdo as bactérias Gram positivas, foi o0 OEs da folha verde e do fruto
maduro, para as bactérias Staphylococcus sp. 6%, e Staphylococcus aureus ATCC 8%
respectivamente, sendo que o menor valor de CIM encontrado foi da folha verde. Para a
maioria dessas bactérias 0 OE do fruto maduro obteve os melhores resultados. Quando
avaliamos os OE das folhas verdes e frutos maduros, podemos observar gue foi eficiente
em quase todas as bactérias Gram positivas. Os quatro OEs nao tiveram a¢do bactericida
com a concentracao testada, contra as bactérias Gram negativas, bem como o OE da folha
madura que ndo inibiu o crescimento das bactérias Gram positivas e Gram negativas, na
concentracdo que foi testada. Concordando com os estudos feitos por Faccin (2013) que
avaliando os OEs, de folhas e frutos de aroeira em ambos os estadios de frutificacdo nao
obtiveram acdo antibacteriana nas concentragcdes testadas contra as bactérias Gram
negativas. Pinho et al.(2012) testando o potencial antimicrobiano dos extratos de aroeira,

barbatimé&o e erva-baleeira, conseguiram inibir o crescimento de S. aureus, mas ndo foi



311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

86

detectada atividade frente a cepas de E. coli, o que pode estar relacionado a menor
susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a extratos vegetais ou pode ser devida a
lipopolissacarideos da membrana externa destas bactérias que os tornam inerentemente
resistente a agentes externos, tais como corantes hidrofilicos, antibioticos, e detergentes
(EI-MASSRY et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2004).

Pesquisas revelam resultados satisfatérios do dleo essencial da aroeira, como de
Valentini (2014) que testou extrato dos frutos e folhas frente as bactérias Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e frente a
levedura Candida albicans ambos apresentaram boa atividade antimicrobiana no teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Ao analisar o extrato da folha de aroeira,
destaca-se uma boa atividade antimicrobiana frente a todos os microrganismos com
excecdo do S. aureus. Ja Silva et al. (2010) buscando testar o 6leo essencial das folhas de
aroeira frente a Staphylococcus spp., pelo mesmo método utilizado neste trabalho,
avaliou a citotoxidade em animais de laboratdrio através da administracao intraperitonial
do oleo essencial e seguinte avaliacdo histologica, concluindo que o extrato possui
potente acdo antimicrobiana e sem evidéncias de toxicidade.

Lima et al. (2004), avaliaram o Oleo de aroeira frente as bactérias S.aureus, S.
epidermidis, B. cereus e P. aeruginosa, e verificaram que todas mostraram sensibilidade
a esse 0Oleo essencial. Diferenciando do presente estudo que ndo inibiu P. aeruginosa.

Dourado (2012) em seu estudo demostrou que a aroeira promoveu inibicdo no
crescimento da bactérian S. aureus apresentando maior sensibilidade. Santos (2007) e
Alcantara et al. (2006), estudando o extrato da casca de pimenta rosa, também
demonstraram o seu efeito inibitorio sobre S. aureus.

As variacOes referentes a determinacdo da CIM dos 6leos essenciais de aroeira

podem ser atribuidas a diferentes fatores, como a técnica aplicada, 0 microrganismo e a
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cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os extratos foram
preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada

(OSTROSKY et al., 2008).

4. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo reforcam a idéia que existem diferencas no
rendimento dos 6leos em relacdo as diferentes partes da planta, os frutos de aroeira
apresentam quantidades superiores de éleo essencial quando comparadas com as folhas.
A avaliacéo da atividade antimicrobiana da planta Schinus terebinthifolius Raddi, quando
testada com os microorganismos relatados permitiram concluir que se obtiveram
resultados promissores com os 6leos essenciais da folha verde e do fruto maduro contra as
cepas Gram positivas. Diante do potencial apresentado pelos 6leos essenciais da aroeira €
relevante uma melhor investigacdo, a fim de se conhecer com detalhes as caracteristicas
dessa especie vegetal que pode constituir-se numa alternativa sustentavel, viavel e
acessivel para tratamento antimicrobiano.
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RESUMO

Varios compostos sdo formados nas folhas, flores ou frutos e em seguida, se acumulam
em Orgdos especificos de Tagetes spp. sob a forma de dleos essencial que possuem
propriedades antimicrobianas. Tagetes minuta L. € uma planta aromética nativa da
Ameérica do Sul, popularmente denominada chinchilho. T. minuta tem propriedades
atribuidas como antimicrobiana, insecticida, acaricida, antiviral. Com isso o objetivo
deste trabalho foi avaliar a o rendimento e atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
diferentes partes da planta de Tagetes minuta L. A extragéo do 0leo essencial foi realizada
em triplicata, pelo método de hidrodestilacdo, usando-se aparelho Clevenger. Para a
avaliagdo da atividade antimicrobiana o trabalho foi realizado pela técnica de
microdiluicdo serial em placas, a fim de ser determinada a concentracgéo inibitoria minima
(CIM), utilizando oleos de diferentes partes da planta (folhas, flor, caule e semente)
contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. O resultado obtido revela que a maior
porcentagem de teor de 6leo essencial foi na folha, com valor de 1,11% e na flor com o
valor de 0,68% e a parte da planta que obtiveram os menores valores no teor de 6leo
essencial foram no caule com valor de 0,10% e na semente com o valor de 0,27%. Os
Oleos essenciais que apresentaram os menores valores de CIM em relacdo as bactérias
Gram negativas foi as partes da folha e da flor com valores para a bactéria Escherichia
coli ATCC de 20%. Para as bactérias Gram positivas o 0leo essencial que revelou melhor
resultado foi o da semente sobre a cepa de Staphylococcus aureus ATCC, valor de CIM
de 25%. O 6leo essencial que ndo apresentou acao bactericida com a concentracao testada

contra as bactérias Gram positivas e Gram negativas foi o preparado com o caule, bem



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

98

como 0 Oleo essencial da semente que ndo inibiu o crescimento das bactérias Gram
negativas. Diante do potencial apresentado pelos éleos essenciais do chinchilho sugere-se
a continuidade das pesquisas com o intuito de determinar as melhores condi¢fes para
obtencéo de 6leos essenciais e eficacia das propriedades antimicrobianas.

Palavras-chave: Chinchilho, rendimento, antimicrobianao, 6leo essencial

ABSTRACT

Many compounds are formed in the leaves, flowers or fruits, and then accumulate in
specific organs Tagetes spp. in the form of essential oils that have antimicrobial
properties. Tagetes minuta L. aromatic plant is a native of South America, popularly
called Chinchilho. T. draft has assigned properties such as antimicrobial, insecticide,
acaricide, antiviral. Therefore, the objective of this study was to evaluate the performance
and antimicrobial activity of essential oil from different parts of the plant Tagetes minuta
L. The essential oil extraction was performed in triplicate by hydrodistillation method
using Clevenger apparatus. To evaluate the antimicrobial activity the work was done by
micro serial plating technique, in order to be determined the minimum inhibitory
concentration (MIC) using oils from different parts of the plant (leaves, flower, stem and
seed) against bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus and Staphylococcus sp. The result obtained shows that
the highest percentage of essential oil content was on the sheet, with a value of 1.11% and
in bloom with the value of 0.68% and the part of the plant that had the lowest values in the
essential oil content were the stem with a value of 0.10% and the seed with the value of
0.27%. The essential oils showed the lowest MIC values in relation to Gram negative
bacteria were the parts of the leaf and flower with values for the bacterium Escherichia

coli ATCC 20%. For Gram-positive bacteria essential oil which showed the best results
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on the seed strain of Staphylococcus aureus ATCC MIC 25%. The essential oil which had
no bactericidal activity at the concentration tested against Gram positive and Gram
negative bacteria has the stem, as well as the essential oil of the seed did not inhibit the
growth of Gram negative bacteria. Given the potential presented by the essential oils of
Chinchilho suggest the continuity of research in order to determine the best conditions for
obtaining essential oils and effectiveness of antimicrobial properties.

Keywords: Chinchilho, income, antimicrobianao, essential oil

1. INTRODUCAO

Atualmente, as pesquisas realizadas com plantas confirmam a acdo medicinal de
muitas espécieis tradicionalmente usadas, 0 que traz aos pesquisadores a conviccao de
gue ha muito a aprender com os costumes populares (DEVIENNE et al., 2004).

As plantas tém sido utilizadas como medicina natural pelas populacdes locais no
mundo inteiro, para o tratamento das mais variadas doencas (DUARTE et al., 2005;
SARTORATTO et al., 2004).

Os 06leos essenciais sdo produtos naturais, volateis e complexos, podendo ser
utilizados para prevenir e tratar doencas, além de ser utilizados por suas propriedades
biologicas como a acdo antibacteriana, antiviral e antioxidante entre outros (BAKKALI
et al., 2008; KNAAK; FIUZA, 2010; YE, 2009). Varios compostos sdo formados nas
folhas, flores ou frutos e em seguida, se acumulam em 6rgdos especificos de Tagetes spp.
sob a forma de 6leos essencial que possuem propriedades antimicrobianas (GARCIA et
al., 2009; GREEN et al., 1991). Devido a sua importancia, ampla distribuicdo e grande
capacidade adaptativa, as plantas da familia Asteraceae sdo extensivamente estudadas
guanto a sua composicdo quimica e atividade biolégica (VERDI; BRIGHENTE;

PIZZOLATTI, 2005).
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Tagetes minuta L. € uma planta aromatica nativa da América do Sul, é comum as
seguintes espécies da familia das Compostas (Asteraceae): T. erecta, T. patula e T.
minuta, sendo todas originarias de espécies selvagens do México e introduzidas no Brasil
ha muitos anos, onde se aclimataram perfeitamente, tornando-se até subespontaneas
mesmo nas mais longinquas povoacBes, conhecida popularmente como chinchilho,
vara-de-rojdo, rabo-de-foguete, cravo-de-defunto, cravo-de-urubu (LORENZI et al.,
2008). Suas folhas sdo compostas, de coloracdo verde escura, produzindo contraste
acentuado com as flores. As flores sdo reunidas em capitulos dobrados, de coloracdo
amarelo a alaranjado, em diferentes tonalidades e apresentam cheiro forte caracteristico.
O florescimento ocorre na primavera e verdo. A planta reproduzida por semente apresenta
ciclo de 120-150 dias (ARAUJO, 2006; GUTIERREZ et al ., 2006; MOYO et al,.2009).

A espécie é rica em Oleos essenciais amplamente utilizados na industria de
produtos cosméticos, perfumes, agentes aromatizantes e medicamentos (BATISH et al.,
2007; HAMAYUN et al., 2006; OSMAN et al., 2008). T. minuta tem propriedades
atribuidas como antimicrobiana (ARENAS et al. 2004; OYEDEMI, et al., 2008;
SCHUCH et al.,, 2008; ROMAGNOLI et al. 2005; TERESCHUK et al., 2005),
insecticida e acaricida (ANDREOTTI et al, 2013; CESTARI et al. 2004; EGUARAS et
al. 2005; IRERI et al., 2010; LOPEZ et al, 2011; LOVATTO, 2012; MOYO et al,.2009;
RICHTER, 2011; TOMOVA et al, 2005), antiviral (GHAEMI et al, 2010), bem como,
acdo alelopatica sobre outras plantas (SCRIVANTI et al., 2003).

A composicdo do 0Oleo essencial de T. minuta pode variar de acordo a parte da
planta e a sua fase de crescimento, do ponto de vista fitoquimico, T. minuta é rica
a-terpineol, (Z) -p-ocimeno, dihydrotagetone, (E) -ocimenone, (Z) -tagetone, e (2)

—ocimenone (CHAMORRO et al., 2008; MOGHADDAM et al. 2007).
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Apesar da composicdo quimica e amplitude de efeitos conferidos a espécie T.
minuta, sendo facilmente encontrada no Brasil, ainda sédo escassos os trabalhos de
investigacdo sobre a acdo bioldgica da espécie e de seus extratos, com isso 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a o rendimento e atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
diferentes partes da planta de Tagetes minuta L.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e secagem da planta

As amostras da Tagetes minuta L. foram colhidas manualmente, no més de junho
de 2012. A coleta foi realizada no periodo da manhd antes das 10 horas. O material
vegetal foi coletado das plantas, localizadas na Embrapa Clima Temperado — Estacao
Experimental Cascata, Pelotas, RS, com referéncias geograficas 31°37°S e 52°31°W.
Apos a coleta as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Bacteriologia
(DVP/FV/IUFPel) para realizacdo da separacdo manual das folhas, flores, sementes e
caule. As amostras foram secas em telas de secagem em local seco e a sombra, sendo
secas até a umidade de aproximadamente 13% para as flores, folhas e caule e 30% para as
sementes, durante o tempo aproximado de 10 e 15 dias. A identificacdo boténica e as
exsicatas foram depositadas no herbario do Instituto de Botéanica da Universidade Federal
de Pelotas e identificadas, chinchilho (Tagetes minuta Linnaeus. - Voucher n° PEL

24659).

2.2. Determinacdo da umidade
A determinacdo da umidade foi realizada depois da secagem, conforme
metodologia descrita em pela Asae Standards (ASAE, 2000) para forrageiras e similares

(plantas ou folhas), com adaptagdes. Foram utilizadas 2g de amostra, colocando em
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cadinhos de porcelana, previamente tarados, os quais foram secos em estufa com
circulacédo forcada de ar em temperatura de 103+2 °C, onde permaneciam por 24 horas,
sendo realizadas trés repeticdes. ApoOs esse periodo, os cadinhos foram retirados e
mantidos em dessecador até atingirem a temperatura ambiente. A percentagem (%) de
matéria seca (MS) a 103+2 °C foi obtida através da Equacédo 1, onde: Pa refere-se ao peso
da amostra, Pu é o peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacao, Ps é 0 peso
do cadinho contendo a amostra ap6s a dessecacdo. A percentagem de matéria seca das
amostras foi obtida a partir da média de triplicatas conforme Equacéo 1:

Equacgéo 1: MS(%) = (Pu —Ps) x 100/Pa

2.3. Extracgao, separacao, quantificacéo e armazenamento do 6leo essencial

A extragdo do Oleo essencial foi realizada em triplicata, pelo método de
hidrodestilacdo, usando-se aparelho Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo,
com capacidade de 2 L, junto ao Laboratdrio de Produtos Naturais no Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel. Foram utilizadas separadamente,
folhas, flores, sementes e caule do chinchilho, ambos triturados, sendo o material pesado.
No baldo foram colocadas 20g de amostra juntamente com 1L de agua destilada. O tempo
de extracdo foi de 180 min, contados a partir do momento da ebulicdo, conforme
determinado pela Farmacopéia Brasileira (1988).

O dleo essencial foi extraido da fase aquosa usando diclorometano (3x de 30 mL)
como solvente extrator. A fracdo organica obtida foi tratada com sulfato de magnésio
anidro em excesso, para retirada total da agua. Apds, a solucdo foi filtrada e, em seguida,
concentrada em evaporador rotativo a 40 °C até atingir quantidade suficiente para
possibilitar a transferéncia para um frasco de 10 mL, sendo este colocado em

banho-maria a temperatura de 40 °C, até atingir massa constante.
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A quantificacdo do 6leo essencial foi realizada atraves de pesagens em balanca
analitica com precisdo de 0,0001 g. Apds a quantificacdo, os recipientes com 0leo
essencial foram vedados com parafilme, envoltos em papel aluminio e armazenados em
freezer, para posteriormente serem analisados.

No momento do uso, os OEs foram previamente diluidos a uma concentracéo de
5% para as bactérias Gram positivas e 20% para as Gram negativas, em agua destilada
estéril com Tween a 1%. Os valores de concentracdo do 6leos foram pré-estabelecidos
por testes anteriores.

2.4. Microorganismos

Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600),
Staphylococcus sp. e Streptococcus agalactiae, amostras isoladas de leite do Laboratorio

de Doencas Infecciosas da UFPel.

2.5. Avaliacéo da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi determinada pela técnica de
microdiluicdo serial em placas de 96 orificios em triplicata, a fim de ser determinada a
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os indculos foram preparados a uma
concentracéo de 10(°~¢) UFC/mL em meio BHI 2x, para os testes com o dleo essencial, 0
BHI foi preparado com agua destilada estéril com 1% de tween. A montagem da placa
seguiu como descrita pelo documento CLSI M7-A6 (2005) adaptado para fitoterapicos.
Os testes foram realizados em triplicata. Apds a incubacdo das microplacas por 48h a
37°C, em estufa com agitagdo a 75 rpm para 0leo essencial, transferidas aliquotas de 5uL
de cada orificio para Agar sangue desfibrinado de ovino a 5% e incubadas a 37°C por

mais 24 horas. ApoOs a leitura dos crescimentos, a interpretagdo dos resultados foi
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realizada pela média geométrica das Concentracbes Bactericidas Minimas entendendo
esta como, a menor concentracdo de extrato da planta, EHA ou OE, capaz de inibir o

crescimento bacteriano a partir das aliquotas transferidas para o Agar sangue.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao de umidade
Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados para a umidade das diferentes partes
da planta do Chinchilho.

Tabela 1. Umidade de diferentes partes das plantas de Chinchilho (Tagetes minuta L) submetidas

a secagem em temperatura ambiente.

Parte da Planta Umidade (%b.u.)*
Folha 12,87
Caule 12,81
Flor 12,77
Semente 30,34

*Médias de 3 determinacdes.

Neste estudo observou que, os valores do teor de umidade da folha, caule e flor
ndo diferenciaram muito, 12,87%, 12,81%, 12,77%, respectivamente. Ja o valor para o
teor de umidade das sementes teve um aumento consideravel de 30,34%. Em seus estudos
Haro (2014)
com a espécie Tagetes erecta L.encontrou os maiores teores de umidade nas folhas de 60
dias (30,12%) e a menor nas folhas de 120 dias (19,45%). O mesmo ocorreu com as flores
de 60 dias que obtiveram maior teor de umidade (29,57%), enquanto as flores de 120
apresentaram a menor porcentagem (21,8 %). Sendo superiores ao encontrado neste

estudo, podendo haver diferengas devido serem de espécies diferentes, mesmo sendo da
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mesma familia. Essa variacdo na umidade estd dentro da faixa de reducdo de massa

considerada aceitavel, a qual deve variar de 10 a 75% (SARTORIO et al., 2000).

3.2. Rendimento do 6leo essencial

Na Tabela 2 séo apresentados os resultados do rendimento do 6leo essencial das

diferentes partes da planta do chinchilho.

Tabela 2. Rendimento (%b.s.) de 6leo essencial das diferentes partes das plantas de Chinchilho

(Tagetes minuta L.) submetidas a secagem em temperatura ambiente

Parte da Planta Teor de 6leo essencial (%b.s.)*
Folha 1,11
Caule 0,10
Flor 0,68
Semente 0,27

*Médias de 3 extracdes.

O resultado obtido neste estudo revela que a maior porcentagem de teor de 0Oleo
essencial foi na folha, com valor de 1,11% e na flor com o valor de 0,68%. As partes da
planta que obtiveram os menores valores no teor de 6leo essencial foram no caule com
valor de 0,10% e na semente com o valor de 0,27%, sendo estes desaconselhaveis para a
obtencdo do 0leo essencial desta planta. Esse processo pode ocorrer ao grupo Asteraceae,
no qual sdo relatados acréscimos nos teores de 6leo até o momento da floracdo plena e
decréscimos quando as flores estdo com suas sementes formadas e entrando em estado de
senescéncia (FRANZ; NOVAK, 2010).

Em seu estudo Haro (2014) com a espécie T. erecta L obteve 0 maior rendimento
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de 6leos volateis nas flores com 1,05mg 6leo/g matéria seca e menor rendimento nas
folhas com 0,70mg 6leo/g matéria seca, resultados semelhantes aos descritos por Worku
e Bertoldi (1996) em Tagetes minuta L., 0s quais registraram maiores rendimentos de
6leos volateis em plantas durante sua floragdo e com sementes ainda imaturas.

Oliveira et al.(2013) em seu estudo , empregando a mesma metodologia descrita
neste estudo, com a espécie T. minuta, utilizando plantas frescas, obteve o rendimento
médio do 6leo essencial das inflorescéncias superior ao rendimento do dleo essencial das
folhas. O rendimento de 6leo essencial para as inflorescéncias frescas da espécie, em
comparagdo com as folhas, apresentando-se em torno de 0,92%, sendo que as folhas
apresentam um rendimento de 0,26%. Discordando do que foi observado neste estudo, na
qual o maior rendimento de 6leo essencial ocorreu na folhas 1,11% e o rendimento das
folhas superou o descrito pelo autor que foi de 0,68%. Este comportamento pode estar
relacionado a diferente localizacéo histologica das estruturas secretoras nos orgaos de T.
minuta ou a diferenca nos constituintes de cada o0rgdo vegetal. Apesar das diferencas
obtidas nas quantidades de Oleos entre as diferentes partes da planta, a escolha da época
de colheita para a extracdo deve ser feita de acordo com a finalidade do uso,
independentemente de seu rendimento, devido a possiveis variagdes na composicdo dos
Oleos essenciais e, consequentemente, em sua atividade biologica (ANGIONI et al., 2006;

MASOTTI et al., 2003).

3.3. Atividade antimicrobiana

Os resultados referentes as porcentagens das Concentracdes Inibitorias Minimas
(CIM) dos 6leos essenciais das diferentes partes da planta extraidos de Tagetes minuta L.
frente as bactérias Staphylococcus aureus ATCC, Staphylococcus sp, Streptococcus

agalactiae, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Escherichia coli ATCC, estdo descritos na
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tabela abaixo.

Tabela 3. Valores das Concentragdes Inibitorias Minimas dos 6leos da folha, flor, caule e semente

de Tagetes minuta Linnaeus (Chinchilho) frente as bactérias.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - %

OEs Folha Flor Caule Semente
Bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 100 40 79 25
Staphylococcus sp. 100 50 100 63
Streptococcus agalactiae 40 100 100 100
Pseudomonas aeruginosa ATCC 50 31 100 100
Escherichia coli ATCC 20 20 100 100

OEs- Oleos Essenciais

Analisando a tabela 3 sobre os resultados obtidos dos Oleos essenciais do
chinchilho que mostra as Concentra¢des Inibitérias Minimas da folha, flor, caule e
semente em relacdo as bactérias testadas, observamos que o OEs que apresentou 0s
menores valores de CIM foi as partes da folha e da flor em relagcdo as bactérias Gram
negativas, com valores para a bactéria Escherichia coli ATCC de 20%. Em sua pesquisa
feita sobre a atividade de inibicdo bacteriana (IINIB) através de testes de diluicdo de
extratos aquoso ou alcodlico Wiest et al. (2009) testou T. minuta frente as cepas de E. coli
ATCC em doses-desafio < 108 UFC.mL-1, que revelou acdo antibacteriana desta planta.
Em outro estudo Lambrecht et al, (2013) testando o Oleo essencial e extrato
hidroalcdolico de T. minuta sobre a atividade antibacteriana observou eficiéncia contra a
E.coli ATCC como o valores de CIM de 5% mas o extrato hidroalcéolico se mostrou
resistente para essa bactéria. Concordando com estudo de Souza et al. (2000) em que E.
coli demonstrou-se praticamente resistente a atividade antimicrobiana do decocto desta

espécie. A acdo antibacteriana do 6leo de T. minuta ja havia sido comprovada sobre
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bactérias como P.aeruginosa e E.coli (OYEDEMI et al., 2008). No presente estudo OEs
da flor também se mostrou eficiente contra outra bactéria Gram negativa, Pseudomonas
aeruginosa ATCC, com valor de CIM de 31%. Na pesquisa feita por Oyedemi et
al.,(2008), testando o 6leo essencial de T. minuta sobre as cepas L. monocytogenes, B.
cereus, E. coli, P. vulgaris e P. aeruginosa mostrou eficaz tanto contra bactérias Gram
negativas como bactérias Gram positivas (0,5 a 1,0 mg/mL w/v).

Em relacdo as bactérias Gram positivas o OEs que revelou melhor resultado foi o
da semente sobre a cepa de Staphylococcus aureus ATCC, encontrando valor de CIM de
25%, valor este que surpreendeu quando comparado com os demais valores apresentados
das bacterias Gram positivas, 40% o OEs da flor sobre a cepa Staphylococcus aureus
ATCC e 40% o OEs da folha sobre a cepa Streptococcus agalactiae, valores estes
considerados de média acdo antimicrobiana. Discordando dos estudos feitos por Schuch
(2007) que utilizou decoctos (DEC) de chinchilho (Tagetes minuta L.) para avaliar suas
atividades antibacterianas frente a microrganismos causadores de mastite e concluiu que
os decoctos de T. minuta apresentaram os melhores resultados, inclusive atuando frente a
P.aeruginosa, embora em concentragdo mais alta do que frente as outras bactérias
(p<0,05). MOTA et al.,(2011) e Lambrecht et al., (2012), em sua pesquisa concluiu que o
extrato de T. minuta produzido a partir de folhas secas com alcool 70°, inativou ambas as
bactérias testadas, tanto bactérias Gram positivas como Gram negativas.

Vale ressaltar que existem poucos estudos referentes a acdo antimicrobiana desta
espécie, e os que referem alguma acdo normalmente utiliza a planta por inteiro, ndo
havendo a separacdo da mesma. A comparacdo dos resultados dos outros autores
referidos com os do presente trabalho deve ser observada com cuidado, pois as

metodologias e o produto de T.minuta L., utilizados foram diferentes.
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4. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo reforcam a idéia que existem diferencas no
rendimento dos 6leos em relacdo as diferentes partes da planta, o resultado revelou que a
maior porcentagem de teor de Oleo essencial foi na folha de Tagetes minuta L. A
avaliagdo da atividade antimicrobiana do chinchilho, quando testada com os
microorganismos relatados permitiram concluir que desempenhou resultados
promissores 0s OEs da folha e da flor para as cepas Gram negativas, e 0 OEs da semente
demontrou sendo o mais efetivo com as cepas Gram positivas. Diante da escassez de
literatura especifica sobre o estudo das diferentes partes de Tagetes minuta L., sugere-se
a continuidade das pesquisas com o intuito de determinar as melhores condicfes para

obtencdo de Oleos essenciais e eficacia das propriedades antimicrobianas.
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4.5 Artigo 5

Citotoxicidade, fitoquimica e sinergismo dos extratos de Schinus terebinthifolius

Raddi e Tagetes minuta L.

Cytotoxicity, and synergism of phytochemical extracts of Schinus terebinthifolius

Raddi and Tagetes minuta L.
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1 Citotoxicidade, fitoquimica e sinergismo dos extratos de Schinus terebinthifolius

2 Raddi e Tagetes minuta L.
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RESUMO

Atualmente as varias propriedades bioldgicas de plantas medicinais tém sido
confirmadas, sendo que os relatos de acdo antimicrobiana destas aumentam
proporcionalmente ao surgimento de linhagens de bactérias patogénicas resistentes aos
antimicrobianos conhecidos. O interesse por medicamentos a base de produtos naturais
que substituam ou atuem como adjuvante a medicina convencional cresce dentre a
populacdo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotdxicos, a
caraterizacdo fitoquimica e a interacdo de extratos vegetais produzidos com solventes de
diferentes polaridades, com antibidticos comumente utilizados no tratamento de doencas
infecciosas. Os extratos foram analisados quanto a possibilidade de interacdo realizada
com os antimicrobianos Amoxicilina, Ampicilina, Penicilina, Gentamicina e
Tetraciclina. Quanto a fitoquimica, avaliou-se a presenca de compostos fendlicos totais e
antocianinas em todos os extratos e 0s efeitos citotxicos por meio do teste de Vermelho
neutro em células MDBK. As andlises fitoquimicas indicaram diferentes valores de

compostos fendlicos totais e antocianinas. O género Streptococcus apresentou uma maior
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susceptibilidade as interagdes entre antimicrobianos, havendo efeitos sinérgicos frente
aos antibidticos utilizados nas associacfes com 0s extratos. Dos testes referentes a
citotoxicidade das espécies vegetais, apontou o extrato Chinchilho Folha (ECFI) como
menos téxico, com uma viabilidade celular de 96%. Estes resultados possibilitam a
caracterizacdo das espécies vegetais quanto as suas propriedades bioldgicas e seus efeitos
citotoxicos, sendo de relevancia na elaboragdo de novos fitoterapicos e quanto ao seu uso
pela populagéo.

Palavras-chave: plantas medicinais; sinergismo; fitoquimica; citotoxicidade de extratos

vegetais.

ABSTRACT

Currently the various biological properties of medicinal plants have been confirmed, and
the antimicrobial activity of these reports increase proportionally to the emergence of
strains of pathogenic bacteria resistant to the known antibiotics. Interest in drugs based on
natural products that replace or act as adjuvants to conventional medicine grows among
the population. The objective of this study was to evaluate the cytotoxic effects,
phytochemical characterization and the interaction of plant extracts produced with
solvents of different polarities from antibiotics commonly used to treat infectious
diseases. The extracts were analyzed for the ability to interact with the antimicrobial
performed Amoxicillin, Ampicillin, Penicillin, Tetracycline, and Gentamycin. As
phytochemical evaluated for the presence of phenolic compounds and anthocyanins in all
extracts and cytotoxic effects by neutral red assay in MDBK cells. The phytochemical
analysis indicated different values of total phenolics and anthocyanins. The genus
Streptococcus showed a higher susceptibility to antimicrobial interactions, with

synergistic effects compared to the antibiotics used in association with the extracts of the
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tests related to cytotoxicity of plant species, said the Chinchilho leaf extract (ECFI) as less
toxic, with a cell viability 96% .These results allow the characterization of plant species
and their biological properties and their cytotoxic effects, being of importance in the
development of new herbal and for their use by the population.

Keywords: medicinal plants; synergism; phytochemical; cytotoxicity of plant extracts.

INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais sdo utilizados para a producdo de um grande nimero de farmacos.
Apesar do amplo uso dos fitomedicamentos pela populagdo, poucos estudos tém sido
feitos para avaliar a eficacia terapéutica e a toxicidade potencial das preparacfes
fitoterapicas. O uso de preparacdes a base de plantas, ao contrario do senso comum, que
as classifica como sendo naturais e isentas de reacdes adversas, podem apresentar varios
agravos a saude incluindo reaces alérgicas, toxicas, interagdes medicamentosas e efeitos
mutagénicos. O uso indiscriminado e a desinformacdo de plantas medicinais podem
gerar efeitos toxicos que comprometem a saude dos usuérios (PITTLER & ERNEST,
1998).

Devido ao controle cada vez maior e rigoroso em relacdo a experimentacdo com
modelos bioldgicos, desse modo, o uso de modelos experimentais in vitro para o estudo
da resposta inflamatdria e triagens iniciais de produtos farmacoldgicos tem sido
considerado uma alternativa ao uso de animais vivos em pesquisas (WALLUM et al.,
2005; WEI et al., 2014). Os métodos de analise citotoxica in vitro apresentam vantagens
em relacdo aos in vivo tais como a limitacdo do nimero de variaveis experimentais e a
obtencdo de dados significativos de forma mais facil e rapida (ROGERO et al., 2003).

Outro aspecto importante sobre as plantas medicinais é o estudo da acéo
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antimicrobiana para derivados vegetais e a possibilidade de sinergismos com drogas
antimicrobianas convencionais que tem sido freqiente (BETONI, et al., 2006) sendo que
a interacdo sinérgica para associa¢des de antibidticos com extratos de plantas medicinais
sobre linhagens microbiana resistentes pode ser uma nova estratégia para tratamento de
infeccOes, possibilitando o uso de drogas antimicrobianas quando esta de forma isolada
ndo apresentar-se eficaz sobre determinadas linhagens bacterianas.

Estudos de combinagcdo com produtos naturais de plantas e drogas sintéticas sdo
limitadas a poucos relatos, porém os resultados apresentados sdo muitas vezes positivos
(KUMAR, et al., 2009).

O estudo fitoquimico de plantas é realizado a seculos por diversos pesquisadores
em todo o mundo, com a intencdo de purificar substancias e avaliar suas atividades
biologicas afim da obtencdo de novas substancias bioativas para serem incorporadas em
medicamentos que podem ser inovadores. Desta forma, este trabalho tem por objetivo
verificar in vitro interacdes possiveis entre os extratos de Schinus terebinthifolius Raddi e
Tagetes minuta L. com drogas antimicrobianas como amoxicilina, oxacilina,
gentamicina, tetraciclina e penicilina, sobre bactérias da mastite, além da citoxicidade e

estudo fitoquimicos destas plantas.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Nesse trabalho foram utilizadas as seguintes plantas: Tagetes minuta L. e Schinus
terebinthifolius Raddi. As partes utilizadas do chinchilho foram a folha, flor e caule e da
aroeira as folhas e frutos, verdes e maduros. As amostras coletadas foram encaminhadas

para o Laboratério de Bacteriologia (DVP/FV/UFPel) para realizacdo da separacao



102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

121

manual dos galhos e talos. Ambos permaneceram durante quinze dias em telas de
secagem em local seco e a sombra, protegido de insetos e outros animais.
Preparacao dos extratos

Para preparagdo dos extratos as plantas coletadas, foram submetidas ao método
Soxhlet de extracdo, com os seguintes solventes organicos polares e apolares: éter,
acetato de etila, hexano, metanol e cloroférmio, por um periodo de 6 horas consecutivas.
Esses extratos foram subsequentemente concentrados e dessecados por rotaevaporacao, e
os sélidos resultantes foram ressuspendidos em DMSO a 25 %. Os extratos obtidos foram
armazenados em frascos ambar hermeticamente fechados, sob abrigo da luz a uma

temperatura de 4°C.

Interacéo entre extratos e antibidticos

Para a verificacdo de possiveis interacbes entre 0s extratos metandlicos e
antibioticos, utilizou-se uma concentracdo igual a ¥ do valor referente a CIM 90% do
extrato, calculado segundo Reed & Muench (1938), obtida na Macrodilui¢do para cada
grupo bacteriano. Os microrganismos testados foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e
Streptococcus agalactiae, amostras isoladas de leite do Laboratério de Doencas
Infecciosas da UFPel. Foram realizados antibiogramas controle (sem extrato) e
tratamento (com extrato) através da metodologia dos discos, preconizadas por BAUER
et al.,(1966), (CLSI, 2005) e adaptada por Betoni et al. (2006). Os efeitos das interacfes
foram verificados com o0s seguintes antibidticos: Amoxicilina, Ampicilina,

Gentamicina, Penicilina e Tetraciclina.

Apos, as placas foram incubadas (37°C/24h) e os halos de inibicdo obtidos

(milimetros) foram comparados entre 0s ensaios tratamentos e controles, sendo
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classificados como: sinérgicos, indiferentes ou antagbnicos através da analise feita pelo
teste pareado de T, onde p < 0,05 indicava diferenca, com média com sinal positivo
indicando sinergismo ¢ média negativa indicando antagonismo. Nos casos onde p > 0,05
indicou indiferenca (ZAGO et al., 2009).

Os experimentos foram realizados em duplicatas e para a analise estatistica
utilizou-se a média dos valores observados.
Citotoxicidade

Em microplacas de 96 pocos contendo Meio Essencial Minimo (MEM), soro fetal
bovino a 10% (Gibco), enrofloxacina (10mg ml™) e anfotericina B (0,025 pug ml*), foram
preparadas células da linhagem MDBK (Madin-Darby bovine kidney), as quais foram
mantidas a 37°C em uma estufa com 5% de CO..

Apos o tapete celular ter atingido 90% do seu crescimento, 20 ul dos extratos, nas
concentracdes de 1:10 a 1:40 foram adicionadas ao cultivo de células com MEM, onde
permaneceram incubadas por 48 horas adicionais nas mesmas condi¢des. Células ndo
tratadas com os extratos foram mantidas como controle. O ensaio de vermelho neutro
ocorreu apos 48 horas de incubacdo com as diferentes concentracbes dos extratos
vegetais, sendo retirado o meio contendo os extratos e adicionado meio contendo 3.3 mg™
de vermelho neutro. Com incubacdo de 2 horas a 37 °C e 5% de CO,, a solucao foi
removida e as células lavadas com MEM.

A penetracdo do corante nas células foi verificada pela adicdo de 100 uL de
solucdo contendo etanol 50%, &cido acético 1% e agua destilada g.s.p. A placa foi
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos e a leitura das densidades Opticas
realizadas em um espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm.

Foram consideradas concentracdes ndo toxicas aquelas em que foi possivel uma

viabilidade celular maior que 90% quando comparada com o controle de células. A
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percentagem de viabilidade celular foi calculada mediante a equacéo 1.
Equacdo 1: Formula para o calculo de viabilidade celular, sendo At a absorbancia dos
tratados e Ac a absorbancia dos controles.

At 100
Ac '

Estudo Fitoquimico

Conteudo total de compostos fenolicos

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras dos
extratos ocorreu de acordo com Swain e Hillis (1959) com adaptagdes. Em um tubo de
Falcon adicionou-se 4 mL de agua destilada, 250uL de alcool metilico, 100uL do extrato
e 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25M, com agitacdo em vortex e repouso de 3
minutos, em seguida, 500uL de carbonato de s6dio 1M foi adicionado a reacdo por 2h,
sendo realizada a leitura em espesctrofotometro em 725nm (JENWAY 6705 UV/Vis.).

Para a quantificacdo dos compostosfenolicos utilizou-se uma curva padréo
preparada com acido galico, sendo os resultados expressos em mg de acido géalico

100g™de amostra.

Conteudo total de antocianinas
A determinacdo do total de antocianinas foi realizada segundo o método descrito
por Lees & Francis (1972), com algumas adaptacdes. Pesou-se 1g de amostra,
adicionou-se 25 mL de alcool etilico acidificado (pH 1,00) com acido cloridrico e
deixou-se por 1h em repouso, agitando a cada 5 minutos. Apds esse periodo, filtrou-se a
amostra, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e avolumou-se com o etanol
acidificado. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a

520nm, usando alcool etilico acidificado como branco. O calculo da concentracdo de
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antocianinas foi baseado na Lei de Beer e os resultados foram expressos em mg de

cianidina 3-glicosidio 100 g-1 de amostra em base umida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo Fitoquimico

Para a extracdo dos compostos fendlicos foram utilizados solventes de diferentes
polaridades, com o intuito de verificar a influéncia da polaridade na extragdo. As tabelas
abaixo, demonstram os valores em mg EAG.g P.U dos compostos fenolicos e

antocianinas para os extratos de Schinus terebinthifolius Raddi e Tagetes minuta L.

Tabela 1. Compostos fendlicos totais do Chinchilho expressos em mg EAG.g P.U.

Compostos fenolicos (mg EAG.gP.U.)

Solventes Folha Caule Flor
Metanol 7336 £ 0.6
Hexano 1312509 2863709
Eter

4817 +£03 42355+£0.7
Acetato de etila 2173808
cloroférmio 138,17 =07 1404809 2841709

A distribuicdo dos fenois nas diferentes partes da planta € quantitativamente
varidvel. A tabela 1 mostra os valores médios encontrados, com base no peso Umido
(P.U.). O caule extraido com o solvente éter apresentou o menor valor, 42,55 + 0,7 mg
EAG.g de peso Umido.

O caule e a flor do chinchilho apresentaram os maiores teores de compostos

fendlicos do que a folha, 217,38 + 0,8, 284,17 + 0,9 e 138,17 * 0,7, respectivamente,
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todos expressos em miligrama equivalente de &cido galico por grama de amostra em peso
Umido. Este valor difere do encontrado por Queires e Rodrigues (1998), que encontrou
maior teor de compostos fendlicos na folha e na flor, e apenas 32,10 + 3,61 no caule da
aroeira. O teor de compostos fendlicos totais encontrados, nas diferentes partes da aroeira
deste estudo apresentou valores superiores ao encontrado por outros autores.

A variagdo ocorrida entre os diferentes estudos pode ser atribuida em funcédo da
idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou do local de coleta (MONTEIRO
et al., 2005).

O uso dos solventes, cloroformio, acetato de etila e hexano mostraram capacidade
de extrair os compostos fendlicos das diferentes partes da planta.

Tabela 2. Compostos fendlicos totais da Aroeira expressos em mg EAG.g P.U.

Compostos fenolicos (meEAG = P}
Solventes Folha madura Folha verde Froto madure Froto verde
A fetamol 5. BT 5, 70 30,57 3. 71
Hexano 137,83 120 51 o, 02
Eter 31,00
Acetato de etila 230, 01 127,71 117,22
Clorofornoe 38,45 31,85

O acetato de etila mostrou uma boa extracdo dos compostos fendlicos na folha e
no fruto da aroeira. Ja o uso dos solventes metanol e cloroférmio ndo apresentarou boa
extracdo dos compostos fendlicos.

A folha verde apresentou maior teor de compostos fendlicos do que a folha
madura. Entre o fruto maduro e o fruto verde ocorreram grandes variagdes de acordo com

0 solvente usado na extracdo, sendo a melhor extragdo com o uso do acetato de etila. O
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fruto maduro extraido com acetato de etila apresentou 127,71 mg equivalente em &cido

gélico por g. da amostra em peso Umido, o que ja era esperado devido aos niveis de

compostos fendlico serem menores quando o fruto ainda estd na fase de maturagdo

(QUEIRES E RODRIGUES, 1998).

Tabela 3. Antocianinas totais da aroeira expressos em mg de cianidina 3-glicosidio /100g P. U.

Solventes Folha Folha Fruto Fruto verde
madura verde Maduro

Metanol 0,02 0.05 0,01

Hexano 0,19 0,12 0,11

Eter 0,03

Acetato de eiila 0.97 0.05 0.08

Cloroformio 0,08 0,03

O hexano mostrou ser eficaz na extracdo das antocianinas tanto na folha

madura quanto no fruto verde. J& o solvente metanol, cloroformio e éter ndo foram

eficazes, mostrando baixa extracdo de antocianinas. As antocianinas representaram

pequena quantidade dos compostos fendlicos presentes nas partes da aroeira, indicando a

presenca de diversos tipos de grupos de fendis ou dos seus conjugados, presentes nestes

orgaos.

Tabela 4. Antocianinas totais da chinchilho expressos em mg de cianidina 3-glicosidio /100g P.

u.
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Solventes Caule Flor Folha
Metanol 0.47
Hexano 0,35 0.19

Eter 0,01 0.57
Acetato de etila 0,47

Cloroformio 0.02 0.08 0.02

A folha e o caule apresentaram o maior teor de antocianinas. O solvente
cloroférmio ndo mostrou boa capacidade para extracdo desta classe de fitoquimicos. O
que pode ser explicado pela baixa polaridade deste solvente, quando comparado com 0s

demais.

Sinergismo

As figuras abaixo descrevem as médias referentes aos controles e aos tratamentos
com os extratos metandlicos de Schinus terebinthifolius Raddi e Tagetes minutas L.,
frente a Streptococus agalactiae, Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia coli ATCC
e Pseudomonas aeruginosa ATCC. Os extratos utilizados neste ensaio foram
selecionados como mais eficientes apartir do teste de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), com as mesmas amostras bacterianas.

Diferentes efeitos foram observados nas associagdes entre os extratos metanolicos
e 0s antibioticos em cada grupo bacteriano. Do total das 100 combinagdes entre 0s
extratos das plantas e as drogas antimicrobianas avaliadas neste estudo, 48% destas
apresentaram efeito sinérgico, indicando que houve potencializacdo da acdo do
antibiotico frente a bactéria testada.

A amostra de Streptococcus agalacteae demonstrou maior susceptibilidade a
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interferéncia das associacbes entre antimicrobianos, sendo verificando 23% de
interacOes sinérgicas para todos os extratos analisados. Seguido pelo Staphylococcus
aureus ATCC, com 15 eventos sinérgicos. Enquanto que E. coli e P. aeruginosa
apresentou 10 casos sinérgicos, ou seja, 10% de sinergismo. A diferenca de
sensibilidade dentre 0s grupos bacterianos, em ensaios sinérgicos, foram observadas por
Zago et al., (2009), sendo estes resultados justificados devido a estrutura complexa das
bactérias Gram negativas, as quais apresentam-se menos sensiveis as interacbes entre

drogas antibacterianas e plantas medicinais (OLIVEIRA et al., 2006).
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Figura 1: Valores das médias encontradas para os controles (C) em mm e para os tratamentos (T)
em mm realizados com extratos metanélicos de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) e

Tagetes minuta L. (Chinchilho) frente aos cinco antibi6ticos sobre Staphylococcus aureus ATCC.
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Figura 2: Valores das médias encontradas para os controles (C) em mm e para os tratamentos (T)
em mm realizados com extratos metandlicos de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) e

Tagetes minuta L. (Chinchilho) frente aos cinco antibidticos sobre Streptococcus agalactiae.
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Figura 3: Valores das médias encontradas para os controles (C) em mm e para os tratamentos (T)
em mm realizados com extratos metanélicos de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira) e

Tagetes minuta L. (Chinchilho) frente aos cinco antibidticos sobre Escherichi coli ATCC.
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Figura 4: Valores das médias encontradas para os controles (C) em mm e para os tratamentos (T)
em mm realizados com extratos metanolicos Tagetes minuta L. (Chinchilho) frente aos cinco

antibioticos sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC.

Os dados obtidos neste estudo indicam a possibilidade da associacdo entre
extratos vegetais e drogas antimicrobianas, considerando as plantas medicinais como
importantes veiculos no controle da resisténcia bacteriana e no tratamento das doencas

infecciosas.

Citotoxicidade

A viabilidade celular foi verificada em relacdo ao controle de células ndo tratadas
com os EHA. Nas concentracOes testadas, observaram-se percentuais de viabilidade
distintas aos diferentes extratos. Neste ensaio foram utilizados apenas os extratos
metanolicos, que obtiveram eficiéncia antibacteriana em teste anterior com 0 mesmo

microrganismo através da técnica de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
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Figura 5: Valores do percentual da viabilidade celular referente aos extratos obtidos no teste de

citotoxicidade.

De acordo com os resultados, o extrato Chinchilho Folha (ECFI) apresentou-se
menos toxico, com uma viabilidade celular de 96% na concentragéo de 1:40, seguido do
extrato Chinchilho Caule (ECC) com viabilidade de 95, 32%.

Com 86,5% e 81,3% de viabilidade celular os extratos Aroeira Folha Madura
(EAFIM) e Aroeira Fruto Maduro(EAFrM), nas concentracdes de 1:80 e 1:40,
respectivamente. Ja os extratos de Aroeira Folha Verde (EAFIV) e Chinchilho Flor
(ECFIr) apresentaram os menores valores de viabilidade celular, com 72,8 % e 73,8% nas
concentracdes de 1:80 e 1:40. E o extrato metandlico de Aroeira Fruto Verde (AFrV),
apresentou na concentracédo de 1:80 uma viabilidade celular de 87,8%.

A toxicicidade de algumas plantas pode estar relacionada a sua composi¢édo
quimica, sendo a presenca de triterpendides e esterdides, exemplos de compostos
responsaveis por esses efeitos 0s quais sdo responsaveis por inimeros efeitos deletérios
ao organismo humano e animal (ALMEIDA et al., 2002; PEREIRA; CASTRO, 2007).

Na literatura, sdo escassos 0s estudos encontrados quanto aos efeitos citotoxicos
de extratos vegetais, 0 que pode contribuir com a exposi¢do dos usuarios de plantas
medicinais e fitoterapicos aos seus possiveis efeitos nocivos. Por se tratar de um estudo in

vitro, os dados obtidos requerem um maior detalhamento quanto a caracterizagdo de seus
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compontentes quimicos individuais.
CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no presente estudo foi possivel caracterizar as duas
espécies vegetais quanto as suas propriedades bioldgicas, caracteristicas quimicas e
efeitos citotoxicos. Assim, observou-se que:

O teor de compostos fendlicos totais variou dentre os extratos e as partes das
plantas, o caule e a flor do chinchilho apresentaram 0s maiores teores de compostos
fendlicos, enquanto que a presenca de antocianinas foi predominante na espécie Schinus
terebinthifolius Raddi.

A interagdo entre extratos vegetais e antimicrobianos sintéticos foi considerada

positiva devido ao indice de efeitos sinérgicos.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:
- A espécie Schinus terebinthifolius Raddi., apresenta resultados promissores com extrato

metanolico quanto ao potencial antimicrobiano;

- A espécie Tagetes minuta L., demonstrou resultados eficazes do extrato metandlico
quanto ao potencial antimicrobiano;

- O fruto de aroeira apresentou quantidade superior de 6leo essencial quando comparadas
com as folhas;

- A aroeira obteve resultado promissor com os 6leos essenciais da folha verde e do fruto
maduro contra as cepas Gram positivas;

- A folha de chinchilho apresentou quantidade superior de dleo essencial quando
comparada com as demais partes da planta;

- O chinchilho obteve resultado promissor com os 6leos essenciais da folha e da flor para
as cepas Gram negativas, e 0s Gleos essenciais da semente demontrou sendo o mais
efetivo com as cepas Gram positivas;

- O caule e a flor do chinchilho apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos;

- A espécie Schinus terebinthifolius Raddi. apresentou maior quantidade de antocianinas;
- A interacdo entre extratos vegetais e antimicrobianos sintéticos foi considerada positiva

devido ao indice de efeitos sinérgicos.
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