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Resumo: A producéo de leite no sistema orgéanico tem levado ao interesse dos produtores
rurais, porém a mastite é a principal afec¢@o de bovinos leiteiros, para controla-la as plantas
medicinais se tornaram o foco de intenso estudo, com isso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a acdo antibacteriana do Oleo essencial das folhas e dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi frente a dez bactérias relacionadas a mastite bovina. O trabalho foi
realizado por microdiluicdo, frente as bactérias E. coli, P. aeruginosa, Streptococcus
agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis, Staphylococcus aureus e cepas de Staphylococcus
spp coagulase positiva e negativa. Os OEs demonstraram diferentes concentracdes
bactericida minima contra as bactérias. Os resultados foram positivos com a acgdo
antibacteriana das folhas e dos frutos verdes contra as bactérias Gram positivas, mais
estudos devem ser realizados, em outras concentragées contra bactérias Gram negativas,
para determinar a ag&do contra esses microrganismos.
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Abstract: Milk production in the organic system has led to the interest of farmers, but
mastitis is the main condition of dairy cattle to control it medicinal plants have become the
focus of intense study, therefore, the aim of this study was to evaluate the antibacterial
activity of the essential oil of the leaves and fruits of Schinus terebinthifolius Raddi forward to
ten bacteria related to bovine mastitis. The work was performed by microdilution, ahead
bacteria E. coli, P. aeruginosa, Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis,
Staphylococcus aureus and Staphylococcus spp coagulase positive and negative. The OE
showed different minimum bactericidal concentrations against bacteria. The results were
positive with the antibacterial action of the leaves and unripe fruit against Gram positive
bacteria, more studies should be conducted in other concentrations against Gram-negative
bacteria, to determine the action against these microorganisms.
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Introducao

A mastite € a principal afeccéo de bovinos destinados a producéao leiteira (LANGONI
et. al., 2011). E causada principalmente por agentes bacterianos, dos quais S0 mais
frequentes os que pertencem aos géneros: Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
e Corynebacterium spp. (OYARZABAL et. al.,, 2011). Bactérias Gram negativas,
como a Escherichia coli e Pseudomonas spp., também causam mastites, mas com
menos frequéncia (LADEIRA, 2007). E um problema importante nos rebanhos
leiteiros, pois acomete a saude dos animais, reduz a producdo e causa alteracfes
na qualidade do leite. A producédo de leite organico associa baixo custo ao longo do
tempo, pois permite independéncia parcial do produtor em relacdo aos insumos
externos e medicamentos, aumentando a rentabilidade, além de ser um produto
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interessante para o consumidor, que conhece os beneficios do alimento orgénico,
gue € biologicamente superior (LANGONI et. al., 2009).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais durante varios séculos constituiu a base
terapéutica da pratica médica (BRANCO-NETO et. al., 2006). Enquanto o
conhecimento da medicina popular brasileira € grande, a maioria das informacdes
nele contidas ndo foi verificada por um estudo cientifico rigoroso, e muitas das
plantas receberam pouca ou nenhuma atencdo (LIMA et. al., 2006). Schinus
terebinthifolius Raddi € uma pequena arvore conhecida popularmente como aroeira,
gue é encontrada ao longo da costa brasileira (LEITE et. al., 2011), pode ser
encontrada em algumas regides da Europa e em outras regibes da América
(SANTOS et. al., 2007), é uma espécie nativa do Brasil e da América do Sul,
pertencente a familia Anacardiaceae. Muitas propriedades medicinais tem sido
atribuida a essas plantas para além da sua utilizacdo como plantas ornamentais,
todas as partes da planta tém sido usadas na medicina popular para o tratamento de
diversas patologias (BENDAOUND et. al., 2010).

Recentemente, a aceitacdo da fitoterapia como uma forma alternativa de cuidados
de saude aumentou entre todos os grupos socioeconémicos da populacdo e
tornou-se um setor econémico importante no Brasil (LIMA et. al., 2006), além de ser
uma alternativa para o sistema organico de producdo. Por estas razoes, as plantas
medicinais se tornaram o foco de intenso estudo em termos de validacdo de seus
usos tradicionais, através da determinacdo de seus reais efeitos farmacoldgicos,
com isso o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro do
Oleo essencial das folhas e dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi frente a dez
bactérias relacionadas a mastite bovina.

Metodologia

A coleta das folhas e dos frutos foi realizada sempre no periodo da manha, de
arvores localizadas no Campus Universitario Capdo do Ledo, da Universidade
Federal de Pelotas, municipio Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul. As amostras
coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia (DVP/FV/UFPel)
onde, permaneceram para secagem. Exsicatas foram enviadas para identificacdo e
conservacdo no Herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pelotas. O Oleo essencial (OE) das amostras das plantas foi obtidos por
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger junto ao Laboratorio de Produtos Naturais no
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel, onde foram
identificados seus principais componentes quimicos por espectro de Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS). No momento do uso, 0s
OEs 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%.

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de microdiluicdo
serial em placas de 96 orificios em triplicata, a fim de ser determinada a
concentracdo bactericida minima (CBM). Os microrganismos testados foram
bactérias Gram positivas (uma cepa de Staphylococcus aureus ATCC 12600 e
amostras isoladas de leite no Laboratério de Doencgas Infecciosas da UFPel, duas de
Staphylococcus spp. coagulase positiva, duas de Staphylococcus spp coagulase
negativa, oriundas do leite de uma propriedade localizada em Piratini/RS, uma cepa
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de Streptococcus agalactiae, uma de Streptococcus dysgalactiae e uma de
Streptococcus uberis, estas oriundas do leite da Embrapa Clima Temperado,
localizada em Capdo do Le&o/RS) e bactérias Gram negativas (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Escherichia coli ATCC 8739). Os inoculos foram
preparados a uma concentragdo de 1°¢ 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 diluicbes 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%. Apos a incubacao das microplacas por 48h
a 37°C, em shaker a 75 RPM, foram transferidas aliquotas de 5uL de cada orificio
para Agar sangue e incubadas a 37°C em estufa por mais 24 horas. Como controle
positivo, foram realizadas diluicdes do mesmo modo, com cloro comercial a 5%. E
como controle do crescimento bacteriano a partir do inoculo, as bactérias foram
colocadas em orificios contendo apenas agua destilada estéril. A interpretacdo dos
resultados foi realizada pela média geométrica das Concentracdes Bactericidas
Minimas entendendo esta como, a menor concentracao de extrato da planta, capaz
de impedir o crescimento bacteriano em Agar sangue. Os 6leos essenciais foram
avaliados sobre sua composi¢ao quimica por GC/MS.

Resultados e discussoes

Os resultados referentes aos valores das CBMs dos 6leos essenciais das folhas e
dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi frente as 10 bactérias testadas, estdo
descritos na tabela 1. Onde observamos que os OEs das folhas e dos frutos
maduros tiverem bons resultados contra as cepas de bactérias Gram positivas, e
gue o OE do fruto maduro ndo apresentou atividade antibacteriana na concentracao
testada para estas bactérias.

Tabela 1: Valores das Concentragcbes Bactericidas Minimas dos extratos
hidroalcoodlicos e 06leos essenciais de Schinus terebinthifolius Raddi frente a
bactérias causadoras de mastite bovina

Bactérias Folha  Fruto maduro Fruto verde  Cloro 2%
Staphylococcus aureus 3,15 >10 2,5 1,58
S. spp. coagulase + (26) 0,6 =10 1,5 0,78
S. spp. coagulase + (8A) 0,3 =10 1,25 0,5
S. spp. coagulase - (8) 0,19 =10 1,25 0,78
S. spp. coagulase - (56) 0,95 >10 >5 0,3
Streptococcus uberis 0,12 =10 0,04 0,78
Streptococcus dysgalactiae 0,04 >10 0,04 0,78
Streptococcus agalactiae 0,79 >5 0,39 0,3
Pseudomonas aeruginosa =40 =40 =40 0,38
Escherichia coli =40 =40 =40 0,5

Assim como em nosso estudo outros estudos também avaliaram a atividade
antibacteriana desta planta, LIMA et. al. (2006) testaram o extrato com diferentes
solventes através da técnica de microdiluicdo serial em placas frente a cepas
padrées e cepas resistentes a antibioticos de Staphylococcus aureus. MELO et. al.
(2002) verificaram a atividade da aroeira pelo método de difusdo em Agar, contra
bactérias isoladas de alveolite em ratos, sendo que a planta teve um O6timo
resultado. SILVA et. al. (2010) buscaram testar o 6leo essencial das folhas de aroeira
frente a Staphylococcus spp. isolados de otite externa de caninos pelo mesmo
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método anterior, neste trabalho também avaliaram a citotoxidade em animais de
laboratorio através da administracdo intraperitonial do Oleo essencial e seguinte
avaliacdo histolégica, concluindo que o extrato possui potente acdo antimicrobiana e
sem evidéncias de toxicidade. SANTOS et al. (2007) testou a acdo do extrato de
aroeira com Staphylococus aureus, Peusodomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacilus subtilis, Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. guillermondii,
Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Aspergilus flavus e A. niger, 0s
resultados se mostraram positivos para as bactérias e ineficaz contra os fungos.

A falta de atividade dos 0leos essenciais, nas concentracfes testadas contra E. coli
e P. aeruginosa pode ser justificada segundo EL--MASSRY et. al. (2009), devido a
lipopolissacarideos da membrana externa das bactérias Gram negativas, 0 que 0s
tornam inerentemente resistente a agentes externos, tais como corantes hidrofilicos,
antibioticos, e detergentes.

Em nossa andlise de espectro de CG/MS, a identificacdo foi realizada através da
comparacao dos espectros de massas obtidos com os registros da biblioteca do
aparelho. Por probabilidade foi identificado no OE das folhas principalmente os
compostos a- e [3-pineno, a-copaeno, cariofileno, alloaromadendreno, a-cubebeno,
o-terpenol, ja no OE dos frutos maduros a-pineno, a- e R-felandreno, 4-terpenol,
o-cubebeno, cariofileno, RB-cadineno, e no OE dos frutos verdes foi encontrado
o-pineno, 4-terpenol, a-cubebeno, a-gurjuneno, R-elemen, [-cariofiileno,
alloaromadendreno, a-muroleno. Schinus terebinthifolius Raddi é conhecido como
uma fonte de triterpenos, fenadis e flavondis (LIMA et. al., 2006).

Conclusées

No presente estudo obtivemos resultados positivos referentes a agéo antibacteriana
das folhas e dos frutos verdes de Schinus terebinthifolius Raddi, que obtiveram
otimos resultados contra as bactérias Gram positivas, porém, mais estudos devem
ser realizados, em concentracdes maiores de Oleo essencial contra bactérias Gram
negativas, a fim de determinar sua agéo contra esses microrganismos.
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