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RESUMO

No Nordeste brasileiro, cuja vegetacdo predominante é Caatinga, muitas plantas nativas ou exoticas
sdo potencialmente ricas em propriedades curativas, porém pouco exploradas ainda pela ciéncia. O
trabalho foi realizado durante agosto de 2011 a junho de 2012, onde foram coletadas amostras
bacterianas dos tetos dos animais através de swabs estéreis. Isolados e devidamente identificados, os
microrganismos foram sujeitos a antibiogramas com os meios alternativos, controles positivos e
negativo através da técnica de difusdo em Agar de poco. O objetivo do trabalho foi avaliar a agio dos
extratos de Favela (Cnidoscolus phyllacanthus), Catingueira (Caesalpinia pyramidalis) e Nim
(Azadiracta indica) sobre bactérias isoladas de tetos de cabras no assentamento de Corddo de Sombra
no Municipio de Mossor6-RN.

Palavras-chaves: Microbiologia, extratos, meios alternativos, microrganismo.

ABSTRACT

In Northeast Brazil, whose predominant vegetation is Caatinga, many native or exotic plants are
potentially rich in healing properties, but little explored yet by science. The work was conducted during
August 2011 to June 2012, where bacterial samples were collected from the teats of animals through
sterile swabs. Once isolated and properly identified, the microorganisms were subjected to
antibiograms with alternative means, positive and negative controls through the well agar diffusion
technique. The objective of the work was to evaluate the action of extracts of Favela (Cnidoscolus
phyllacanthus), Catingueira (Caesalpinia pyramidalis) and Neem (Azadiracta indica) on bacteria
isolated from teats of goats in the settlement Corddo de Sombra in the Municipality of Mossor6-RN.

Key words: Microbiology, extracts, alternative media, microorganism.

1 INTRODUCAO

Ha milhares de anos, diversos compostos naturais tém sido utilizados na medicina popular para
0 tratamento de inimeras doencas. O uso popular tradicional, apesar de amplamente difundido, tem
pouco impacto negativo na vegetacdo nativa pois, geralmente, as quantidades usadas sdo pequenas,
grande parte do material vem de plantios domésticos, sendo que para muitas espécies, apenas parte da
planta é colhida, sem elimina-la, e, quando a colheita envolve a eliminacdo de plantas, muitos dos
coletores tradicionais tém o cuidado de ndo esgotar a populacdo (GIULIETTI, 2004).

A Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg., Pax et Hoffm.) conhecida por favela ou faveleira é uma
planta espinhenta, lactescente e com pelos urticantes. Suas folhas apresentam taninos flabobénicos,
flavonoides, flavonas, flavanondis, xantonas, alcaloides, triterpendide pentaciclicos. Taninos sdo

compostos secundarios, presentes na maioria das plantas, que podem variar de concentragdo nos
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tecidos vegetais, dependendo da idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do
local de coleta (TEIXEIRA et al., 1990; SIMON et al.,1999; LARCHER, 2000).

Caesalpinia pyramidalis Tul., conhecida popularmente como catingueira, também é uma
espécie comumente explorada por populactes locais, que fazem uso de suas cascas em processos
diarreicos e em disenterias (BRAGA, 1960), além do tratamento das infecces respiratorias . E uma
planta endémica da caatinga, necessitando, como as outras citadas, de estratégias para conservagao e
manejo sustentdvel. A importancia dessas espécies reside, principalmente, nas caracteristicas da
madeira (construcdo, lenha, carvao) e nas suas propriedades medicinais cientificamente comprovadas
(antiinflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana) (MENEZES et al., 1988; CHAVES et al., 1998;
VIANA et al., 2003; SALVAT et al., 2004). O estudo fitoquimico feito nesta espécie revelou
compostos fendlicos: &cido 4-O-B-glucopyranosyloxy- Z.-7-hydroxycinnamic e é&cido 4-O-p-
glucopyranosyloxy-Z.-8-hydroxycinnamic, além do lupeol e aghatisflavone (MENDES, 2000).

A Azadiracta indica, conhecida popularmente por neem é originaria da Asia (india, Ceil3o,
Filipinas, Indonésia, Malésia), regido de clima tropical. O neem é cultivado em todos os paises da
Africa, na Australia e América Latina, usado ha séculos na Asia, principalmente na india, como planta
medicinal, sendo recomendada para sombreamento de pastagem por ser repelente de insetos. Tem
diversas aplicacdes, em especial como antisséptico, curativo, vermifugo; € colocado em sabdes
medicinais, cremes e pastas dentais (SCHMUTTERER, 2004). Os efeitos benéficos de produtos
naturais obtidos a partir da A. indica podem ser atribuidos a um ou mais compostos fitoquimicos,
incluindo antioxidantes, flavonoides e outras substancias encontrados nesta planta (MOSSINI, 2005),
como a “azadirachtina”, uma substancia com propriedade inseticida, encontrada nas folhas e no dleo
das sementes (LORENZI, 2002). O neem também apresenta atividade antibacteriana, pois o seu 6leo
tem eliminado vérias espécies de bactérias patogénicas, incluindo: Staphylococcus aureus, Salmonella
typhosa, possuindo também atividades antifngicas e antissépticas com ag¢do contra microorganismos
gram positivos e negativos (MOSSINI, 2006).

A vasta biodiversidade vegetal pode ser uma forma alternativa no combate as infeccdes
microbianas (LOCHER, 1995). Contudo, 0s avangos nessa area tem esbarrado na caréncia de dados
referentes a forma de uso, vias de administracdo, a acdo bioldgica, composi¢Ges quimicas e controle
de qualidade. No Nordeste brasileiro, cuja vegetacao predominante é a Caatinga, muitas plantas nativas
ou exoticas, sdo potencialmente ricas em propriedades curativas, porém pouco exploradas ainda pela
ciéncia e, muitas vezes, o conhecimento da populacao sobre os produtos naturais que as rodeiam pode
ajudar os pesquisadores a direcionar suas buscas por produtos que realmente apresentem efetividade
contra enfermidades. Portanto o objetivo do trabalho foi avaliar a acdo dos extratos de Favela

(Cnidoscolus phyllacanthus), Catingueira (Caesalpinia pyramidalis) e Nim (Azadiracta indica) sobre
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bactérias isoladas de tetos de cabras no assentamento de Cordao de Sombra no Municipio de Mossoro-
RN.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CONFECCAO DOS EXTRATOS

O primeiro semestre do trabalho fora dedicado a fabricagdo dos trés extratos estudados na
pesquisa, favela (Cnidoscolus phyllacanthus), catingueira (Caesalpinia pyramidalis) e o nim
(Azadiracta indica). Para cada um foi necessario aproximadamente dois meses para sua obtencéo. Os
extratos hidroalcodlicos foram fabricados a frio, onde as particulas das folhas sdo suspensas no
excipiente através da incorporagdo a frio do liquido extrator alcool a 70%. A coleta das partes aéreas
de cada planta fora realizadas no horério das 4:30 hrs as 6:00hrs da manha, sendo o horario correto
para manter seu pico de atividade metabolica, em seguida foram acondicionados em sacos de papel e
secadas na estufa de ar quente e circulante por 36 horas a 65°C para a eliminacao do excesso de agua.
A prdéxima etapa foi realizada na Universidade Estadual do Rio Grande do Norte (UERN) onde o
material seco fora triturado em um moinho de facas e posto em recipientes de vidro sendo submerso
em alcool a 70%, mantendo-as por 168 horas. Ao completar o periodo do contato do material vegetal
com o solvente, para que todas as substancias fossem extraidas, foram realizadas duas filtragens para
excluir o material s6lido, com posterior eliminacdo do solvente por sistema de refluxo e evaporacéao a
vacuo no rotaevaporador, o extrato fora acondicionado em um baldo no qual este ficava submerso em
agua a 60°C e a uma rotacdo de 7 a 10 por minuto assim ocorria a evaporacao do alcool contido na
solucdo. As extracOes de cada material foram em triplicatas. Por fim, na Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) onde esse extrato ausente de alcool foi secado através da retirada do excesso
de agua no banho-maria por aproximadamente 720 horas a uma temperatura de 50°C, para que sejam

realizadas as concentracdes dos extratos.

2.2 DETERMINA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Durante os meses de fevereiro a junho de 2012 fora realizado coletas no Assentamento Cordao
de Sombra no Municipio de Mossor6-RN das cabras leiteiras em atividade, utilizando dois swab
estéreis por animal, um para cada teto. As amostras bacterianas dos tetos dos animais etiquetadas,
acondicionadas e transportados ao Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria na Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA) eram cultivadas em meio BHI e incubadas em estufa bacterioldgica
na temperatura de 37°C durante 24-48 horas, das que apresentaram crescimento bacteriano foi retirado
um fragmento da col®nia para fazer a citologia através do método da coloracdo de Gram a fim de definir

o perfil morfotintorial das coldnias e uma aliquota da cultura transferida para tubos de ensaio contendo
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caldo de Infuso Cérebro Coragédo (BHI) e incubados a 37°C durante 24-48 horas. A identificacdo do
microrganismo fora realizado de acordo com a citologia das bactérias através de provas bioquimicas
de acordo com MacFaddin (2000). Tendo as devidas identificacOes os antibiogramas foram realizados,
em triplicata, com os extratos alternativos a 3, 5 e 8%, controle negativo (dgua destilada) e controles
positivos (iodo 2% e gentamicina). Os antibiogramas foram realizados atraves da técnica difusdo em
Agar de poco, no qual os microrganismos foram semeados em placas de Petri contendo Agar Soyabean
Casein Digest (Thyptone Soya Agar) perfurado, perfazendo um pog¢o, com auxilio de uma ponteira e
com a pipeta automatica os meios alternativos preencheram o po¢co com 50ulL e incubados em estufa

bacterioldgica a 37°C durante 24 horas.

2.3 LEITURA DAS PLACAS

A leitura das placas levou em consideracdo a presenca ou auséncia de halos formados, em cada
concentracdo de cada substancia, ao redor dos pocos. Os halos foram medidos em milimetros (mm) em
relacdo ao seu diametro. Os dados foram avaliados pelo método do teste do Qui-quadrado e apresentou
maior atividade antimicrobiana, quem apresentou maior halo (ELOFF, 1998), tendo como referéncia

0s controles positivos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 90 amostras submetidas a cultura bacteriana, 70 (77,77 %) apresentaram
crescimento bacteriano. Os casos em que ndo houve crescimento microbiano ocorreram devido a
possibilidade de agentes microbianos anaerdbios.

A identificacdo do microrganismo fora realizado de acordo com a citologia das bactérias e das
provas bioquimicas. Foram isolados dezoito diferentes bactérias, Corynebacterium spp.(14,29%),
Staphylococcus sp. coagulase negativa (5,71%), Rhotia spp. (11,43%), Cellulomonas spp. (14,29%),
Chromobacterium sp. (2,86%), Actinobacilos sp. (2,86%), Bacillus sp. (2,86%), Micrococcus spp.
(5,71%), Actinobacter sp. (2,86%), Moraxella spp. (5,71%), Aeromonas sp. (2,86%), Actinomyces sp.
(2,86%), Bacillus subtilis (2,86%), Pseudomonas alcaligenes (2,86%), Proteus mirabilis (2,86%),
Corynebacterium haemolyticum (2,86%), Corynebacterium jeikeium (11,43%), Planococcus sp.
(2,86%) — Tabela 01. Apresentaram com maior frequéncia Corynebacterium spp., Rhotia spp.,
Cellulomonas spp. e Corynebacterium jeikeium (p < 0,05). A mastite clinica caprina é causada,
principalmente, por Staphylococcus coagulase positivos (Staphylococcus aureus) e a mastite
subclinica, sobretudo, por Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Os principais SCN sédo S.

epidermidis, S. chromogenes e S. simulans, S. caprae e S. agalactiae (CONTRERAS et al. 2003).
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Tabela 01: Freqliéncia e percentual de bactérias isoladas e identificadas originadas tetos cabras leiteiras

Microorganismos Numero (N°) %
Corynebacterium spp. 05 14,29
Staphylococcus sp. coagulase negativa 02 5,71b
Rhotia spp. 04 11,43ab
Cellulomonas spp. 05 14,29
Chromobacterium sp. 01 2,86¢
Actinobacilos sp. 01 2,86¢
Bacillus sp. 01 2,86¢
Micrococcus spp. 02 5,71b
Actinobacter sp. 01 2,86¢
Moraxella spp. 02 5,71b
Aeromonas sp. 01 2,86¢
Actinomyces sp. 01 2,86¢
Bacillus subtilis 01 2,86¢
Pseudomonas alcaligenes 01 2,86¢
Proteus mirabilis 01 2,86¢
Corynebacterium haemolyticum 01 2,86¢
Corynebacterium jeikeium 04 11,43ab
Planococcus sp. 01 2,86¢
Total 35 100

Letras diferentes representam significancia estatistica pelo teste do Qui-quadrado para p < 0,05.

As medidas dos halos referentes aos meios alternativos estdo apresentados na Tabela 02 com
0s seus respectivos controles. Das cepas analisadas observou-se eficacia do extrato de Catingueira 8%
para as bactérias Cellulomonas spp. e Micrococcus sp.; e ao extrato de Favela 8% sobre
Staphylococcus sp. coagulase negativa. Resultados obtidos através da andlise estatistica, onde nédo
diferiu dos controles positivos, sendo que 0 Micrococcus sp. foi significante somente ao iodo 2% (p <
0,05). Todos os microrganismos testados foram resistentes ao tratamento com Nim e mostraram-se
sensiveis aos controles positivos, exceto Proteus mirabilis que se mostrou resistente ao iodo 2%.
Resultados obtidos através da analise estatistica onde nédo diferiu do controle positivo, Gentamicina (p
<0,05).

Todas as cepas testadas foram sensiveis ao controle positivo - gentamicina, de acordo com
(DWIGHT; ZEE, 1999), as bactérias Gram positivas e Gram negativas sdo sensiveis ao

aminoglicosideos mais recentes, como a gentamicina.

Tabela 02: Apresentagdo das medigdes dos halos, em mm, da porcentagem dos meios alternativos que apresentaram eficacia
(os demais que ndo estdo apresentados ndo obtiveram halos) , controles positivos (iodo puro e gentamicina) e controle
negativo (agua destilada)

. . Catinga Favela H20
Microorganismos N 8%9 8% dest. lodo 2% GEN
Actinobacilos sp. 0,00 + 0,00 + 0,00 + 18,67 + 21,00 +
0,00b 0,00b 0,00b 1,52a 1,00a
Actinobacter sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 18,67 + 18,67 +
0,00b 0,00b 0,00b 2,30a 1,52a
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Actinomyces sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 19,00 + 14,00 +
0,00b 0,00b 0,00b 0,00a 0,00a

Aeromonas sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 19,00 + 21,33 +
0,00b 0,00b 0,00b 1,41a 0,47a

Bacillus sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 18,00 + 22,50 +
0,00b 0,00b 0,00b 1,73a 0,50a

Bacillus subtilis 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 16,33 + 20,67 +
0,00b 0,00b 0,00b 0,57a 0,57a

Cellulomonas spp. 5 11,67+ 0,00 + 0,00 + 18,33 + 18,00 +
0,57a 0,00c 0,00c 1,52a 1,73a

Chromobacterium sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 16,67 + 21,67 +
0,00b 0,00b 0,00b 3,51a 0,57a

Corynebacterium 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 26,67 + 21,67 +
haemolyticum 0,00b 0,00b 0,00b 1,52a 0,57a

Corynebacterium 4 0,00 + 0,00 + 0,00 + 11,29 + 18,33 +
jeikeium 0,00b 0,00b 0,00b 0,91a 2,30a

Corynebacterium spp. | 5 0,00 + 0,00 + 0,00 + 14,13 + 18,50 +
0,00b 0,00b 0,00b 8,90a 2,31a

Micrococcus spp. 2 10,00 + 0,00 + 0,00 + 19,33 + 22,33 +
0,00b 0,00c 0,00c 1,52ab 1,52a

Moraxella spp. 2 0,00 + 0,00 + 0,00 + 10,33 + 19,00 +
0,00b 0,00b 0,00b 0,57a 0,00a

Planococcus sp. 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 15,67 + 13,00 +
0,00b 0,00b 0,00b 1,52a 0,00a

Proteus mirabilis 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 24,00 +
0,00b 0,00b 0,00b 0,00b 1,00a

Pseudomonas 1 0,00 + 0,00 + 0,00 + 15,33 + 18,33 +
alcaligenes 0,00b 0,00b 0,00b 0,94a 0,47a

Rhotia spp. 4 0,00 + 0,00 + 0,00 + 15,92 + 18,08 +
0,00b 0,00b 0,00b 3,72a 3,36a

Staphylococcus sp. coag. | 2 0,00 + 9,33 + 0,00 + 13,67 + 19,67 +
neg. 0,00c 1,15a 0,00c 3,21a 0,57a

As letras em linhas comparam os diferentes tratamentos para cada microrganismo e quando diferentes tém significancia
estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p < 0,05)

A técnica de Agar difusdo pogo mostrou-se mais sensivel que a técnica Agar difusdo disco na
analise de extratos vegetais hidroalco6licos, embora ambos tenham se mostrado Uteis para esta
finalidade, aliado ao fato de que estas técnicas sdo mais simples e requerem relativamente pouco
recurso para a sua execucdo (SILVEIRA et al., 2009).

O presente trabalho discorda com Dantas , et al (2009) ao relatar que, a analise do infuso das
flores da cantigueira (Caesalpinia pyramidalis) apresentou agdo de inibidora de crescimento
bacteriano, no entanto, nao foi capaz de combater totalmente o patégeno. O extrato da catingueira sobre
a microbiota oral de pacientes portadores de aparelho ortodéntico fixo apresentaram algum efeito
inibitdrio, sendo esses usados sob a fragdo aquosa (ALVIANO, 2004). Lima (2006) relatou que o
extrato da catingueira (Caesalpinia pyramidalis), apresentou halo de inibicdo superior a 11mm, frente
as linhagens bacteriana Enterobacter gergoviae (LM56), e superior a 14mm, frente as cepas de

Escherichia coli ( LM11), e de Staphylococcus aureus (LM5).
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Discordando dos trabalhos, antes publicados, que demonstram que o nim também apresenta
atividade antibacteriana, pois o seu 6leo tem eliminado Vvérias espécies de bactérias patogénicas,
incluindo: Staphylococcus aureus, Salmonella typhosa, possuindo também atividades antiflngicas e
antissépticas com acdo contra microorganismos gram positivos e negativos (MOSSINI, 2006) e
Alhmad e Beg (2001) demonstram-se resultados positivos a partir de extratos da semente e das folhas
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e, por outro lado, resultados negativos contra Bacillus
subtillis, Salmonella paratyphi, Salmonella desynteriae e Candida albicans. A acdo antibacteriana do
6leo de Nim também foi demonstrada in vitro contra bactérias patogénicas por meio da inibicdo da
sintese da membrana celular bacteriana por Baswa et al (2001). Porém segundo os testes realizados
com os extratos hidroalcodlicos de folhas de nim na pesquisa de Alves (2007) permitiram concluir que
as folhas ndo continham quantidade suficiente de AZA para o doseamento e que a atividade do extrato
sobre microorganismos foi limitada.

Né&o ha trabalhos referentes a favela para que possamos corroborar ou discordar.

4 CONCLUSAO

Das cepas adquiridas e analisadas no estudo in vitro concluiu-se que os extratos de catingueira
e favela mostram-se com potenciais para sua utilizagdo como antimicrobianos e antissépticos, pois 0s
resultados ndo diferiram estatisticamente do antimicrobiano, apresentando-se como uma boa

alternativa para agentes da mastite caprina.
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