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Resumo

O Staphylococcus aureus € um importante patdgeno em Medicina Veterinaria, sendo um dos maiores causadores
de infecgBes em bovinos. Nos Gltimos anos o uso indiscriminado de antimicrobianos levou ao aparecimento de
cepas resistentes. O uso das plantas na medicina popular faz estas serem valorizadas como produtos naturais
importantes para a manutencdo da salde. Devido a suas propriedades antimicrobianas, taninos de diversas
espécies vegetais estdo sendo testados como possiveis alternativas a antibioticoterapia tradicional. Para
determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) os taninos foram dissolvidos de forma seriada em &gua
destilada em concentracGes variando entre 500 pg/mL e 0.976 pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata.
Os taninos inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus formando halos que variaram de 10 a 20 mm sendo
a CIM de 15,6 pg/mL. Desta forma, foi determinada a atividade antimicrobiana in vitro das substancias tanicas
isoladas da casca da Jurema Vermelha (Mimosa arenosa (Willd.) Poir.) sobre linhagens de Staphylococcus
aureus de origem bovina.
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Abstract

Evaluation of antimicrobial activity of isolated tannins of red jurema (Mimosa sandy (Willd Poir) on
Staphylococcus aureus of bovine origin. The Staphylococcus aureus is an important pathogen in Veterinary
Medicine, being one of the largest causes of infections in bovine. In the last years, the indiscriminate use of
antimicrobial took to the emergence of resistant stumps. The use of the plants in the popular medicine does these
they be valued as important natural products for the maintenance of the health. Due to their properties
antimicrobial, tannins of several vegetable species are being tested as possible alternatives the traditional
antibiotic. For determination of MIC, tannin was serially dissolved in distilled water at concentrations ranging
from 500 pg/mL to 0.976 pg/mL. Assays were performed in triplicate. Tannin inhibit Staphylococcus aureus
growth forming halos ranging from 10 to 20 mm with a MIC of 15.6 pg/mL. Therefore, it was certain the
activity Mimosa arenosa sandy (Willd.) Poir.) On lineages of Staphylococcus aureus of bovine origin.

Keywords: Bovines, Tannins, Mimosa arenosa, Staphylococcus aureus.
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Introducéo

O Staphylococcus aureus destaca-se
como um importante patdgeno em Medicina
Veterinaria, sendo um dos maiores causadores
de infecgOes em bovinos bem como em outras
espécies animais (Botaro et al. 2015; Elhaig &
Selim 2015; Ikawaty et al. 2009). Nos altimos
anos o uso indiscriminado de antimicrobianos
no combate as infeccbes levou ao
aparecimento de cepas multiresistentes a estes
compostos (Botaro et al. 2015; Medeiros
1997), que em decorréncia disto, tem-se
estimulando uma busca de métodos
alternativos para a terapia tradicional com
antibioticos.

A Mimosa arenosa (Willd.) Poair.,
pertence a familia Fabaceae, é um arbusto
espinhoso nativo da América do Sul que
geralmente pode alcancar de 3 a 5 m de altura,
e que possui importancia significativa como
forragem para pequenos ruminantes no
nordeste do Brasil e suas cascas apresentam
taninos (Lima et al. 2014; Parra 1984).

Os taninos sdo substancias naturais
(Haslam 1966) que podem ser encontrados em
vérias partes do vegetal, como madeira, casca,
frutos e sementes. Sdo constituidos por
polifendis (Pizzi 1993). Devido a suas
propriedades antimicrobianas, taninos de
diversas espécies vegetais sdo testados como
possiveis alternativas a antibioticoterapia
tradicional (Albuquerque 2007).

Desta forma o presente estudo teve
como objetivo determinar a atividade
antimicrobiana in vitro das substancias tanicas
isoladas da casca da Jurema Vermelha
(Mimosa arenosa) sobre linhagens de
Staphylococcus aureus de origem bovina.

Material e Métodos

Espécie estudada

As cascas da Jurema Vermelha foram
coletadas no Nuicleo de Pesquisas do Semi-
Arido (NUPEARIDO), municipio de Patos,
PB, propriedade da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG). Com o intuito de
representar a variabilidade genética existente
entre e dentre as plantas, de cada espécie
amostrada, foram selecionados cinco
exemplares, sendo retiradas amostras de cascas
em trés posicBes, no tronco (base, meio e
topo), nos galhos e nos ramos (diametro de até

50 cm). Desse modo, a arvore foi
integralmente representada.

Preparo das cascas e extracdo das substancias
tanicas das cascas

As cascas ao serem retiradas, foram
condicionadas em sacos plasticos, para que nao
houvesse perda de umidade e transportadas
para o Laboratorio de Tecnologia de Produtos
Florestais (LTPF) da Universidade Federal de
Campina Grande, Centro de Saude e
Tecnologia Rural (UFCG/CSTR), Patos, PB.
No laboratorio, foram tomadas duas amostras
de cascas, as quais foram cortadas em
fragmentos menores, homogeneizadas, pesadas
e secas em estufa a 103 + 2°C por 48 horas,
para a determinagdo do teor de umidade (base
seca) das cascas obtidas. Depois dessa
operacdo, as cascas foram secas ao ar e moidas
em uma forrageira, para obter um material de
menor granulometria. O material moido foi
classificado e utilizou-se o0 que passou por uma
peneira de malha de 2,00 x 2,00 cm. Ap6s essa
operacdo, retiraram-se  quatro  amostras
representativas de cascas. Duas destas foram
secas a 103 = 2°C por 48 horas, a fim de
avaliar o teor de umidade (base seca) das
cascas secas ao ar e as outras foram moidas em
moinho do tipo Willey, para obtencdo de um
material de menor granulometria e mais
homogéneo e destinadas & quantificacdo das
substancias tanicas presentes na espécie.

Extracd@o para quantificacdo e isolamento das
substancias tanicas

Para a quantificacdo das substancias
tanicas, o material foi classificado e utilizou-se
a por¢ao que passou pela peneira de 32 “mesh”
e ficou retida na de 60 “mesh”. Em seguida, o
material foi homogeneizado, e retiraram-se
duas amostras, que foram pesadas e
conduzidas a estufa (sob as mesmas condicdes
ja descritas) para a determinacdo do teor de
umidade do material e para permitir os
calculos do teor de taninos presentes.

Para as extracBes, 25g de casca
absolutamente seca foram colocadas em um
baldo de 1000 mL e adicionaram-se, a seguir,
500 mL de agua destilada (relacdo 20:1; v/p).
Ao baldo foi conectado um condensador de
refluxo, e o material foi mantido na
temperatura de ebulicdo da agua por duas
horas, em uma manta aquecedora.
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Apos a fervura, o material foi coado
em uma peneira de 150 “mesh”, armazenado
em garrafas de plastico e conservado em
geladeira, a fim de evitar o surgimento de
fungos nos extratos. As cascas foram
submetidas novamente ao processo de
extragdo, com o0 intuito de retirar em ao
maximo os taninos presentes em cada espécie.
Assim a relagdo final casca: dgua foi de 1:40.

Os extratos obtidos das extracdes
foram transferidos para um baldo volumétrico
de 1.000 mL, tendo o volume completado pela
adicdo de agua destilada. Apds este
procedimento, o material foi coado numa
flanela e, posteriormente filtrado em cadinho
de vidro sinterizado de porosidade 2. Do
filtrado obtido, retiram-se trés aliquotas de 50
mL. Uma delas foi colocada em um copo
becker de 100 mL, e levada a estufa a 103 +
2°C durante 24 horas, para a determinacéo do
teor de sdlidos totais (TST) presente no
extrato. Para as determinacdes do TST foi
empregada a equag&o a seguir:

M; — My
TST (%) = ————-100
M;
Em que:
TST = Teor de solidos totais (%);
M1 = Massa inicial (g); e
M2 = Massa final (g).

As demais aliquotas foram utilizadas
para a determinacdo do teor de taninos
condensados (TTC) de cada extrato. Para tanto,
foi empregado o0 método de Stiasny
(Guangcheng et al.,1991), com algumas
modificagdes. Assim, para a determinagdo do
TTC, em uma amostra de 100 mL do extrato
total foram adicionados 4 mL de formaldeido
(37%) e 1 mL de HCI concentrado. Assim,
para a determinagdo do TTC, em uma amostra
de 100 mL do extrato total adicionaram 4 mL
de formaldeido (37%) e 1 mL de HCI
concentrado. O material foi aquecido, sob
refluxo durante 30 minutos. Nessa condicéo, 0s
taninos formaram complexos insollveis, que
foram separados por filtragem simples ao
empregar filtro de papel. Ap6s a filtragem, o
material foi transferido para um copo Becker
de 250 mL e seco a 103 = 2°C, por 24 horas.
Apb6s a secagem, calculou-se o indice de
Stiasny, conforme equag&o a seguir:

TST -1

TTC (%) = 100

Em que:

| = indice de Stiasny (%);

M1 = Massa de sélidos em 100 mL de extrato;

M2 = Massa do precipitado taninos — formaldeido.

Apbs a obtencdo do Indice de Stiasny
foi calculado o teor de taninos condensados
(TTC), conforme a Equacdo a seguir:

I (%) = (&) -100
0 M1
Em que:
TTC = Teor de taninos condensados (%);
TST = Teor de sélidos totais (Equacgdo 1);
| = indice de Stiasny (Equacao 2).

Todas as analises foram realizadas em
triplicatas.

ExtracBes das substancias ténicas para
avaliacdo da atividade antimicrobiana

A extragdo dos taninos a serem
utilizados como atividade antimicrobiana foi
extraido em agua, a temperatura de 70 + 50C,
durante duas horas. Nas extragdes, para cada
2,00 kg de cascas foram adicionados 10 litros
de &gua (relagdo 5:1). Cada amostra foi
submetida a fervura, em um digestor rotativo,
com capacidade de 20 litros.

Essa operagédo foi executada no LTPF
(UFCG/CSTR). Cada amostra de casca foi
submetida a duas extragGes. Assim, a relacdo
final foi de 1:10. Apés cada extragdo, o
material foi passado em uma peneira com
tecido de “silk screen” ¢ em um tecido de
flanela, para a retencdo de particulas finas.

O extrato obtido foi homogeneizado e
derramado em bandejas de aluminio de 5 x 40
X 60 cm, e posto em uma estufa de ventilacdo
forcada mantida a 70 + 3°C, até a completa
evaporacdo da umidade. O material seco
obtido foi moido em um multiprocessador de
uso doméstico e peneirado em peneira de 60
mesh.

Aquisicdo das amostras de Staphylococcus
aureus

Os isolados foram coletados de
bovinos lactantes, infectados naturalmente, a
coleta das amostras foi realizada apds lavagem
da teta com 4gua e sabdo, secagem com papel
toalha e desinfeccdo do Ostio do teto,
utilizando-se &lcool etilico a 70° GL. Coletou-
se aproximadamente 5 ml de leite por quarto
mamario, de maneira asséptica, com tubo
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inclinado na posicdo horizontal (Bouchot et al.,
1985). Estas amostras foram armazenadas em
tubos rosqueados estéreis, identificados e
enviados sob refrigeragdo em caixas de
material isotérmico, para a realizacdo do
exame microbioldgico, e identificacdo do
Staphylococcus aureus, além das amostras
clinicas, foi também utilizado amostras padrdo
de ATCC 29213, no Laboratorio de Genética e
Microbiologia da Universidade Federal da
Paraiba- CCEN, onde foram processadas.

Determinacéo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana em placas
foi determinada pelo método de difusdo em
meio  sOlido  para  determinacdo  da
Concentragdo Inibitéria Minima (MIC). A
MIC é considerada a menor concentragdo das
substancias que inibi  visivelmente o
crescimento bacteriano. Foram feitos orificios
de 6 mm de didmetro e preenchidos com 50pL
do po tanico diluido em agua destilada, para as
concentragbes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 para a
determinagdo da atividade antimicrobiana do
tanino. A concentragdo inicial de tanino para
diluigdo seriada foi de 50 pg/mL. Estas placas
foram mantidas na estufa a 37° C por 24 horas,

em que foi considerada como CIM a menor
concentracdo da droga que inibiu
completamente 0 crescimento  bacteriano
(CLSI, 2010). O controle negativo consistiu de
uma sequéncia de diluicbes seriadas de
gentamicina na concentracdo de 40 pg/mL. A
leitura das placas levou em consideracdo a
presenca ou auséncia de halos. Estes foram
medidos em milimetros (mm) em relacdo ao
seu didmetro e a concentracdo inibitoria
minima (MIC), estimada de acordo com a
metodologia do NCCLS (2003). A anélise
estatistica foi do tipo descritiva, calculando-se
as frequéncias absolutas e relativas
(SAMPAIO, 1998).

Resultados e Discussao

Como resultados pode-se observar que
as substancias tanicas contidas na casca da
Jurema Vermelha apresentaram atividade
antimicrobiana sobre todas as cepas de S.
aureus isolados de bovinos conforme a tabela
1. Os dados revelam que a Mimosa arenosa foi
eficaz em diversas diluicbes apresentando
halos de inibicao que variaram de 10 a 20 mm.

Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima da solucdo tanica da jurema vermelha (Mimosa arenosa)
em amostras de Staphylococcus aureus de origem bovina.

Solugéo tanica (Jurema Vermelha) / Didmetro dos halos de inibi¢do (mm)

Diluigdes 01:01 01:02 01:04 01:08 01:16 01:32
S. aureus ATCC 29213 19 16 15 13 13 11
S. aureus 233 FN 20 18 16 14 12 10
S. aureus 102 U 20 17 15 14 12 11
S. aureus 322 FN 20 16 15 13 12 10

Dados que se assemelham aos de
Pereira (2009), onde seu experimento com 0
extrato da Jurema preta (Mimosa tenuiflora)
apresentou atividade bioldgica efetiva, nas
diluigdes 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32, sendo
considerado a CIM =1,56 pg/mL.

Em decorréncia da escassez de
literaturas sobre a atividade antimicrobiana da
jurema vermelha viu-se a necessidade da
comparagdo com trabalhos envolvendo a
Mimosa tenuiflora planta pertencente a mesma
familia da Mimosa arenosa.

Esses resultados corroboram com 0s
obtidos por Goncalves et al. (2006) que
mostraram que a jurema preta apresentou
excelente atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp
coagulase negativa e outros microorganismos

formando halos de inibicdo de 23 e 12mm
respectivamente. Em estudos utilizando extrato
de M. tenuiflora, De Souza et al. (2002)
também j& haviam encontrado efeito
antimicrobiano em extratos desta planta frente
a bactérias Gram positivas e Gram negativas,
inibindo S. aureus a concentracdo de 10’
UFC/mL.

Vérios autores testaram 0s taninos
presentes nos extratos de plantas medicinais, e
observaram (que estes possuem acdo sobre
varios  microrganismos,  inibindo  seu
crescimento, o que faz dos vegetais uma
excelente fonte de novos compostos
biologicamente ativos (Bezerra et al. 2011,
Ferreira et al. 2012; Rodrigues et al. 2014).

A atividade antimicrobiana do extrato
de jurema vermelha pode estar associada a
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presenca de flavonodides e taninos, como
descrito por Meckes-Lozoya et al. (1990), que
verificaram a presenca destes compostos em
trabalho realizado com a Mimosa tenuiflora.
Heinrich et al. (1992) também verificou a sua
atividade antimicrobiana sobre cepas de
Streptococcus spp., Staphylococcus, Proteus
mirabilis e Shigella sonnei. Nossa pesquisa,
corrobora com os dados de Siqueira et al
(2012) os quais afirmam que os taninos além
de apresentar atividade anti-inflamatoria,
apresenta excelente atividade antimicrobiana
sobre diversos microorganismos, podendo ser,
desta forma, os responsaveis pela preferéncia
por plantas ricas em taninos pela comunidade
(Jandu et al. 2013).

Concluséao

O estudo da Mimosa arenosa (Willd.)
Poir. sobre amostras de Staphylococcus aureus
oriundo de bovinos, demonstrou que a mesma
possui acdo antimicrobiana, confirmando,
portanto seu potencial para uma possivel
utilizagdo como indicagOes terapéuticas na
Medicina Veterinaria.
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