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RESUMO: O uso das plantas medicinais na prevencao e tratamento da mastite bovina vem apresentando resultados pro-
missores no que tange os sistemas de produgao agroecologicos. Nesse contexto, a planta Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera
evidencia-se como importante espécie devido aos seus efeitos antimicrobianos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
avaliar extratos da espécie P. sagittalis, elaborados em diferentes anos, frente a 10 microrganismos causadores da mastite
bovina. A avaliagao antimicrobiana foi por meio da técnica da microdilui¢do em caldo, em microplacas de 96 orificios em
triplicata, para a determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (%). Nas microplacas, foram colocados os extratos de
P sagittalis e os indculos das bactérias, além do controle de crescimento das bactérias e dos extratos, que foram incubadas
por 72 horas a 37°C em estufa. Apds esse periodo, aliquotas de SuL de cada orificio foram transferidas para placas contendo
meio agar sangue desfibrinado de equino a 5% e mantidos em incubagdo por 24 horas, na mesma temperatura anterior. Com
isso, foram realizadas as leituras do crescimento para a determinagdo da CBM (%). Para andlise dos dados, utilizou-se o Teste
de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg, ao nivel de 5% de significancia. Como resultados, o extrato de P. sagittalis
manteve a estabilidade de seus compostos por pelo menos um ano de armazenamento. Os extratos preparados em diferentes
anos apresentaram a mesma ac¢ao farmacologica e agdo bactericida sobre S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. dysgalactiae,
S. uberis e S. agalactiae, nas condi¢des de teste deste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Producdo agroecoldgica. Quitoco. Tempo de armazenamento.

STABILITY OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Pluchea sagittalis 1LAM.) CABRERA EXTRACTS AGAINST
BOVINE MASTITIS MICROORGANISMS

ABSTRACT: The use of herbs in the prevention and treatment of bovine mastitis has shown promising results regarding
agroecological production systems. Within this context, the Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera plant is considered an important
species due to its antimicrobial effects. Thus, the objective of this study was to assess extracts of the P. sagittalis species,
developed in different years, against 10 microorganisms that promote bovine mastitis. The antimicrobial assessment was
performed by means of the microdilution technique in syrup, using 96-well microplates in triplicate, for the determination of
Minimal Bactericidal Concentration (%). In the microplates, extracts of P. sagittalis and the bacteria inoculum were placed, in
addition to the growth control for both the bacteria and the extracts. They were then incubated for 72 hours at 37°C in a kiln.
After this period, SuL aliquots were collected from each well and were transferred to plates containing 5% equine defibrinated
blood agar and maintained in incubation for 24 hours at the same previous temperature. Then, the growth readings for the
determination of MBC (%) were performed. For data analysis, the Kruskal-Wallis test, Simes-Hochberg method was used at
a 5% level of significance. As a result, P. sagittalis extract maintained the stability of its compounds for at least one year of
storage. The extracts prepared in different years presented the same pharmacological and bactericidal action on S. aureus, S.
intermedius, S. hyicus, S. dysgalactiae, S. uberis and S. agalactiae, under the test conditions of this work.

KEY WORDS: Agroecological production. Cabrera wingstem camphorweed. Storage time.

ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE Pluchea sagittalis (LAM.)
CABRERA FRENTE A MICRORGANISMOS CAUSADORES DE LA MASTITIS BOVINA

RESUMEN: Eluso de las plantas medicinales en la prevencion y tratamiento de la mastitis bovina viene presentando resultados
prometedores en lo que se refiere a los sistemas de produccion agroecoldgicos. En este contexto, la planta Pluchea sagittalis
(Lam.) Cabrera se evidencia como una importante especie debido a sus efectos antimicrobianos. De esa forma, el objetivo
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del trabajo ha sido evaluar extractos de la especie P. sagittalis, elaborados en diferentes afios, frente a 10 microorganismos
causantes de la mastitis bovina. La evaluacion antimicrobiana se dio por medio de la técnica de la microdilucion en caldo,
en microplacas de 96 orificios en triplicada, para la determinacién de la Concentracion Bactericida Minima (%). En las
microplacas, se han puesto los extractos de P. sagittalis y los inoculos de las bacterias, ademas del control de crecimiento de
las bacterias y de los extractos, que fueron incubadas por 72 horas a 37°C en estufa. Después de ese periodo, alicuotas de SuL.
de cada orificio se transfirieron a placas que contenian medio agar de sangre desfibrinado de equino al 5% y se mantuvieron
en incubacion durante 24 horas, en la misma temperatura anterior. Con ello, se realizaron las lecturas del crecimiento para la
determinacion de la CBM (%). Para el analisis de los datos, se utilizé el Test de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg,
al nivel de 5% de significancia. Como resultados, el extracto de P. sagittalis mantuvo la estabilidad de sus compuestos por al
menos un afio de almacenamiento. Los extractos preparados en diferentes afos presentaron la misma accion farmacologica
y accion bactericida sobre S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. dysgalactiae, S. uberis y S. agalactiae, en las condiciones

de prueba de este trabajo.

PALABRAS CLAVE: Produccion agroecoldgica. Quitoco. Tiempo de almacenamiento.

Introducio

O uso das plantas medicinais tem acompanhado o
homem ao longo da histéria, com prioridade na alimentagao
e cura de males. No Brasil, a riqueza desse conhecimento
esta atrelada a sua diversidade étnica e cultural. Sendo que, o
uso dessas plantas na produg@o animal tem se mostrado exi-
tosa no tratamento de varias enfermidades, principalmente
pelo resgate de saberes (SANTANA et al., 2015).

Uma das principais doengas infecciosas da produ-
¢do leiteira ¢ a mastite bovina, ocasionada por agentes bac-
terianos e leveduras, os quais vém tornando-se resistentes
a inimeros farmacos e desinfetantes convencionais (CAM-
POS; VALENTE; AVANCINI, 2014). Dessa forma, no ambi-
to das questdes sanitarias da producdo leiteira agroecologica,
o uso das plantas medicinais evidencia-se com potencial, em
que o seu uso vem sendo realizado por agricultores e veteri-
narios, por meio de solugdes ou pomadas a base de ervas para
uso topico ou via oral com plantas verdes e secas (SCHUCH
et al., 2008).

Nesse contexto, a espécie Pluchea sagittalis (Lam.)
Cabrera, conhecida como quitoco, madrecravo, erva-lucera
e tabacarana, pertencente a familia das Asteraceae, com
origem no Continente Americano, mostra-se frequente nas
regides sul e sudeste do Brasil. E um subarbusto anual ou pe-
rene, conforme as condigdes do ambiente, aromatico, ereto,
com caule herbaceo, flores lilaceas em capitulos oblongos,
reunidos em paniculas corimbiformes terminais e frutos do
tipo aquénio (LORENZI; MATOS, 2008). Apresenta agdo
antioxidante, antiviral, antibacteriana, antimicrobiana e a sua
composic¢do fitoquimica possui alcaloides, flavonoides e ta-
ninos (AHEMD; KAMEL, 2013).

Essa acdo das plantas medicinais se da pelos princi-
pios ativos provenientes dos compostos secundarios, que sao
produzidos por todas as plantas, mas variam em qualidade
e quantidade dependendo da espécie, em quantidade depen-
dendo do local de ocorréncia ou de um ciclo de cultivo para
outro, devido a fatores externos, aos quais as plantas estdo
expostas (FERREIRA; AQUILA, 2000). Entre esses fatores
externos, sdo elencadas temperaturas, geada, salinidade, dis-
ponibilidade hidrica, radiagdo solar, fatores quimicos e me-
canicos (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011).

No que tange a qualidade de armazenamento dos
extratos vegetais, esses devem preservar seus compostos
ativos, a fim de garantir a agdo farmacoldgica especifica de
cada espécie de planta, sendo a temperatura um dos fatores
relevantes para a preservagao dos ingredientes ativos, uma
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vez que o calor favorece a perda desses e consequentemente
mudangas no extrato (MOTA, 2014). Ademais, segundo essa
autora, poucos sao os estudos que avaliam a estabilidade de
tais produtos associados a atividade antibacteriana.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi ava-
liar extratos da espécie P. sagittalis, elaborados em diferen-
tes anos, frente a 10 microrganismos causadores da mastite
bovina.

Materiais e Métodos

Local de realizacio do experimento

O experimento foi realizado no més de abril de
2009, nas dependéncias do Laboratorio de Doengas Infeccio-
sas da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas, Capdo do Ledo-RS/Brasil.

Material vegetal

As partes aéreas das plantas de P. sagittalis foram
coletadas em pleno florescimento, pelo periodo da manha,
apos dias sucessivos sem chuva. O local de coleta foi na area
da Estagdo Experimental Terras Baixas, EMBRAPA Clima
Temperado, em Capado do Ledo-RS/Brasil, nas coordenadas
31°48°58”S e 52°28°170, nos meses de abril de 2008 ¢ fe-
vereiro de 2009.

Apos a coleta, os materiais foram secos em tempe-
ratura ambiente, até que se mostraram quebradigos a pressido
exercida pelos dedos e mantidos em local protegido até o
momento da elaboragdo dos extratos.

Preparo dos extratos

O preparo do extrato proveniente das plantas cole-
tadas no ano de 2008 foi no més de abril de 2008 e o armaze-
namento ocorreu até abril de 2009. Ja, o extrato das plantas
coletadas em 2009 teve seu preparo realizado em abril de
2009. Os extratos hidroalcodlicos foram preparados na pro-
por¢do 1:10, ou seja, 100 g de planta seca triturada para 1L
de alcool de cereais 70° GL. O material permaneceu imer-
so no alcool por um periodo de 15 dias, em vidro ambear,
com duas agitacdes diarias. Apos, procedeu-se a coagem ¢
armazenamento no escuro, em temperatura ambiente, até o
momento do uso no experimento. Neste momento, extraiu-se
o solvente com auxilio de evaporador rotativo, com 30 RPM,
50°C e pressao negativa de 600 mm/Hg e por fim completou-
-se 0 volume inicial da solu¢do com agua destilada estéril.
As diluigdes utilizadas no experimento foram de 50%, 25%,
12,5% e 6,25% (CLSI, 2018).
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Microrganismos testados

Os microrganismos testados foram Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Sal-
monella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus
ATCC 12600, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyi-
cus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus intermedius e Streptococcus uberis, prove-
nientes de armazenamento do Laboratorio de Doencas Infec-
ciosas da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
de Pelotas.

Ensaio microbiolégico

A técnica utilizada para a avaliagdo antimicrobiana
foi a microdilui¢do em caldo, em microplacas de 96 orifi-
cios em triplicata, a fim de ser determinada a concentragdo
bactericida minima (CBM). Os indculos das bactérias, foram
preparados na concentra¢do 10° UFC.mL"' em meio con-
tendo solugdo salina e caldo BHI 2x (Brain Heart Infusion).
Nas microplacas, foram colocados os extratos de P. sagitta-
lis 2008/2009 e os inoculos das bactérias, além do controle
de crescimento das bactérias ¢ o controle dos extratos, que
foram incubadas por 72 horas a 37°C em estufa. Apos esse
periodo, aliquotas de S5uL de cada orificio foram transferidas
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para placas contendo meio agar sangue desfibrinado de equi-
no a 5% e mantidos em incubag@o por 24 horas, na mesma
temperatura anterior, para realizar-se as leituras dos cresci-
mentos dos microrganismos, que se deu pela observagio vi-
sual dos microrganismos sobre o meio de cultura.

Analise dos dados

A partir das leituras dos crescimentos obtiveram
os resultados das Concentra¢des Bactericidas Minimas (%),
que se referem a menor concentragdo de extrato da planta
capaz de inibir o crescimento bacteriano (MOTA et al., 2013;
OYARZABAL et al., 2011; PRESTES et al., 2008). Para
analise dos dados, devido a sua anormalidade, utilizou-se o
Teste de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg, ao ni-
vel de 5% de significancia.

Resultados e Discussao

A Concentragido Bactericida Minima (CBM) do ex-
trato de P. sagittalis mostrou diferengas significativas quanto
ao0s microrganismos, mas nao para o ano de coleta e preparo
dos extratos, conforme o teste de hipdtese (X?) apresentado
na tabela 1.

Tabela 1: Teste de hipdtese (X?) para a Concentragdo Bactericida Minima (%) dos extratos de Pluchea sagittalis (Lam.)
Cabrera, preparados nos anos de 2008 ¢ 2009, para os microrganismos Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 10145, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus hyicus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus intermedius e Streptococcus

uberis.

Microrganismos
X? GL p(<0,05)
45,9184 9 0,0000*

Ano de coleta e preparo dos extratos
X2 GL p(<0,05)
0,0048 1 0,9445¢

*Diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg (p<0,05).

"Nao significativo

O extrato de P sagittalis, proveniente da coleta e
preparo do ano de 2008, manteve a estabilidade de seus com-
postos durante o periodo de um ano de armazenamento, visto
que sua acao frente aos microrganismos testados se mostrou
igual a do extrato preparado pouco tempo antes dos testes,
proveniente de coleta e elaboracdo no ano de 2009. Ao en-
contro desse resultado, Mota (2014) também nao encontrou
diferencas no resultado de diferentes formas de extratos de
Schinus terebinthifolius Raddi, armazenados por um periodo

de seis meses, frente a S. aureus (ATCC 12600), Staphylo-
coccus coagulasa positiva, S. agalactiae, S. dysgalactiae e
S. uberis.

O mesmo efeito farmacologico apresentado pelos
extratos, também infere na estabilidade dos compostos quan-
to a sazonalidade que se realizou a coleta, evidenciada entre
os meses de fevereiro e abril, muito embora em anos diferen-
tes e com suas caracteristicas abioticos especificas, conforme
dados da Tabela 2.

Tabela 2: Dados climatoldgicos dos dois periodos de coleta de Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera.

Temperatura média (°C)
Precipitagdo pluviométrica (mm)
Umidade relativa (%)

Radiag¢ao solar (cal.cm?.dia!)

Abril/2008 Fevereiro/2009
18 23,3
31,2 238,0
77,4 80
322.5 421,9

Fonte: Estacao Agroclimatologica de Pelotas-RS/Brasil.
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A variagdo quimica de compostos vegetais ¢ in-
fluenciada por fatores climaticos, como fotoperiodo, tem-
peratura, umidade, precipitagdo e intensidade de radiagdo
solar, que podem determinar a melhor época de colheita, na
qual pode-se obter maiores quantidades do principio ativo
de interesse (MACEDO et al., 2013; PAULUS et al., 2013;
TAVEIRA et al., 2003). Dessa forma, a estabilidade da agao
farmacoldgica dos extratos sobre os microrganismos, encon-
trada neste trabalho, ndo necessariamente indica que os com-
postos presentes nos extratos estavam na mesma propor¢ao
ao longo do periodo, mas sim, que mesmo com tal variagao,
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a eficiéncia bactericida manteve-se, o que na pratica, mostra-
-se de grande valia, no que tange o preparo e uso do extrato a
nivel de propriedade familiar agroecologica.

Os extratos de P. sagittalis apresentaram eficiéncia
para 70% dos microrganismos relacionados com a mastite
bovina testados no trabalho, sendo que para as cepas de S.
agalactiae, S. dysgalactiae e S. intermedius foram neces-
sarias as menores concentragdes, seguido de S. uberis, com
concentragdes intermediarias e as duas cepas de S. aureus ¢
S. hyicus, nas maiores (Tabela 3).

Tabela 3: Concentracao Bactericida Minima (%) para os microrganismos testados com extratos de Pluchea sagittalis (Lam.)

Cabrera formulados nos anos de 2008 e 2009.

Staphylococcus aureus ATCC 12600
Staphylococcus aureus

Streptococcus intermedius
Staphylococcus hyicus

Escherichia coli ATCC 8739
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis

Streptococcus agalactiae

50,00% B*
50,00% B
15,62% CD
50,00% B
100,00% A**
100,00% A**
100,00% A**
9,37% CD
28,12% C
6,25% D

*Letras maiusculas diferem na coluna pelo Teste de Kruskal-Wallis, método de Simes-Hochberg (p<0,05).

**100%: resistente.

Os microrganismos E. coli ATCC 8739, S. typhi-
murium ATCC 14028 e P. aeruginosa ATCC 10145, mos-
traram-se resistentes aos extratos de P sagittalis em todas
as concentragdes utilizadas (Tabela 3). Souza et al. (2004)
ao avaliarem o extrato métandlico de P. sagittalis, também
obtiveram resisténcia frente a E. coli, além de outros micror-
ganismos como Staphylococcus epidermidis, Bacillus subti-
lis, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e S. aureus,
mas pequena agdo sobre Micrococcus luteus. De encontro a
esses autores, o extrato de P. sagittalis na concentracdo de
50%, testada neste trabalho, promoveu inibi¢do em ambas
as cepas de S. aureus (Tabela 3). Nesse contexto, Grandini
(2017) ao testar o 6leo essencial de P. sagittalis frete a S.
aureus, obteve agdo pelo método qualitativo bioautografia,
mas nenhum efeito inibitério sobre o crescimento ao avaliar
a concentra¢do inibitdéria minima até a concentrag¢do de 450
pL/mL. Ademais, corroborando com os resultados deste tra-
balho, o autor anteriormente citado, também obteve resistén-
cia de E. coli ao 6leo essencial de P. sagittalis.

Por fim, o uso das plantas medicinais para o mane-
jo na producdo leiteira evidencia-se como uma possibilidade
real e viavel, que deve ser utilizada de forma complementar
a outros elementos, os quais venham a auxiliar na satde ani-
mal (OLANDA et al., 2016).

Conclusao

O extrato de P, sagittalis manteve a estabilidade de
seus compostos por pelo menos um ano de armazenamento.
Os extratos preparados em diferentes anos apresentaram a
mesma acdo farmacoldgica e ac¢do bactericida sobre S. au-
reus, S. intermedius, S. hyicus, S. dysgalactiae, S. uberis e S.

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 22, n. , 21-25, jan./mar. 2019

agalactiae, nas condic¢des de teste deste trabalho.
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