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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Lippia origanoides KUNTH
(VERBENACEAE) CONTRA Staphylococcus spp. CAUSADORES DE
MASTITE BOVINA

Resumo

A mastite é a enfermidade que acarreta maior prejuizo em rebanhos leiteiros, pois
ocasiona a diminuicdo da producdo de leite, descarte de animais e do leite infectado ou
contaminado com residuos. Para controlar tal infeccdo, tratamentos a base de antibioticos sdo
realizados sem recomendacdo médica e isso esta favorecendo a selecdo de microrganismos
resistentes. A utilizacdo de extrato de plantas para combater infec¢des das glandulas mamarias
ja € estudada a fim de reduzir o uso indiscriminado dos antimicrobianos. A Lippia
origanoides é uma planta rica em 6leos essenciais e outras substancias bioativas que possuem
forte potencial antimicrobiano, apresentando inibicdo de bactérias do género Staphylococcus
spp., considerados importantes causadores de infeccdes em humanos e nos animais. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a composicdo fitoquimica e a atividade
antimicrobiana do extrato de Lippia origanoides contra bactérias isoladas de casos de mastite
em bovinos. Apds obtencéo do extrato hidroalcolico, uma andlise de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) foi realizada para identificar os compostos majoritarios. A atividade
antimicrobiana do extrato foi avaliada pela técnica de microdiluicdo em caldo, e para os
antibidticos convencionais, pelo teste de disco-difusdo, contra bactérias do género
Staphylococcus spp. isoladas de casos de mastite em bovinos. A analise de HPLC revelou trés
compostos majoritarios que pertencem ao grupo dos flavonoides. O extrato apresentou
atividade antibacteriana frente a todas as amostras testadas, com concentracdo inibitoria
minima e concentracdo bactericida minima variando de 187,5 a 1.500 pg/mL. No teste de
disco-difusdo foi observado perfil de resisténcia aos antibidticos penicilina, tetraciclina,
eritromicina, clindamicina e cefoxitina, com destaque para o beta lactamico penicilina que foi
0 antibidtico com maior indice de resisténcia. O extrato da L. origanoides possui alto teor de
flavonoides e mostrou resultado promissor como composto antibacteriano, podendo ser uma

alternativa de baixo custo para o tratamento de mastite em bovinos.

Palavras-chave: Etnoveterinaria; Fitoterapia; Plantas medicinais; Alecrim pimenta; Glandula

mamaria.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Lippia origanoides KUNTH
(VERBENACEAE) AGAINST Staphylococcus spp. CAUSES OF BOVINE
MASTITIS

Abstract

Mastitis is the disease that causes the greatest damage in dairy herds, as it causes a
decrease in milk production, animal disposal and milk infected or contaminated with residues.
To control this infection, antibiotic-based treatments are performed without medical advice
and this is favoring the selection of resistant microorganisms. The use of plant extracts to
fight infections of the mammary glands is already studied in order to reduce the
indiscriminate use of antimicrobials. Lippia origanoides is a plant rich in essential oils and
other bioactive substances that have strong antimicrobial potential, showing inhibition of
bacteria of the genus Staphylococcus spp., considered important causes of infections in
humans and animals. Thus, the objective of this work was to evaluate the phytochemical
composition and antimicrobial activity of Lippia origanoides extract against bacteria isolated
from cases of mastitis in cattle. After obtaining the hydroalcoholic extract, a high performance
liquid chromatography (HPLC) analysis was performed to identify the major compounds. The
antimicrobial activity of the extract was evaluated by the broth microdilution technique, and
for conventional antibiotics, by the disk-diffusion test, against bacteria of the genus
Staphylococcus spp. isolated from cases of mastitis in cattle. HPLC analysis revealed three
major compounds that belong to the flavonoid group. The extract showed antibacterial
activity against all samples tested, with minimum inhibitory concentration and minimum
bactericidal concentration ranging from 187,5 to 1.500 pug/mL. In the disk diffusion test, a
resistance profile to the antibiotics penicillin, tetracycline, erythromycin, clindamycin and
cefoxitin was observed, with emphasis on the B-lactam penicillin, which was the antibiotic
with the highest resistance rate. The extract of L. origanoides has a high content of flavonoids
and has shown promising results as an antibacterial compound, and may be a low-cost

alternative for the treatment of mastitis in cattle.

Keywords: Ethnovet; Phytotherapy; Medicinal plants; Rosemary pepper; Mammary gland.
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1 INTRODUCAO

Nas fazendas leiteiras, a mastite é a doenca que traz maiores desafios a producao de leite,
pois acarreta grandes prejuizos ao produtor, devido a diminuicdo da secrecdo lactea, descarte
do leite durante o tratamento e gastos com medicamentos e honorérios veterinarios (LOPES et
al., 2012; SILVA et al., 2018). Trata-se de uma inflamacdo de origem complexa e
multifatorial, na qual multiplos patégenos como bactérias, fungos, algas e virus, podem estar
envolvidos (BRITO e BRITO, 2000). Entretanto, as bactérias sdo os principais agentes
causadores de mastite clinica e subclinica (SAAB et al., 2014; KUROSAWA et al., 2020;
FONSECA et al., 2021).

Bactérias do género Staphylococcus sdo consideradas o agente bacteriano mais prevalente
nos casos de mastite bovina (SAAB et al., 2014; ZIMERMANN e ARAUJO, 2017;
KUROSAWA et al., 2020), sendo o Staphylococcus coagulade positiva (SCP),
Staphylococcus aureus, a espécie mais frequentemente isolada (LIMA et al., 2020). Além
deste, os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) estdo cada vez mais presentes nos quadros
de infecgBes da glandula mamaria, e j& constituem a maioria dos isolados (SAAB et al., 2014;
KUROSAWA et al., 2020).

Essas bactérias representam uma ameaca a saude publica, devido ao padrdo de resisténcia
antimicrobiana que vém desenvolvendo ao longo dos anos (ZIMERMANN e ARAUJO, 2017;
CARVALHO et al., 2018; SANTANA et al., 2022) e pela possibilidade de transmisséo de
bactérias multirresistentes para 0 homem atraves do consumo de leite e de produtos lacteos
(PEREIRA V. et al., 2009; CARVALHO et al., 2018; SILVA et al., 2018; BIETRIX et al.,
2019). Além disso, os Staphylococcus spp. possuem varios genes codificadores de
enterotoxinas, e sdo capazes de causar surtos de intoxicagdo alimentar em humanos
(KEROUANTON et al., 2007; VANCRAEYNEST et al., 2006; PEREIRA V. et al., 2009).

A frequente utilizacdo de antibidticos para controle e tratamento da mastite bovina, tem
ocasionado selecdo de cepas bacterianas resistentes aos principais antibioticos utilizados em
tratamentos veterinarios e humanos (WALTHER e PERRETEN, 2007; CARVALHO et al.,
2018; SILVA et al., 2018; BEITRIX et al., 2019). O uso incorreto e/ou indiscriminado de

antibidticos é apontado como o principal fator responsavel pelo aumento da resisténcia



microbiana aos antibidticos (PEREIRA A. et al, 2009; KREWER et al., 2013;
ZIMERMANN e ARAUJO, 2017; KUROSAWA et al., 2020).

Em contrapartida, vem crescendo a utilizagdo de tratamentos alternativos para controle de
mastite nos rebanhos. Essas terapias sdo empregadas principalmente em fazendas destinadas a
producdo de leite organico (RUEGG, 2009; TRONCARELLI et al., 2013). Terapia
antibacteriana a base de extrato de plantas (RODRIGUES et al., 2013; NADER et al., 2018;
OLANDA et al., 2019), homeopatia (ALMEIDA et al., 2011; JESUS e COUTINHO 2017,
PAIM et al., 2020), ozonioterapia (OGATA e NOGATA, 2000; PEREIRA et al., 2003;
QUINTANA et al., 2019), e ainda, utilizacdo de Oleos essenciais (POZZO et al., 2011,
ALMEIDA et al., 2016; FURLANI et al., 2021) para tratamentos de mastite, ja sdo estudadas

e apresentam bons resultados.

A Lippia origanoides, conhecida também pela sinonimia de Lippia sidoides, € um arbusto
rico em 6leos essenciais e compostos ndo volateis, 0s quais possuem indmeras propriedades
terapéuticas (STASHENKO et al., 2010). Essa planta € alvo de diversos estudos, por possuir
potencial antimicrobiano (LEAL et al., 2019; GOMEZ-SEQUEDA et al., 2020; FURLANI et
al., 2021), antifingico (CORDERO et al., 2018; BRANDAO et al., 2021) antioxidante
(DAMASCENQO et al., 2018; MAR et al., 2018) analgésico e anti-inflamatério (OLIVEIRA et
al., 2014), antisséptico (MARCELDO et al., 2020), tripanocida (BALDISSERA et al., 2017),
inseticida e acaricida (MAR et al.,, 2018; ALCALA-OROZCO et al., 2019), e ainda,
antimutagénico, podendo assim ser usada na terapia anticancerigena (VICUNA et al., 2010).

A atividade inibitoria da L. organoides vem sendo testada contra bactérias comumente
envolvidas em casos de mastite clinica e subclinica, apresentando resultados favoraveis
(NADER et al., 2010; SOUZA et al., 2017; FURLANI et al., 2021). A inibicdo de bactérias
resistentes, como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), e potencializacéo
de antibioticos convencionais frente a bactérias multirresistentes, sdo uma comprovacdo do
potencial terapéutico dessa espécie (BARRETO et al., 2014a; BARRETO et al., 2014b;
GOMEZ-SEQUEDA et al., 2020).

A utilizacdo de extratos de plantas como antimicrobiano é considerado um método
promissor, pelo baixo custo e pela grande diversidade de espécies existentes com esse
potencial (PEREIRA A. et al., 2009; MESQUITA et al., 2017). Desta forma, o objetivo desse
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trabalho foi avaliar os componentes bioativos presentes na Lippia origanoides e a atividade

antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus spp. isoladas de casos de mastite bovina.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mastite

A mastite é considerada a principal enfermidade inflamatoria em rebanhos leiteiros, e sua
ocorréncia leva a alteracfes tanto na glandula mamaria quanto no leite, alterando suas
caracteristicas fisicoquimicas e organolépticas (SIMOES e OLIVEIRA, 2012). Além disso,
gastos com descarte do leite, servigos e medicamentos veterinarios, e descarte de animais

devido a mastite, somam importantes prejuizos para o produtor (LOPES et al., 2012).

Essa enfermidade pode ser classificada em mastite clinica ou subclinica. Na mastite
clinica, é possivel observar alteracfes no leite e na glandula mamaria, ja a mastite subclinica,
considerada a mais prevalente, ndo prova alteracGes visiveis no leite nem na glandula
mamaria, tornando dificil o diagnostico. Sendo assim, é necessario a realizagcdo de exames
complementares para diagnostica-la (ROYSTER e WAGNER, 2015).

Os sinais clinicos da mastite clinica incluem, inchacgo, hiperemia, enrijecimento e dor
durante a palpacdo no quarto mamario afetado, alteracGes como assimetria ou atrofia do além
de presenca de grandes grumos e pus no leite (LIMA et al., 2020). A mastite clinica ainda
pode ser classificada em superaguda, aguda, subaguda, cronica e gangrenosa (SIMOES e
OLIVEIRA, 2012).

A forma superaguda é caracterizam por intensa inflamacéo, e geralmente sdo observados
sinais sisttmicos como febre, prostracdo, anorexia, dentre outros. J& na forma aguda estes
sinais sistémicos sdo mais discretos e a evolucdo é mais lenta. Infec¢bes subagudas possuem
sinais inflamatdrios discretos, porém é possivel a visualizacdo de alteracfes no leite, como a
presenca de grumos no teste da caneca de fundo preto. A forma crbnica se destinge por
infeccdo persistente, que podem perdurar dias meses ou anos, levando a fibrose dos quartos
acometidos, ou até atrofia, e presenca de fistula. Na forma gangrenosa, pode haver
sangramentos, alteracfes de cor do tecido afetado, variando do escuro ao purpuro-azulado, e
auséncia de sensibilidade (SIMOES e OLIVEIRA, 2012).

A mastite subclinica € a mais prevalente nos rebanhos leiteiros (SANTOS, 2011; LIMA
et al., 2020; MESQUITA et al., 2020). Por ndo apresentar sinais clinicos visiveis a olho nu,
animais doentes podem passar despercebidos alastrando-se no rebanho, infectando outras

vacas, causando alteracbes na qualidade e producgéo leiteira (MASSOTE et al., 2019).
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Contudo, uma alta contagem de células sométicas no leite pode indicar a presenca dessa
enfermidade (COSTA et al., 2019). O California Mastitis Test (CMT) e a contagem de
células somaticas do leite (CCS) sdo utilizados com sucesso para o diagnostico de mastite
subclinica (SANTOS, 2011; LIMA et al., 2020; MESQUITA et al., 2020).

Alguns fatores de risco podem ser associados ao aparecimento de mastite no rebanho,
como idade avangada dos animais, Ubere penduloso e estadgio avancado da lactacdo
(ALMEIDA, 2020), além da ndo realizacdo de desinfeccdo dos tetos, antes e apos a ordenha, e
habitos de higiene inadequados dos ordenhadores (KREWER et al., 2013).

2.1.1 Agentes etioldgicos da mastite

Varios microrganismos podem causar infec¢bes da glandula mamaria, como bacteérias,
fungos e algas, porém, as bactérias sdo consideradas os agentes mais envolvidos nos casos de
mastite clinica e subclinica (MASSOTE et al., 2019). Infeccdes da glandula maméaria ainda
podem ser classificadas de acordo com a etiologia, em ambiental e contagiosa (MASSOTE et
al., 2019; FONSECA et al., 2021).

Na mastite ambiental, os patdgenos causadores estdo presentes no ambiente de ordenha,
nas fezes dos animais, na agua contaminada e no local onde os animais se deitam.
Normalmente a contaminagdo é atribuida a falta de higiene ambiental e no momento da
ordenha, cuja transmissdo pode acontecer durante a ordenha, pelas maos do ordenhador ou
teteiras sujas, ou apds a ordenha, quando os animais se deitam em ambientes contaminados
(MASSOTE et al., 2019).

Entre os patdégenos mais envolvidos nos casos de mastite ambiental estdo as bactérias
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, e a Escherichia coli, além de Klebsiella
spp., Entepobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Nocardia spp., outros Streptococcus spp.
e outros microrganismos como a microalgas Prototheca zopfii (MASSOTE et al., 2019;
FONSECA et al., 2021).

J& a mastite contagiosa, é provocada por microrganismos residentes no interior da
glandula maméria, e a principal fonte de disseminacao é através dos equipamentos de ordenha
ou pelas maos dos ordenhadores (ALMEIDA, 2020). E considerada a causadora de maiores
problemas dentro da producéo leiteira, e sua ocorréncia esta associada ao aumento da CCS no
leite (FONSECA et al., 2021).
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Os principais microrganismos envolvidos nos casos de mastite contagiosa sdo 0
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae,
Corynebacterium bovis e Actinomyces pyogenes (MASSOTE et al., 2019), sendo o
Staphylococcus spp. 0 agente mais isolado em casos de mastite clinica e subclinica
(KREWER et al., 2013; ZIMERMANN e ARAUJO, 2017; ALMEIDA, 2020).

Do género Staphylococcus, o0 S. aureus é a espécie mais identificada, e sua prevaléncia
pode chegar a 76,6% dos casos (COSTA et al 2019. Mastite causada por S. aureus provoca
um aumento da contagem de células somaticas no leite, o que afeta a qualidade desse
alimento e de seus derivados (COSTA et al.,, 2019). Além disso, infeccbes causas por
Staphyloccous coagulase negativo (SCN) também constituem a maioria dos casos mastite
(SAAB et al, 2014; KUROSAWA et al., 2020). Santos (2011) observaram grande
diversidade de SCN, isolados de casos mastite em rebanhos bovinos leiteiros da regido sul de
Minas Gerais, sendo as mais frequentes Staphylococcus hyicus (15,0%), Staphylococcus
chromogenes (12,5%), Staphylococcus gallinarum (12,5%), Staphylococcus lentus (12,5%) e
Staphylococcus epidermidis (10,8%).

2.1.2 Diagnostico da mastite clinica e subclinica

O diagndstico da mastite clinica pode ser realizado pelo exame fisico do animal e da
glandula mamaria, por meio da inspecdo, palpacdo, e afericdo dos parametros clinicos. Afim
de observar alteracGes sistémicas, ou no quarto mamario, tais como assimetria, aumento de
volume ou atrofia, verificacdo de endurecimento e sensibilidade local a palpacéo, e avaliacdo
das caracteristicas do leite, como presenca de grumos e pus (MAIOCHI et al., 2019; LIMA et
al., 2020).

Além disso, o teste da caneca de fundo escuro pode ser aplicado como uma ferramenta
para o diagnostico nos casos de mastite subaguda ou crénica, pois permite a visualizacdo de
alteracdes no leite que poderiam passar despercebidas pelo produtor. Esse teste deve ser
realizado antes de toda ordenha, e consiste na retirada dos quatro primeiros jatos de leite
numa superficie escura e telada, a fim de observar qualquer alteracdo nas caracteristicas do

leite, como grumaos, coagulos, pus, sangue ou leite aquoso (MAIOCHI et al., 2019).

A mastite subclinica apresenta maior desafio diagndstico, e sua ocorréncia esta
intimamente relacionada com o aumento das células somaticas no leite, uma vez que o

processo inflamatdrio instalado promove a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, as quais
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estimulam o recrutamento de leucécitos do sangue para o interior da glandula mamaria
(COSTA et al., 2019).

O CMT é um teste que avalia indiretamente a quantidade de células somaticas presentes
no leite, através da acdo de um reagente que atua rompendo o citoplasma e nicleo das células,
provocando a liberacdo do material genético no meio. A interacdo dos acidos nucléicos com o
reagente forma uma viscosidade que é medida em escores, quanto maior a viscosidade, maior
a guantidade de células somaticas presentes na amostra (FONSECA et al., 2021; MAIOCHI
etal., 2019).

Por ser um exame de aplicacdo rapida e facil, o CMT tem se mostrado um teste de alta
aplicabilidade no controle e diagnostico da mastite subclinica nos rebanhos leiteiros
(FONSECA et al., 2021; LIMA et al., 2020). A falta de monitoramento do rebanho por meio
de CMT ¢€ considerada um fator de risco para o aumento da quantidade de células somaticas
no rebanho, e consequentemente, piora da qualidade do leite (REIS et al., 2017; COSTA et
al., 2019).

Outra forma de avaliacdo indireta das células somaticas € o Wisconsin Mastitis Test
(WMT), o qual pode considerado um aprimoramento do CMT, com a finalidade de eliminar a
subjetividade na interpretacdo do resultado, nesse teste o resultado é expresso em milimetros,

correlacionado esse nimero com a quantidade de células somaticas (MAIOCHI et al., 2019).

A contagem direta das células somaticas presentes no leite pode ser realizada
manualmente, através da microscopia, porém esta técnica demanda muito tempo, além de
apresentar grande variacdo de interpretacdo por diferentes observadores. Ja a contagem
eletronica, € um método automatico e de facil processamento, como por exemplo por meio da
citometria de fluxo, contudo é considerado caro sendo utilizado principalmente em paises
desenvolvidos (GONCALVES et al., 2018).

Embora ambas técnicas apresente limitaces, uma contagem precisa de células somaticas
do leite, realizada de forma individual ou em conjunto, é uma das melhores ferramentas para o
monitoramento da salde do Ubere do rebanho. Um leite com contagem de células menor que
100.000 cel/mL provavelmente ndo se trata de um leite mastitico, enquanto que uma
contagem superior a 200.000 cel/mL geralmente € indicativo da ocorréncia de mastite

subclinica naquele quarto mamério (MAIOCHI et al., 2019).
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A cultura microbioldgica do leite associada ao antibiograma é considerada o exame
definitivo para o diagnostico da mastite. Nele € possivel isolar o agente causador bem como
definir a melhor terapia a sem empregada, pois no antibiograma € possivel identificar quais
drogas sdo capazes de inativar aquele patdgeno (FONSECA et al., 2021; LIMA et al., 2020).
Embora essa técnica envolva custo com equipamentos e equipe qualificada para sua
realizacdo, a cultura microbiana e o antibiograma sdo técnicas que devem ser utilizadas

sempre que possiveis para o diagndstico da mastite (KUROSAWA et al., 2020).
2.1.3 Tratamento e resisténcia antimicrobiana

O tratamento das afeccbes da glandula mamaria geralmente é a base de antibioticos,
todavia, na maioria das vezes, essa escolha ndo é baseada no isolamento do agente e nos testes
de sensibilidade in vitro, apenas nos aspectos clinicos da enfermidade (KUROSAWA et al.,
2020). Além disso, o0 uso indiscriminado, equivocos de dosagem e de duracdo do tratamento
tem provocado eliminacdo de microrganismos sensiveis e sele¢cdo de patdgenos resistentes,
prejudicando assim, o sucesso do tratamento e aumentando as chances de recidivas (JAMALI
etal., 2018; KUROSAWA et al., 2020).

A terapia antimicrobiana mais indicada é realizada através da administracdo intramaméria
das drogas. Os antibioticos recomendados para tratamentos realizados durante a lactacdo sdo
os do grupo dos B-lactdmicos (penicilinas e cefalosporinas) e dos macrolideos. Para o
tratamento de vacas durante o periodo de secagem sdo utilizadas doses maiores e as
formulagdes apresentam maior tempo de permanéncia no ubere, sendo os B-lactdmicos os
antibacterianos de escolha (ROYSTER e WAGNER, 2015). Todavia, padrbes de resisténcia a
antibioticos vém sendo observado ao longo dos anos, principalmente aos [-lactdmicos

(MENDONCGCA et al., 2012; ALMEIDA, 2020; KUROSAWA et al., 2020).

Os Staphylococcus spp. sdo frequentemente resistentes aos B-lactdmicos e o principal
mecanismo esta relacionado a produgdo de enzimas B-lactamases por essas bactérias. O gene
Bla Z é o responsavel pela codificacdo dessas enzimas, contudo, maltiplos mecanismos estdo

envolvidos na resisténcia estafilococica aos -lactimicos (MENDONCA et al., 2012).

As bombas de efluxo também sdo consideradas um importante mecanismo de resisténcia
a antibioticos, principalmente em S. aureus, e consistem em transportadores de membrana que
sdo capazes de expelir o antimicrobiano, diminuindo sua concentracdo intracelular e
aumentando a sobrevivéncia bacteriana (ZLOH et al., 2003; SCHINDLER et al., 2013). Outro
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mecanismo desenvolvido, é a producdo de proteinas de ligagdo as penicilinas, PBP2a e
PBP2’, as quais possuem baixa afinidade pelos B-lactdmicos, impedindo sua ligacdo com a
bactéria (MENDONCA et al., 2012). Esse mecanismo de resisténcia é conferido por um
elemento genético mdvel, denominado cassete cromossdmico (SCC mec), que contém o gene
mec A, codificante dessa proteina, além de outros genes como 0 mec C, que também esta

envolvido nesse mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos (BIETRIX et al., 2019).

A producéo de enzimas de ligacdo as penicilinas € o mecanismo que confere resisténcia a
meticilina em Staphylococcus aureus, chamado MRSA (MENDONCGCA et al., 2012; BIETRIX
et al., 2019). InfeccBes por MRSA podem ser encaradas como um problema de saude publica,
pois essas bactérias sdo comumente identificadas como causadoras de infecgdes hospitalares.
(MASSOTE et al., 2019). Além disso, os MSRA sdo carregadores de multiplos genes de
resisténcia a antibioticos, muitas vezes tornando a terapia complicada (KUMAR e VARELA,
2012; OTTO, 2012).

Segundo Bietrix et al. (2019), isolados de MRSA que carregam genes de resisténcia sdo
capazes de se disseminar amplamente entre vacas leiteiras, podendo persistir no rebanho por

varios anos apos serem introduzidos neste ambiente.

O isolamento e identificacdo do agente causador de mastite, bem como, a realizacdo de
testes de sensibilidade in vitro sdo recomendados a fim de reduzir o uso de antibidticos
ineficazes, porém, essa é uma pratica pouco comum nas fazendas de producdo leiteira
(ZIMERMANN e ARAUJO, 2017; KUROSAWA et al., 2020). Além de tudo, medidas de
controle, como boas préaticas de ordenha, antissepsia e higiene, sdo aconselhadas para reduzir
0s casos de mastite nos rebanhos (KREWER et al., 2013; ALMEIDA, 2020).

2.2 Mastite e satde publica

Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativo multirresistentes, séo
frequentemente isoladas do leite de animais com mastite (MENDONCA et al., 2012;
KUROSAWA et al., 2020). H& uma grande preocupacao por parte dos profissionais de saude
humana e animal sobre a transmissdo desses microrganismos ou de genes de resisténcia para
seres humanos através da ingestdo de leite e/ou derivados contaminados, principalmente de
estirpes como 0 MRSA (SILVA et al., 2018; BIETRIX et al., 2019).
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Carvalho et al., (2018), ao avaliar a qualidade do leite cru comercializado num municipio
do Maranhdo, isolaram Staphylococcus spp. de todas as amostras testadas, das quais,
aproximadamente 70% foram identificadas como S. aureus resistentes a maioria dos

antimicrobianos testados.

O leite e produtos lacteos é um dos principais alimentos envolvidos em doencas
transmitidas por alimento (DTA), e 0 S. aureus é o segundo patdgeno mais identificados nos
casos de intoxicacdo alimentar (COSTA e DIAS, 2013). Essa bactéria, além de apresentar
resisténcia a varios antibidticos, também sdo capazes de produzir vérios tipos de toxinas,
causando surtos de toxinfec¢do (PEREIRA V. et al., 2009; COSTA e DIAS, 2013).

De acordo com Pereira V. et al. (2009), é extremamente necessario prevenir a presenca
de cepas de S. aureus em alimentos, pois estes, sdo capazes de carregar multiplos genes
codificantes de enterotoxinas termoestaveis, alem de varios outros fatores de viruléncia. Um
estudo realizado com isolados de carne, produtos carneos, leite, produtos lacteos e de vacas
com mastite, revelaram que 69% dos S. aureus isolados mostraram-se enterotoxigénicos,
apresentando um ou mais genes codificantes de enterotoxinas e, sea seg, sea seg sei e seg sei,
foram perfis genético mais comuns; além disso, 38% dos isolados foram resistentes a
oxacilina, ou seja, MRSA, e apresentaram outros fatores de viruléncia, como producéo de
hemolisinas e gelatinases (PEREIRA V. et al., 2009).

Vale ressaltar ainda que cepas de MRSA podem transferir resisténcia fenotipica e
genotipica para cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA), disseminando a resisténcia a
antibidticos entre diferentes cepas de S. aureus (BRITUS et al.,, 2017). Além do mais, a
demonstracdo de transferéncia de resisténcia entre cepas de S. aureus avicolas para cepas de S.
aureus humanas, indica que a disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos pode acontecer

entre cepas de diferentes ecossistemas (KHAN et al., 2000).

Lobato e De Los Santos (2019), sugerem que a presenca de microrganismos resistentes a
antimicrobianos dentro dos sistemas de producéo de leite, é provavelmente uma consequéncia
do uso intensivo e incorreto de drogas antimicrobianas para tratamento da mastite. A
utilizagdo de antibidticos e preparacBes intramamarias, muitas vezes realizadas pelo
proprietario sem a prescricdo do médico veterinario, contribui para alta incidéncia de bactérias
resistentes a antibioticos em casos de mastite, e consequente transferéncia de resisténcia
mediada por plasmideos entre essas bactérias (CHANDRASEKARAN et al., 2014).
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2.3 Uso de plantas medicinais como antimicrobiano

Conhecimentos populares sobre a utilizacdo de plantas medicinais para tratamento e
controle de infeccdes € uma pratica antiga e passada de geracdo em geracdo (BEZERRA et
al., 2009; SOUZA et al., 2017). Os fitoterapicos se tornam uma boa opcéo para tratamento de
enfermidades, pois além de proporcionar o efeito medicinal, sdo mais acessiveis, além de
tudo, o Brasil possui uma rica biodiversidade, possibilitando uma exploracdo cientifica que
contribua para o conhecimento do brasileiro sobre a utilizacdo de plantas medicinais que

podem auxiliar na sua saude e qualidade de vida (REMPEL et al., 2019).

A busca por tratamentos alternativos para as mais diversas enfermidades tornou-se cada
vez mais necessaria, a fim de evitar efeitos colaterais das terapias convencionais, ou até
mesmo pelo alto custo das medica¢des. (SPEROTTO, 2010). Além disso, os altos indices de
resisténcia aos antibidticos impulsionou a busca por novas formulacdes capazes de controlar
e/ou combater o crescimento bacteriano (SOUZA et al., 2017; SPEROTTO, 2010).

A utilizacdo de extratos de plantas como antimicrobiano vem sendo estudada ao longo
dos anos, e é considerada uma alternativa promissora para reducdo do uso de antibidticos
(SOUZA et al., 2017). Diversos compostos bioativos sintetizados por essas plantas, ja foram
determinados como potentes agentes antimicrobianos, e varios estudos tém demonstrado
cientificamente, a atividades de plantas tradicionais frente a microrganismos patogénicos
resistentes a antimicrobianos, bem como a capacidade de inibir fatores de viruléncia, modular
a resisténcia aos antibidticos, e contribuicdo sinérgica com o0s antibidticos atuais
(MICKYMARAY, 2019).

Um estudo realizado por Mesquita et al. (2017) sobre plantas da caatinga com potencial
antimicrobiano, reuniu um total de 48 familias botanicas como alvo de estudo, sendo a familia
Fabaceae a mais citada. Além da Fabaceae, outras familias amplamente estudadas sdo
Asteraceae, Lamiaceae e Euphorbiaceae, sendo o Cymbopogon citratus, Ocimum
gratissimum, Lippia alba, Calophyllum brasiliense e Lippia sidoides (sinbnimo de L.

origanoides) as espécies que mais se destacam (ZAGO, 2018).

A acdo antimicrobiana é atribuida a uma série de composto presentes nas plantas, como
polipeptidios, terpenoides, alcaloides, substancias fendlicas e polifendis, que incluem fendis
simples, &cidos fendlicos, quinonas, e flavonoides, além de taninos e cumarinas (ALVES e

MOREIRA, 2021). Além disso, esses compostos também podem apresentar outras funcdes,
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como a atividade antioxidante, o que torna a planta um composto antimicrobiano com baixa
toxicidade, e ainda, capaz de reduzir o estresse oxidativo celular (BRAZ et al., 2020; SOUZA
et al., 2020).

Espécies como, o marmeleiro preto (Croton nepetifolius), o marmeleiro da caatinga
(Croton blanchetianus) (FERREIRA et al., 2020), a arnica (Chaptalia nutans) (SOUZA et al.,
2020), o amendoim-do-campo (Sterculia striata) (BRAZ et al., 2020), o bacupari doce
(Garcinia brasiliensis) (MAIA et al., 2018), o alecrim pimenta (Lippia origanoides), e o
barbatimédo (Stryphnodendron adstringens) (SOUZA et al., 2017), sdo exemplos de plantas
nativas do Brasil que possuem potencial antimicrobiano. Contudo, vale ressaltar que apesar
da imensa diversidade genética vegetal do Brasil, grande parte ainda permanecer oculta a
ciéncia, necessitando de estudos que avaliem suas propriedades farmacoldgicas (ALVES e
MOREIRA, 2021).

2.3.1 Plantas medicinais e mastite

Vérias espécies de plantas com potencial antibacteriano sdo descritas para uso em
tratamentos veterinarios (BEZERRA et al., 2009). Muitos estudos sdo concentrados no uso
plantas medicinais para tratamentos de mastite; espécies como Mimosa tenuiflora (BEZERRA
et al., 2009), Stryphnodendron adstringens, Croton urucurana (NADER et al., 2018), Punica
granatum (SANTOS et al., 2014), Baccharis dracunculifolia, Croton antisyphiliticus,
Psidium cattleianum, Tagetes minuta, Psidium guajava (KRUMMENAUER et al., 2019), e L.
origanoides (SOUZA et al., 2017) apresentam atividade inibitoria de bactérias relacionadas a

infeccdes mastiticas.

Componentes extraido de plantas ou de seus 0leos essenciais, sao capazes de inibir o
crescimento bacteriano, modular mecanismos de resisténcia e agir sinergicamente a
antibidticos convencionais, sem causar toxicidade ou alteracdes nas células mamarias (MAIA
et al., 2018). Tanto a mastite quanto seu tratamento podem alterar o leite, que posteriormente
sera destinado ao consumo, desta forma é extremamente importante a busca por tratamentos
alternativos que deixem o menor percentual de residuos no produto consumido (OLIVEIRA
etal., 2019).

O extrato etandlico da casca da jurema preta, Mimosa tenuiflora, uma planta muito
comum na caatinga, mostrou efetiva atividade antimicrobiana contra bactérias isoladas de

mastite clinica e subclinica, mesmo em bactérias que foram consideradas resistentes ao
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antibiotico amoxicilina (BEZERRA et al., 2009). No Sertdo de Pernambuco, a acao
antimicrobiana da jurema preta, juntamente com a da umburana, Commiphora leptophloeos,
também foram comprovadas frente a isolados de mastite em pequenos ruminantes, nessa
regido, essa atividade agropecuaria € considerada uma das mais importantes fontes de renda,

principalmente na agricultura familiar (SOUSA et al., 2020).

A maioria das pesquisas com uso de extrato de plantas para tratamento e controle da
mastite sdo direcionadas para inibi¢do de bactérias do género Staphylococcus, considerado um
importante causador de infec¢des da glandula mamaéria e responsavel pela maioria dos casos
de resisténcia antimicrobiana (PEREIRA A. et al., 2009; NADER et al., 2010; RODRIGUES
etal., 2013; SANTOS et al., 2014).

Nader et al. (2018) avaliaram as fracGes e subfragcdes do extrato de Croton urucurana e
verificaram atividade antibiofilme semelhante ao antibi6tico vancomicina frente a cepas de S.
aureus isolados de leite mastitico, além disso, a substancia a-Costol, isolada do extrato,
demonstrou o melhor efeito quando comparada aos demais tratamentos avaliados, reduzindo

cerca de 6 ciclos logaritmicos da populacéo bacteriana em biofilme.

Outro ponto importante é a acdo sinérgica de extratos e Oleos essenciais extraido de
plantas com os antibioticos utilizados para o tratamento da mastite, como por exemplo,
Eucalyptus globulus e Juglans regia, as quais mostraram uma sinergia interessante em
combina¢do com penicilina G para a maioria das cepas de Staphylococcus spp. resistentes a
penicilina isolados de mastite bovina (GOMES et al., 2019). Acidos fenolicos e flavonoides
presentes nessas plantas provavelmente agem inibindo as proteinas de ligacdo a penicilina 2a
(PBP2a), um importante mecanismo de resisténcia a antibioticos de S. aureus, e isso faz com
que essas plantas fortalecam a bioatividade de antibioticos [B-lactdmicos frente a essas
bactérias (GOMES et al., 2019).

H& vérias evidéncias sobre o potencial terapéutico das plantas contra patdgenos
causadores de mastite, todavia, estudos adicionais ainda sdo necessarios, como a avaliacdo da
sua atividade e toxicidade in vivo, a fim de introduzir sua aplicagdo como uma alternativa
natural aos antibioticos tradicionais, ou pelo menos como um agente que contribua para a
reducdo do uso de antibidticos em fazendas leiteiras (QUEIROGA et al., 2018;
MORDMUANG et al., 2019; SILVA et al., 2019).
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2.4 Lippia origanoides

O género Lippia é considerado um dos maiores géneros da familia Verbenaceae,
compreendendo cerca de 100 espécies (MARX et al., 2010; O’LEARY et al., 2011). Possui
ampla distribuicdo na América do Sul, ocorrendo da Guiana até o norte da Argentina, e
também na América Central (O’LEARY et al., 2011). Algumas espécies também sdo
encontradas no continente Africano (MARX et al., 2010). O Brasil é considerado um grande
centro de diversidade, albergando aproximadamente 70-75% das espécies desse género
(VICCINI et al., 2006).

De acordo com O’Leary et al. (2011), esse género é caracterizado por possuir flores
geralmente axilares e capituliformes, com célices principalmente bilobados e frutos secos, que
se separam em duas unidades. Essas plantas vém despertando interesse dos pesquisadores
devido a grande quantidade de substancias bioativas em sua composicdo (STASHENKO et al.,
2013; GUIMARAES et al., 2015). Diversas espécies sdo investigadas acerca de seus
compostos fitoquimicos e atividades farmacoldgicas como, L. origanoides, L. alba, L.
citriodora, L. graveolens, L. micromera, L. dulcis etc. (ESCOBAR et al., 2010; STASHENKO
etal., 2013; BALDISSERA et al., 2017; CORDERO et al., 2018).

A L. origanoides é uma planta bastante utilizada na medicina popular para tratamento de
diversas enfermidades (OLIVEIRA et al.,, 2014), e devido seu potencial terapéutico foi
inserida como planta medicinal de interesse do Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL.,
2018). Sua agdo farmacoldgica na maioria das vezes € atribuida a seu 6leo essencial, contudo,
varias substancias bioativas presentes na planta sdo de importancia medicinal (PASCUAL et
al., 2001; STASHENKO et al., 2008; STASHENKO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, essa planta é conhecida popularmente como alecrim-pimenta, devido a
caracteristica picante do seu sabor (GUIMARAES et al., 2015), e como salva-de-marajo em
algumas regides (OLIVEIRA et al., 2014). E um arbusto aromatico ereto que possui caules
quebradicos e ramificados, com folhas simples, opostas, ovais lanceoladas, aromaticas e
deciduas, com peciolo, e margens crenadas, apresentando tricomas brancos em ambas as faces.
As flores sdo brancas e organizadas em inflorescéncias subglobosas ou subpiramidais, com
calice curto e membranoso. Possuem haste longa e axilar, podendo ser simples ou dupla.
Possui frutos secos, distribuidos em torno de um eixo em grupos quadrados, com sementes
pequenas (GUIMARAES et al., 2015).
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Tricomas glandulares presentes em L. origanoides sdo 0s responsaveis pela secrecdo de
varias substancias bioativas da planta (TOZIN et al., 2015a; TOZIN et al., 2015b). A maior
densidade glandular esta presente nas bracteas e sépalas, seguidas de pétalas e folhas (TOZIN
et al., 2015b). Ao todo, cinco morfotipos de tricomas ja foram identificados; desses, quatro
secretam substancias lipidicas (TOZIN et al., 2015a), o que torna essa planta rica em 0leo
essencial. Compostos fenolicos também sé&o secretados pelos morfotipos I, 11, 1l e V, e ainda,
terpenos, polissacarideos, proteinas, alcaloides e mucilagem sdo secretados por diferentes
morfotipos de tricomas (TOZIN et al., 2015a).

2.4.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais e extratos

H& uma grande variacdo na composi¢cdo quimica do 6leo essencial de L. origanoides,
cujos compostos majoritarios variaram entre as populacdes, entre 0s individuos de uma mesma
populacdo e até entre os 6rgaos de um mesmo individuo (TOZIN et al., 2015b). Stakenko et al.
(2010), descreveram trés quimiotipos do 6leo essencial de L. origanoides. Eles possuem 25
constituintes em comum, mas diferem em seus componentes principais (STAKENKO et al.,
2010; STAKENKO et al., 2013).

O quimiotipo A, caracterizado por um forte aroma citrico, possui maior teor de p-cimeno
(12%) e trans-p-cariofileno (9%) (STASHENKO et al.,, 2010). Também é chamado
quimiotipo rico em cariofileno (STASHENKO et al., 2013). Nele também sdo encontrados
outros hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos, como a-felandreno e B-felandreno, p-
cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-humuleno, 6xido de cariofileno e a- e B-eudesmol. O
segundo quimiotipo, quimiotipo B, é rico em carvacrol, e possui aroma semelhante ao
orégano. Sua composicdo inclui principalmente compostos fenolicos oxigenados e
hidrocarbonetos monoterpenos, cujo composto majoritario € o carvacrol (40%) seguido do p-
cimeno (13%), além de y -terpineno e timol em menor concentracdo. Os 6leos do quimiotipo
C, rico em timol, também possuem fragrancia tipica de orégano, sua composicdo é semelhante
ao tipo B, formado principalmente por compostos fendlicos oxigenados e hidrocarbonetos
monoterpenos, contudo, o timol (56%) é componente principal, sendo encontrado também o
p-cimeno (9%) ey -terpineno (5%) (STASHENKO et al., 2010).

De acordo com Stashenko et al. (2010), o quimiotipo rico em carvacrol (B), identificados

em plantas da Colémbia, possuem composi¢cdo semelhante aos éleos descritos por Santos et
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al. (2004) e Oliveira et al. (2007) no Brasil, e o quimiotipo rico em timol (C) se assemelha ao

encontrado por Rojas et al. (2006) na Venezuela.

No entanto, outros quimiotipos foram descritos no Brasil. Um 0leo essencial extraido de
Lippia schomburgkiana, considerada sinbnimo de L. origanoides, coleada no Nordeste do
Brasil, apresentou como componente principal o 1,8-cineol (64,1%), seguido de a-terpineol
(12,0%) e y-terpineno, sendo apontado como quimiotipo D (SILVA et al., 2009). Ainda, um
estudo circadiano realizado com plantas do Para incluiu um novo quimiotipo de dleo essencial
de L. origanoides, o quimiotipo E, o qual é rico em (E)-metil cinamato e (E)-nerolidol e
apresenta odor amadeirado frutado, além de demonstrar varia¢cbes na composi¢do do Oleo
essencial dessa planta conforme o més e a hora de coleta do material vegetal. Na estacdo seca
(Junho-dezembro) foram identificados (E)-metil cinamato, p-cimeno, 1,8-cineol, (E)-
nerolidol, carvacrol, y - terpineno, (E)-cariofileno ¢ a-pineno. Ja na estacdo chuvosa os
principais componentes foram (E)-nerolidol, 1,8-cineol, carvacrol, a-pineno, (E)-cariofileno, y
-terpineno e p-cimeno. Além disso, verificou-se tambem que alguns componentes
majoritarios, como o carvacrol, podem estar ausentes em alguns meses do ano (RIBEIRO et
al., 2014).

Silva et al. (2017), ao analisar 6leos essenciais de L. origanoides de diferentes partes da
Amaz6nia, encontraram uma composicdo volatil variada entre as amostras estudadas. Na
amostra 1 (LiOr-1), foram identificados principalmente monoterpendides oxigenados, o 1,8-
cineol (64,1%), a-terpineol (12,0%) e P-cariofileno (3,8%). Na amostra 4 (LiOr-4) foi
verificado uma composicdo semelhante, com dominancia dos monoterpendides oxigenados,
no qual o 1,8-cineol (70,5%) também foi o composto majoritario, seguido por a-pineno
(4,6%) e sabineno (4,9%). Esses dois tipos foram considerados estatisticamente semelhantes
em sua composi¢do. No LiOr 2, também predominava os monoterpendides oxigenados,
porém o composto principal foi o timol (88,2%), além de menores concentracdo de p-cimeno
(6,4%), (2)-p-ocimeno (1,1%) e carvacrol (1,0%). O LiOr-3, constituido em sua maioria de
hidrocarbonetos  monoterpénicos e  hidrocarbonetos  sesquiterpénicos,  apresentou
predominantemente B-cariofileno (22,1%), p-felandreno (17,7%) e a-felandreno (17,6%). E
no LiOr-5, composto principalmente por sesquiterpendides e monoterpendides oxigenados,
foram identificados o (E)-nerolidol (27,9%), B-cariofileno (12,7%) e carvacrol (5,3%) como

substancias majoritarias.
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Em plantas do Cerrado brasileiro essa variacdo também ocorre em individuos de
diferentes areas e populacdes. Além disso, sdo encontrados diferentes perfis na inflorescéncia
e nas folhas. Numa érea do Cerrado (cerrado stricto sensu), foi identificado na inflorescéncia
que o trans-cariofileno foi o composto majoritario dos individuos 1, 2 ¢ 4, e o a-humuleno foi
o composto principal do individuo 3; nas folhas, a-humuleno e trans-cariofileno foram os
componentes majoritarios dos individuos 3 e 4, enquanto o individuo 2, era formado
principalmente por trans-cariofileno e &-cadineno. J& no campo cerrado, o individuo 1
apresentou maior concentracdo de trans-cariofileno e B-pineno nas inflorescéncias, e trans-
cariofileno nas folhas. O a-selineno, trans-cariofileno, e o 7-epi-a-selineno foram os
componentes principais tanto nas inflorescéncias quanto nas folhas do individuo 2. E o
individuo 3 apresentou nas inflorescéncias e nas folhas, o 1,8 cineol como composto
majoritario (TOZIN et al., 2015b).

Todavia, quando se trata da composicdo ndo volatil de L. origanoides, e da composicao
quimica de seus extratos, ha poucas publicagdes disponiveis (STASHENKO et al., 2013;
LEITAO et al., 2017). Stashenko et al. (2010) afirma que a composicdo dos extratos de L.
origanoides sdo semelhantes aos seus quimiotipos de Oleo essencial, diferindo apenas
quantitativamente e pela presenca da pimocembrina, a qual foi identificada no quimiotipo A,

rico em carofileno.

Varios metabolitos secundarios ja foram identificados no extrato etanolico dessa planta,
como taninos, catequinas, flavonoides, esteroides e triterpenos, derivados de cumarina,
saponinas e alcaloides. Dessas substancias, foi possivel identificar o acido galico, catequinas,
epigalocatequina-galato (EGCG), epicatequina, acido cafeico, &cido vanilico, &cido p-

cumarico, &cido ferulico, acido salicilico e quercetina (BRAGA et al., 2019).

Stashenko et al. (2013), trazem um perfil cromatografico obtido a partir de uma mistura
de flavonoides e acidos fendlicos, no qual foi possivel diferenciar os seguintes composto:
acido cumarico, &cido cafeico, pinocembrina, &cido carndsico, naringenina, apigenina,
kaempferol, luteolina, quercetina, &cido rosmarinico, e &cido ursélico. A pinocembrina e
narigenina foram isoladas nos trés quimiotipos estudados de L. origanoides (STASHENKO et
al., 2013).

Leitdo et al. (2017) isolaram como compostos principais do extrato etanélico de L.

origanoide o eriodictiol, naringenina, pinocembrina, ramnocitrina, 3,4 -dimetoxifisetina, e
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ainda, o carvacrol e o timol, que fazem parte compostos volateis da planta. Além disso,
puderam identificar uma fracdo rica de flavonoides ao combinar duas técnicas de
cromatografia liquida, identificando a taxifolina, verbascoside, luteolina, vitexina, isovitexina,
orientina, isoorientina, robinetina, quercetina, 6,8-di-C-hexosil-luteolina e 6,8-di-C-glucosil-

apigenina, sendo as duas ultimas, relatadas pela primeira vez em Verbenaceae.

A composi¢do quimica do extrato também difere em fungdo das partes da planta
utilizada. O extrato etandlico obtido dos talos apresentou o esteroide P-sistosterol como
principal composto; das raizes foi isolada e a naftoquinona tecomaquinona, e no extrato
etandlico das folhas foram identificados 0 monoterpeno carvacrol, o flavonoide naringenina, a

mistura de outros flavonoides e a mistura de di-hidrochalconas (ALMEIDA et al., 2010).

Alguns desses metabdlitos ja haviam sido identificados anteriormente por Costa et al.
(2001) e Costa et al. (2002), que isolaram além dos compostos ja conhecidos (&cido
oleandlico, metil-3,4-diidroxibenzoato, lapachenol, tecomaquinona, tectoquinona, tectol,
tectol acetilado, quercetina, luteolina e glucoluteolina), a naftoquinona lippisidoguinona e 0s

flavonoides taxifolina e isolariciresinol.
2.4.2 Uso popular e propriedades farmacoldgicas

Um levantamento realizado sobre o uso tradicional de espécies de Lippia spp. reuniu 52
espécies usadas na América do Sul, América Central, e na Africa Tropical. Geralmente, s&o
utilizadas as folhas ou partes aéreas e flores, preparadas como infusdo ou decoccdo, e
administrado oralmente. Essas espécies sdo utilizadas principalmente para disturbios
gastrointestinais e respiratorios, sendo a L. origanoides, empregada para tratamentos de

resfriados, gripe, bronquite, tosse e asma (PASCUAL et al. 2001).

Em comunidades quilombolas de Oriximind, no Par&/Brasil, a L. origanoides se destacou
como as dez espécies mais versateis dentre 254 plantas citadas em um estudo
etnofarmacol6gico. Essa espécie € localmente conhecida como salva-de-marajé e o0s
principais usos citados foi para tratamento de colicas menstruais, dores de estdmago e colicas
do bebé e do pobs-parto, evidenciando possiveis atividades antiespasmddicas, anti-
inflamatorias e analgésicas de L. origanoides. Ainda, essa planta também é comumente
utilizada para tratamento de doenca pulmonar (pneumonia e tuberculose) e inflamacdo na
garanta (OLIVEIRA et al., 2014).
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Uma das principais atividades farmacologicas encontradas nos 0leos essenciais ou
extratos de L. origanoides, € a atividade antioxidante, a qual pode ser atribuida a presenca de
substancias flavonoidicas e outros compostos fendlicos presentes nessa espécie (SILVA et al.,
2009; ALMEIDA et al., 2010). A alta capacidade antioxidante também € atribuida ao timol e
carvacrol, os quais sdo encontrados em abundancia em alguns quimiotipos do seu 6leo
essencial e possuem a capacidade de sequestrar radicais livres (STASHENKO et al., 2008;
SILVA etal., 2017; DAMASCENDO et al., 2018).

O potencial antimutagénico do dleo essencial de L. origanoides e seus constituintes
majoritarios carvacrol e timol, foram avaliados frente a droga bleomicina, e propriedades
antigenotdxicas foram identificadas, apoiando o potencial dos Gleos e compostos na
quimioprevencéo e terapia do cancer (VICUNA et al., 2010). Costa et al., 2001 identificaram
metabolitos secundarios em L. origanoides que exibiram atividade significativa contra as
linhagens de células de leucemia humana. Embora esse papel de agente quimiopreventivo na
etiologia do cancer seja muito complexo e envolva varios mecanismos de agdo, resultados
Ccomo esses apontam que mais estudos sao necessarios para 0 uso pratico desses compostos na
quimioprevencéo (VICUNA et al., 2010).

A atividade biocida do seu 6leo essencial rico em timol sobre Phytophthora infestans,
um fitopatdégeno de importancia na agricultura, mostra que esse 6leo essencial pode ser uma
alternativa agroecoldgica ao uso de agrotoxicos (CORDERO et al., 2018; ACOSTA et al.,
2019). O oleo essencial dessa planta também é uma excelente alternativa para o controle de
outras pragas de importancia na produgdo e armazenamento de alimentos, o qual exibiu a
porcentagem maxima de mortalidade e a maior poténcia repelente contra Tribolium
castaneum e Ulomoides dermestoides, sendo considerado bastante promissor para uso no
manejo de pragas, devido ao seu alto indice de seguranca para as pessoas e para 0 meio
ambiente (ALCALA-OROZCO et al., 2019).

O oleo essencial de L. origanides tem grande potencial para ser utilizado no manejo
sustentavel de pragas, bem como para controle larvicida de Aedes aegypti, pois 0 composto
timol apresentou importante atividade larvicida (MAR et al., 2018). O monoterpeno timol,
sinergicamente com outros constituintes do o6leo, também foi considerado o composto
responsavel pelas atividades carrapaticidas frente a larvas de Rhipicephalus microplus, contra
larvas e ninfas de Amblyomma cajennense, e contra larvas de Rhipicephalus sanguineus e de
Dermacentor nitens (GOMES, 2013).
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Baldissera et al. (2017) observaram que a utilizacdo do éleo essencial dessa planta em
camundongos infectados por Tripanossoma cruzi ndo proporcionou eficacia curativa, todavia
observou-se um aumento significativo na longevidade dos camundongos tratados com L.
origanoides em relacdo ao grupo controle, sugerindo que 0s compostos ativos presentes no

6leo essencial podem agir sinergicamente ao tratamento com outras drogas tripanocidas.

O extrato hidroalcdolico de L. origanoides exibiu propriedades fitoterapicas que podem
ser usadas para tratamento da hipertensdo arterial, visto que, uma importante diminuicdo da
pressao arterial média foi observada ap6s a administracdo do extrato, sem evidéncias de
alteracdes clinicas ou comportamentais em camundongos (COELHO et al., 2015). Outra
descoberta recente, € a atividade anti-acetilcolinesterase, que possivelmente esta associada a
acdo dos compostos majoritarios do 6leo essencial, o timol, o carvacrol e o p-cimeno,
tornando-o promissor para a producéo de fitoterapicos com atividade anti-acetilcolinesterase e
antioxidante para o tratamento do Alzheimer (RODRIGUES et al., 2021).

Quando se trata da atividade antifungica dessa planta, efeito fungicida do 6leo essencial
ja foi identificado contra Candida albicans (FONTENELLE et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2007; BALDIN et al., 2018), Candida parapsilosis, Candida guilliermondii, Cryptococcus
neoformans, Trichophyton rubrum (OLIVEIRA et al, 2007), Microsporum canis
(FONTENELLE et al., 2007) e, Aspergillus flavus, Aspergillus carbonarius e Aspergillus
ochraceus, sendo observadas alteragdes morfoldgicas e danos a integridade da membrana
celular fungica, bem como uma reducdo na sintese de ocratoxina A, e inibicdo qualitativa da
aflatoxina B1 e B2 (BRANDAO et al., 2021).

2.4.3 Atividade antibacteriana de L. origanoides

A acdo antibacteriana da L. origanoides é umas das propriedades da planta mais
investigada. O efeito antimicrobiano do 6leo essencial ja foi confirmado frente a varias cepas
bacterianas padrdo de Staphylococcus aureus, Salmonella cholerasuis, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Lactobacillus casei, Streptococcus mutans, Acinetobacter
spp., Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e Bacillus subtilis (OLIVEIRA et al., 2007;
ANDRADE et al., 2014; LEAL et al., 2019; QUIGUANAS-GUARIN et al., 2021; RIBEIRO
et al.,, 2021). Esse efeito é atribuido principalmente aos componentes timol e carvacrol
presentes no 6leo (LEAL et al., 2019; QUIGUANAS-GUARIN et al., 2021).
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O extrato da planta também apresenta resultados promissores, um estudo realizado com o
extrato metandlico, apresentou sensibilidade de S. aureus isolados do Ubere, fossa nasal e leite
bovino, com halos de inibigdo variando de 26 a 11 mm de didmetros, em diferentes
concentracgdes do extrato (SILVA et al., 2018).

O dleo essencial de L. origanoides apresenta potencial inibitério contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (RIBEIRO et al., 2021). Maiores concentracbes podem ser
necessarias para obter esse efeito em bactérias mais patogénicas, como Staphylococcus aureus
e Escherichia coli produtoras de toxina Shiga (QUIGUANAS-GUARIN et al., 2021). Mesmo
assim, a atividade antibacteriana desse 6leo essencial apresenta resultados satisfatorios contra
cepas de MRSA (OLIVEIRA et al., 2007; GOMEZ-SEQUEDA et al., 2020). Alteragdes no
tamanho e na morfologia dessas bactérias foram observadas, além de atividade antibiofilme

quando foram expostas ao 6leo rico em carvacrol (GOMEZ-SEQUEDA et al., 2020).

Barreto et al. (2014b) verificaram um efeito potencializador significativo entre este dleo e
os aminoglicosideos testados contra MRSA, reduzindo de 2500 e 788 g/mL para 248 e 78
g/mL, os valores da concentracdo inibitéria minima (MIC) para neomicina e amicacina,
respectivamente. Sinergismo semelhante foi observado coma a clorpromazina, que é um
inibidor da bomba de efluxo, sugerindo que a capacidade moduladora do 6leo essencial
envolva também a inibicdo do sistema de efluxo de drogas (BARRETO et al., 2014b).
FragBes hexano e diclorometano do extrato etan6lico de L. origanoides, também apresentaram
efeito modulatério da resisténcia de MRSA aos aminoglicosideos. Essa modulacdo foi
atribuida a uma interacdo sinérgica dos componentes do extrato na membrana plasmética
bacteriana, o que leva a um aumento da permeabilidade celular aos aminoglicosideos, além da
inibicdo dos sistemas de efluxo dependentes da forga proton-motriz, e maiores concentragdes
intracelulares de antibioticos levam a um aumento da atividade dos aminoglicosideos contra
MRSA (BARRETO et al., 2014a).

Esse sinergismo com antibidticos convencionais pode resultar no desenvolvimento de
formulas farmacéuticas baseadas no uso combinado do antibiotico com o 6leo essencial de L.
origanoides, contribuindo para a reducdo das concentragdes terapéuticas desses farmacos, e
assim, minimizar seus efeitos colaterais e até mesmo e diminuir os custos do tratamento
(BARRETO et al, 2014a).
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2.4.4 Atividade antibacteriana contra bactérias causadoras de mastite

A atividade antibacteriana de L. oirganoides contra bactérias causadoras de mastite vem
sendo alvo de muitos estudos. O 6leo essencial rico em timol exerceu atividade bactericida e
bacteriostatica contra cepas de Staphylococcus spp. e de Streptococcus spp. isolados do leite
de ovinos com mastite, sendo observada uma redug¢do de > 5 Log UFC apds cinco minutos de
contato com o 6leo (SOUZA et al., 2017).

Furlani et al. (2021) ao testar a atividade antibacteriana de Lippia origanoides (alecrim-
pimenta), Lippia alba (erva cidreira), Ocimum basilicum (manjericdo) e Cymbopogon citratus
(capim-santo), frente a Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus isolados de mastite
caprina e ovina, observaram inibicdo de 100% dos isolados, e menores valores de MIC e

CBM para L. origanoides.

O uso de um produto contendo Oleo essencial como agente antisséptico de pré e pos-
ordenha evidenciou que o 6leo atua de forma eficiente no controle de microrganismos em
comparacdo com a desinfeccdo por produto convencional, isso mostra a eficacia de um
antisséptico alternativo a base de éleo essencial, na prevencao de novos casos de mastite em
vacas leiteiras (MARCELO et al., 2020). A baixa toxicidade observada no 6leo essencial de
L. origanoides, possibilita sua aplicacdo pratica como antimicrobiano veterinario
(ANDRADE et al., 2014).

Ao avaliar a atividade antisseptica do 6leo essencial na presenca de leite bovino sobre as
cepas bacterianas de S. aureus, Escherichia coli e Salmonella Choleraesuis, o0 6leo apresentou
efeito inibitdrio do crescimento de S. aureus ap6s 5 min de contato, e para Escherichia coli e
Salmonella Choleraesuis ap6s 15 min, evidenciando que o 6leo essencial de alecrim-pimenta
tem potencial antimicrobiano natural, mesmo na presenca do leite bovino, o qual é

considerado uma matéria organica e nutricional complexa. (ALMEIDA et al., 2016).

O Oleo essencial de Lippia origanoides também apresentou atividade antimicrobiana
sobre Staphylococcus sp. isolados de alimentos, todavia, maiores valores de CIM e CBM
foram observados para os isolados de leite bovino e leite ovino em comparagdo com bactérias
isoladas de carcaga e queijo (QUEIROZ et al., 2014). Esse 6leo essencial pode ser utilizado
para a prevencdo do crescimento bacteriano de alimentos, pois possui baixa toxicidade,

permitindo sua aplicacdo na também industria alimenticia (SARRAZIN et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliacdo a composicdo fitoquimica e a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico de Lippia origanoides frente a amostras de Sthaphylococcus spp. isoladas de

casos de mastite bovina.

3.2 Especificos

e Analisar a composicao fotoquimica do extrato hidroalc6olico, para determinacdo de
compostos bioativos de acdo farmacoldgica da planta;
e Auvaliar a atividade antimicrobiana do extrato em diferentes concentracdes frente a

Sthaphylococcus spp. isoladas de casos de mastite bovina;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacao boténica da espécie

A planta foi coletada no campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), em Recife/PE em setembro de 2021. Anteriormente, uma amostra da planta foi
coletada para confeccdo de exsicata e identificacdo boténica. Esse material foi indexado ao
Herbario Dardano de Andrade Lima da Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria/IPA, sob o numero #92547 (Figura 1).

O projeto foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero A543EDA.

Figura 1 — Exsicata de Lippia origanoides depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima da Empresa

Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria/IPA, sob nimero #92547.
4.2 Elaboracéo do extrato hidroalcéolico da planta

O extrato foi preparado com as partes aéreas da planta, as quais foram secas a
temperatura ambiente. A extracdo foi realizada com etanol a 70% pelo método de maceracao
a frio a partir da planta triturada. Foi utilizado 100g do material vegetal triturado e adicionado
solvente suficiente para imergir todo o material. A mistura foi mantida maceragdo durante 72

horas, em seguida, filtrada e submetida a rotavaporagdo sob pressdo reduzida, em temperatura
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de 30-45 °C e, sob agitacdo de 120 rotagOes por minuto (RPM). Posteriormente, o extrato

hidroalcdolico obtido foi liofilizado.
4.3 Andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise fotoquimica do extrato foi realizada no laboratério de cromatografia do
Instituto Nacional do Semiéarido (INSA) em Campina Grande/PB. A amostra foi analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Cromatography —
HPLC).

A amostra foi solubilizada com metanol e &gua ultrapura para alcancar uma concentragao
de 5mg/mL e colocada em banho de ultrassom por 10 minutos. Em seguida, visando a
precipitacdo de componentes muito apolares, a amostra permaneceu em repouso por 24h a —
20C, e apds, filtrada com membrana de 0,22 micrometros. A analise foi realizada em um
sistema HPLC Agilent 1260 Infinity acoplado com uma bomba quaternéria e degaseificador
(G1311D), injetor automatico (G1329B), forno de coluna (G1316A), e Diode Array Detector
(DAD G4212B). Para as separagfes cromatograficas, foi utilizada uma coluna Zorbax®
(Agilent) SB-C18 (5um; 4,6 x 250mm) e uma pre coluna Zorbax® (Agilent) SB-C18 (5um e
4,6 x12,5mm).

Foi utilizado como fase mdvel dgua ultra pura acidificada a 0,3% com &cido acético (A) e
Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®) (B), com fluxo de 0,8 mL/min, e o método
cromatografico foi executado da seguinte forma: 92% (A) por 10 min, seguido de 92% (A) a
65% (A) por mais 50 minutos a 30 C°, com detecgdo completa entre 190-400nm. Este método
foi considerado como exploratorio e o cromatograma foi considerado representativo para 0s
componentes majoritarios da amostra visto que ndo houve nenhum sinal equivalente na

lavagem.

4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

4.4.1 Teste de microdiluigdo em caldo do extrato de L. origanoides

Para o teste da atividade antimicrobiana in vitro do extrato, foram selecionadas 11
amostras bacterianas isoladas de casos de mastite clinica ou subclinica, pertencentes a
bacterioteca do laboratério de Bacterioses dos Animais Domeésticos/Departamento de

Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE.
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A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) do
extrato da planta foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por Furlani et al.
(2021) e Acosta et al. (2021). As cepas bacterianas foram repicadas em placas de éagar
Mueller-Hinton (MH), incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas e, posteriormente diluidas
em solucdo salina a 0,9% até obter turvacdo equivalente a um padrdo 0,5 da escala McFarland
(aproximadamente 1 x 10 ® unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL)) (BAUER,
1966). Em seguida, o inoculo foi diluido em caldo MH obtendo concentracdo final de

aproximadamente 5 x 10 > UFC/mL.

Para determinacdo da CIM foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96 pocos, nos
quais foram adicionados 200uL do inoculo em caldo MH, em seguida, foi adicionado ao
primeiro poco 200uL do extrato hidroalcdolico da planta diluido em &gua ultrapura numa
concentracdo inicial de 3000pg/mL e, apds homogeneizacdo 200uL foi transferido para o
segundo pogo, e assim sucessivamente para obtencéo do extrato nas concentragdes variando
de 3.000pg/ML até 5,86 pg/ML. As placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 horas sob

aerobiose.

A CIM foi determinada por meio das densidades Opticas medidas por espectrofotometria
a 600nm, e um curva de crescimento foi estabelecida com medi¢des no tempo zero, e em 24
horas de incubacdo. Foi considerada como CIM a menor concentragdo do extrato
hidroalcoolico da L. origanoides capaz de inibir qualquer crescimento microbiano visivel
(COS et al., 2006). Ja a CBM se deu a partir do repique do contetdo dos pogos em agar MH,
considerando a concentracdo minima na qual o crescimento bacteriano foi totalmente inibido.

Todos os testes foram realizados em duplicata.

4.4.2 Teste de disco-difusao

Para avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos convencionais foram realizados
testes de disco-difusdo seguindo os protocolos do CLSI (CLSI, 2018), utilizando os
antimicrobianos Cefoxitina 30mg (CFO 30), Benzilpenicilina G 10 mg (PEN 10), Tetraciclina
30mg (TET 30), Eritromicina 15mg (ERI 15), Clindamicina 2mg (CLI 2) e Ceftiofur 30mg
(CTF 30), e as drogas testadas foram consideradas sensiveis (S), resistentes (R) ou

intermediario ().
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4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica do tipo descritiva, com

auxilio do software Microsoft Exell®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise de cromatografia liquida do extrato de Lippia origanoides evidenciou a
presenca de trés compostos majoritarios, eles aparecem na amostra entre 40-60 minutos, com
area de pico maior que 500 mAU (Figura 2). Os trés compostos identificados apresentam
estrutura semelhantes, e provavelmente pertencem a mesma classe de substancias devido a
similaridade de espectros ultravioleta (UV) (Figura 3). A figura 2 e 3 mostram o
cromatograma do extrato de L. origanoides obtido por HPLC, e os espectros UV dos trés

compostos majoritarios identificados na amostra.
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Figura 2 — Perfil cromatografico do extrato hidroalcéolico de Lippia origanoides obtido por HPLC-DAD,
coluna Zorbax® SB-C18, com detec¢do completa entre 190-400nm. Picos 1, 2, 3: compostos majoritario

presentes na amostra, provavelmente correspondendo ao grupo dos flavonoides.
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Figura 3 — Espectros UV dos trés compostos majoritarios identificados no extrato hidroalcéolico de Lippia
origanoides por HPLC-DAD. A: Espectro UV do pico 1 (tempo de retencdo de 39,15 minutos), B: espectro UV
do pico 2 (tempo de retengdo de 52,09 minutos), C: espectro UV do pico 3 (tempo de retencdo de 58,26

minutos).

Baseado no espectro de absorvancia dos picos € possivel afirmar que se esses compostos
fazem parte do grupo dos flavonoides, pois possuem espectros UV caracteristicos. Eles sdo
caracterizados por exibirem duas bandas de absor¢édo, sendo a Banda | entre 320-385 nm, que
representa o perfil de absorcdo do anel fendlico B, e a Banda Il entre 250-285 nm,
correspondendo ao anel fendlico A (YAO et al., 2004). Embora ndo tenha sido possivel
identificar quais os flavonoides correspondiam aos picos encontrados, a partir de dados da
literatura podemos sugerir que o pico 1 e 3 tratam-se das flavanonas naringenina e
pimocembrina, respectivamente (COLEHO et al., 2015; LEITAO et al., 2017; STASHENKO
etal., 2010).

Esses dois flavonoides, juntos com o eriodictiol, sdo descritos como 0s principais

marcadores fitoquimicos do extrato de L. organoides (STASHENKO, et al.,, 2013;
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BARRETO et al., 2014a; LEITAO et al., 2017). Outros flavonoides também s&o encontrados
no extrato dessa planta, a qual é considerada uma importante fonte de substancias bioativas
devido a variedade e a alta concentracdo de flavonoides em todos os trés quimiotipos
(STASHENKO et al., 2013; LEITAO et al., 2017). Esses compostos s30 responsaveis por
inimeras propriedades terapéuticas, como agdo antioxidante, antimicrobiana e antifungica
(KUJUMGIEV et al., 1999; UZEL et al., 2005; ALMEIDA et al., 2010).

Os flavonoides naringenina, pinocembrina, quercetina, luteolina, canferol, e apigenina ja
foram identificados no extrato dessa planta (STASHENKO et al., 2013). Barreto et al.,
(2014a) identificaram os compostos volateis carvacrol e timol numa fracdo hexano do extrato
etanolico da planta, além de outros compostos minoritarios. J& na fragdo diclorometano as
flavononas naringenina, eriodictiol, hesperetina, outras isoflavonas como a dihidrogliciteina,

3’hidroxi-irilona, e a catequina, foram identificadas como componentes majoritarios.

Em outro estudo realizado por Ferreira et al. (2017), com o extrato metanolico dessa
planta, foi observado o composto fendlico &cido galico, juntamente com os flavonoides
catequina, naringina e quercetina, com destague para a flavonona naringina, a qual foi
encontrada em alta concentracdo. Todavia, estudos com foco na composicao nao volatil dessa
planta, ainda sdo escassos (STASHENKO et al., 2013; LEITAO et al., 2017). Uma analise
voltada para esses compostos ndo volateis da L. origanoides, permitiu a identificacdo de 19
substancias, dentre as principais, o eriodictiol, a naringenina e a pimocembrina, além de dois
compostos relatados pela primeira vez na familia Verbenaceae, a 6,8-di-C-hexosilluteolina e
6,8-di-C-glucosil-apigenina (LEITAO et al., 2017). Estudos como esses, s30 necessarios para

elucidar todas as propriedades bioativas dessa planta.

A cromatografia de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC - DAD) tém
sido eficiente em avaliacOes de extrato de plantas (STASHENKO et al., 2010; STASHENKO
et al., 2013). Contudo, nem sempre é possivel uma boa separacdo por HPLC de todas as
bandas no cromatograma, principalmente quando se trata de extratos de plantas, pois estes,

possuem matrizes complexas (LEITAO et al., 2017).

Devido a complexidade da matriz vegetal do extrato etandlico de L. origanoides, Leitdo
et al. (2017), obteve melhores resultados ao combinar a Cromatografia em Contracorrente de

Alta Velocidade (HSCCC) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada as
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metodologias de deteccdo Ultravioleta e Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (HPLC-
UV-HRMSn). O fracionamento do extrato por HSCCC, permitiu a visualizacdo de uma fracéao
rica em flavonoides, passando de sete compostos identificados por HPLC-UV-HRMSn, para
19, ap6s a combinacdo das técnicas. Essa complexidade de matriz do extrato de L.
origanoides, pode explicar fato da analise de HPLC-DAD identificar poucos compostos no
presente trabalho. Além disso, um maior numero de placas tedricas aumenta a eficiéncia do
processo de separacdo e, embora 0s varios tipos de colunas de fase estacionaria fornecam
resultados semelhantes para a maioria dos compostos, existem algumas colunas que exibem

perfil cromatogréfico melhor que outras (LEITAO et al., 2017).

A maioria dos estudos com L. origanoides sdo voltados para seu 0leo essencial, ou seja,
sua composicdo volatil (LEITAO et al., 2017). Os constituintes majoritarios do 6leo, o
carvacrol, p-cimeno, y-terpineno e timol, s&o apontados em varios estudos, contudo,
apresentam percentuais variaveis (BARRETO et al., 2014b; SARRAZIN et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2016; ACALA-OROZCO et al.,, 2019; LEAL et al., 2019). Outros
trabalhos citam o 1,8-cineol como composto principal (TOZIN et al., 2015b; SILVA et al.,
2017; RIBEIRO et al., 2021). Varios fatores podem influenciar na composicdo do 6leo
essencial desta planta, como método de extracdo, periodo do ano em que a planta foi colhida,
além de condicGes edafoclimaticas, variaveis bioldgicas e de diversidade genética (ROJAS et
al., 2006; BARRETO et al., (2014a); TOZIN et al., 2015b; CORDERO et al., 2018).

Tozin et al. (2015b), encontraram uma grande diversidade nas composi¢fes quimicas do
6leo essencial de L. origanoides, ao avaliar plantas de diferentes areas e populacdes do
Cerrado Brasileiro, além disso, verificou que a inflorescéncia da planta apresenta uma maior
quantidade de substancias quando comparada com as folhas. Tal informac&o pode justificar as
poucas substancias encontradas neste trabalho, uma vez que para elaboragdo do extrato foram

utilizadas apenas folhas e caule.
5.2 Atividade antimicrobiana in vitro

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que o extrato de Lippia origanoides
demonstrou atividade antimicrobiana frente a toda as bactérias testadas, apresentado efeito
bacteriostatico e bactericida. No teste de disco-difusdo, 81,8% das amostras apresentaram

padrdo de resisténcia a pelo menos um dos seis antimicrobianos testados. Na Tabela 1 estdo
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dispostos os valores da CIM e CBM frente a Staphylococcus sp. isolados de casos de mastite

em bovinos, além do padrdo de resisténcia microbiana as drogas convencionais.

O extrato hidroalcdolico de L. origanoides apresentou efeito antibacteriano promissor. A
atividade antimicrobiana do 6leo essencial da planta ja havia sido comprovada em diversos
estudos (ANDRADE et al., 2014; ALMEIDA et al., 2016; FURLANI et al., 2021,
QUIGUANAS-GUARIN et al., 2021, RIBEIRO et al., 2021). O extrato metandlio dessa
planta também demonstrou efeito bacteriostatico sob cepas de bactérias padrdo como
Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus

(TRINDADE et al., 2021), contudo estudos realizados a partir do extrato ainda sdo escassos.

Os valores de CIM e CBM variaram de 187,5 a 1.500 pg/mL nas amostras testadas. Além
disso, observou-se maior valor de CIM para as bactérias que também apresentaram maior
padrdo de resisténcia aos antimicrobianos convencionais. Os valores de CIM e CBM
estabelecidos no presente estudo sdo semelhantes aos descritos na literatura, contudo é
importante levar em consideracdo que a maioria desses testes ndo sdo realizados com o
extrato, mas, a partir do dleo essencial da planta (FURLANI et al., 2021; QUIGUANAS-
GUARIN et al., 2021). Além disso, as divergéncias entre valores de CIM e CBM relatados,
sdo atribuidos a varios fatores, como, método de extracdo utilizado, composi¢do quimica do
extrato da planta ou do 6leo, viruléncia da cepa bacteriana, e do tipo de andlise antimicrobiana
empregada (OTHMAN et al., 2011; ALMEIDA et al., 2016; FURLANI et al., 2021).

Um estudo com bactérias isoladas de mastite caprina e ovina testou a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de quatro plantas, sendo o 6leo da L. origanoides o que
demonstrou menor CIM. Esse efeito foi atribuido a presenga do carvacrol, um constituinte
majoritario desse 6leo essencial (FURLANI et al., 2021). Outas substancias encontradas no
Oleo essencial dessa planta também sdo apontadas como as responsaveis pelo efeito
antibacteriano, como o timol, e p-cimeno (ANDRADE et al., 2014; GUIMARAES et al.,
2015; ALMEIDA et al., 2016; QUIGUANAS-GUARIN et al., 2021). Esses compostos
quimicos formam uma mistura complexa os quais podem agir de forma sinérgica
(ANDRADE et al., 2014).
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Tabela 1- Atividade antibacteriana do extrato hidroalcdolico de Lippia origanoides e de antibi6ticos convencionais frente a Staphylococcus sp. isolados de mastite em

bovinos.

Disco-difuséo Microdiluicéo

CFO PEN TET ERI CLI CTF
30 10 30 15 2 30

Isolados
5,86 11,72 23,44 46,88 93,75 1875 375 750 1500 3000

S. chromogenes R R R I S S + + + + + + + | = - -
S. aureus S S I R S S + + + + + + + o+ - -
S. aureus S R S I R I + + + + + + + o+ | - =
S. aureus S S S S S S + + + + + + = - - -
S. aureus S R S I S S + + + + + + = - - -
S. aureus S R S R I I + + + + + + + | - - -
S. aureus S S S S S S + + + + + + - - - -
S. aureus S R R I S S + + + + + + | - - - -
S. aureus S R R S S S + + + + + - - - - -
S. aureus S R R S S S + + + + + = - - - -

S. epidermidis S R S S S S + + + + + - - - - -

CFO 30: Cefoxitina 30mg, PEN 10: Benzilpenicilina G 10 mg, TET 30: Tetraciclina 30mg, ERI 15: Eritromicina 15mg, CLI 2: Clindamicina 2mg, CTF 30: Ceftiofur

30mg. O valor MIC ¢ indicado pela linha vertical preto e o valor MBC é indicado pelo simbolo negativo na area cinza.
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Produtos naturais ricos em terpenoides como o carvacrol e timol, sdo capazes de alterar e
danificar as membranas celulares das bactérias. Esses compostos agem alterando a
permeabilidade e fluidez das membranas interna e externa da célula bacteriana, além de afetar
as enzimas e proteinas das membranas, levando a danos estruturais e funcionais (NAZARRO
et al.,, 2013; CHOUHAN et al., 2017; CUNHA et al, 2018). Ainda, acOes intracelulares
interferem na geracdo de energia e na forga motriz de prétons responsaveis pelo movimento
flagelar (NAZARRO et al., 2013; CHOUHAN et al., 2017).

Outros compostos presentes no extrato de Lippia origanoides, como os flavonoides,
possuem propriedades antioxidantes e antibacterianas (KUJUMGIEV et al., 1999; UZEL et
al., 2005 MARQUES et al, 2015; TRINDADE et al., 2021). O teor de flavonoide dessa planta
é considerado especialmente alto, quando comparado com outras plantas aromaéticas
(STASHENKO et al., 2013).

A atividade antibacteriana apresentada pelo extrato de Lippia origanoides pode estar
relacionada a presenca da pimocembrina e da naringenina. O flavonoide pimocembrina,
provavelmente o composto encontrado no extrato deste trabalho, é conhecido por apresentar
potencial antimicrobiano (BOSIO et al., 2000; UZEL et al., 2005). Esse efeito é atribuido a
interferéncias na divisao celular, desorganizacdo do citoplasma, membrana citoplasmatica, e
flavanona naringeninia, também demonstrou atividade inibitoria contra cepas de MRSA
(TSUCHIYA et al., 1996). Contudo, vale ressaltar que a capacidade inibitoria ndo deriva
apenas da concentracdo de um Uanico flavonoide, mas sim, do sinergismo de todos os
componentes fendlicos (KOSALEC et al., 2003).

No teste de disco-difusdo a maior taxa de resisténcia observada, foi para o antibiotico
Penicilina (72,7%), seguida da Tetraciclina (36,3%), Eritromicina (18,2%) e Clindamicina e
Cefoxitina (ambos com 9,1%). Nenhuma das amostras testadas apresentaram resisténcia ao
Ceftiofur, porém, duas cepas (18,2%) demonstraram sensibilidades intermediarias. Avaliando
as amostras testadas, apenas duas cepas de S. aureus foram sensiveis a todos os antibidticos

testados, sendo a maioria resistente a no minimo uma das drogas.

Neste trabalho ocorreu resisténcia do género Staphylococcus aos antibidticos penicilina,

tetraciclina, clindamicina e eritromicina, resultados similares foram ja foram relatados por
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Zimermann e Aradjo (2017), Schabauer et al. (2018), Santana et al. (2022). A Penicilina é o
antibidtico que apresenta maiores indices de resisténcia microbiana em Staphylococcus spp.
isolados de casos de mastite (THOMAS et al., 2015; ZIMERMANN e ARAUJO, 2017;
SCHABAUER et al, 2018; KUROSAWA et al., 2020), corroborando com os resultados
obtidos nesta pesquisa.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos do grupo dos p-lactcdmicos € bastante comum, e
0 principal mecanismo de resisténcia apontado € a producdo de enzimas betalactamases por
essas bactérias (MATOS 2014; CARVALHO et al., 2018). Essas enzimas inativam esses
antibioticos pela hidrolise da ligacdo amina no anel B- lactdmico (OPAL E POP-VICAS,
2020).

O maior perfil de sensibilidade as drogas convencionais foi observado para as
cefalosporinas de 2% e 3% geracdo. Geralmente, esses antibioticos apresentam melhores
resultados contra bactérias envolvidas em casos de mastite (THOMAS et al., 2015; LIMA et
al., 2018; SANTOS JUNIOR et al., 2019; LIMA et al., 2020). No entanto, novas [-
lactamases sdo descobertas a cada dia, como por exemplo a B-lactamases espectro estendido
(ESBL) que tém a capacidade de inativar a maioria das cefalosporinas (RAHMAN et al.,
2018; LIMA et al., 2020).

Também foi possivel observar resisténcias a multiplas drogas, destacando a cepa de e S.
chromogenes, a qual apresentou perfil de resisténcia a trés antibioticos testados. Resisténcia a
dois antimicrobianos testados foi verificada em 45,5% das amostras, e bactérias resistentes a
apenas um antibidtico constituiram 27,3%. A resisténcia bacteriana a mais de um principio
ativo é bastante frequente (GARINO JUNIOR et al., 2011; CARVALHO et al., 2018; LIMA
et al., 2018). Deste modo, ressalta-se a importancia de descobrir novos compostos capazes

combater infeccdes que até mesmo os antibidticos mais modernos ndo conseguem controlar.

Desta maneira, metabdlitos secundarios extraido de plantas, podem contribuir na reducao
da resisténcia bacteriana as drogas convencionais em bactérias multirresistentes (BARRETO
et al., 2014a; BARRETO et al., 2014b; ALHADRAMI et al., 2020). A associa¢do do dleo
essencial de L. origanoides com antibioticos da classe dos aminoglicosideos demonstrou
fortes evidéncias sinérgicas, diminuindo em 10 vezes a CIM para neomicina e amicacina
conta uma cepa de MRSA (BARRETO et al., 2014a).
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Além disso, flavonoides como o kaempferol, naringenina e outras flavonas, também
possuem capacidade de modulacédo da resisténcia bacteriana aos antibioticos (TSUCHIYA et
al., 1996; FALCAO-SILVA et al., 2009; MAIA et al., 2011). Flavonoides agliconas presentes
no extrato da L. origanoides, como a naringenina, possuem caracteristicas lipofilicas e,
consequentemente, melhor ligagdo com proteinas plasméticas e melhor efeito antioxidante
(XIAO et al., 2009). Essa capacidade lipofilica esta associada aos efeitos dos flavonoides
sobre a reducdo da resisténcia bacteriana através da inibicdo de bombas de efluxo de
antibidticos (ROCCARO et al., 2004; ZHLO et al., 2004; MAIA et al., 2011). Tudo isso

confirma o potencial terapéutico a ser explorado em L. origanoides.
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6 CONCLUSAO

De a cordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato hidroalcélico de L.
origanoides é rica em substancias bioativas, com destaque para os flavonoides e 0leos
essenciais, 0os quais possuem efeito antibacteriano. O extrato foi capaz de inibir cepas de
Staphylococcus spp. causadores de mastite em bovinos, muitos desses, resistentes aos
principais antibioticos utilizados no tratamento dessa enfermidade. Pesquisas com foco na
utilizaco desse extrato in vivo sdo necessarias, a fim de comprovar sua eficiéncia sob

condicdes de campo.

Este trabalho traz uma alternativa de baixo custo que pode ser aplicada para o tratamento
da mastite, reduzindo assim, o uso indiscriminado de antibioticos para tratamentos de animais

com essa enfermidade.
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