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Resumo

Este estudo avalia a atividade antimicrobiana dos taninos presentes na casca do caule da Piptadenia
stipulacea (Benth) sobre cepas de Staphylococcus aureus de origem bovina. A atividade antimicrobiana in
vitro do tanino foi avaliada pela determinag¢do da concentracdo minima inibitéria (CIM). Para determinar
a CIM, os taninos foram dissolvidos de forma seriada em dgua destilada em concentra¢des variando entre
500 mg/mL e 0,976 mg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os taninos inibiram o crescimento de
S. aureus, apresentando valor de CIM de 31,25 mg/mL. Os resultados deste estudo sdo promissores, pois
mostram a importancia de avaliar novos compostos de origem natural no combate as infeccdes causadas por
S. aureus. Novos estudos sdo necessarios para confirmar a atividade in vivo e avaliar o mecanismo de agdo do
tanino isolado da casca do caule da Pipfadenia stipulacea.

Palavras-chave: Bovino; Microrganismos; Produto natural

Abstract

Tannins: main component of the extract Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke inhibits growth of
Staphylococcus aureus clinical strains of bovine origin. This study evaluates the antimicrobial activity of
tannins observed on the stem bark of Piptadenia stipulacea (Benth) on Staphylococcus aureus strains of bovine
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origin. /n vitro antimicrobial activity of the tannin was evaluated by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC). To determine the MIC, tannins were serially dissolved in distilled water at concentrations
ranging between 500 mg/mL and 0.976 mg/mL. Assays were performed in triplicate. Tannins inhibited the
growth of S. aureus, showing 31.25 mg/mL as the MIC value. The results of this study are promising, as they
show the importance of evaluating new compounds of natural origin that fight against infections caused by
S. aureus. Further studies are needed to confirm in vivo activity and evaluate the action mechanism of tannin

isolated from the stem bark of Piptadenia stipulacea.

Key words: Bovine; Microorganisms; Natural product

Introducgao

O Staphylococcus aureus esta entre as bactérias
patogénicas mais isoladas em infec¢des adquiridas
em humanos por causar muitas enfermidades. Dentre
elas, destaca-se a pneumonia e a meningite (PEREIRA
et al., 2004; TRABULSI; ALTERTHUM, 2009). Em
animais de produg@o sdo responsaveis por processos
infecciosos da glandula mamaria como a mastite,
prejudicando diretamente na qualidade do leite e
acarretando perdas a industria leiteira por interferir
na elaboragdo de derivados (MELLO et al., 2012).
Ainda, esse microrganismo representa potencial risco
a saude publica, uma vez que apresenta alto grau de
toxigenicidade, ocasionando riscos a satide publica
(TREVISAN et al., 2009; VICOSA et al., 2010;
MELLO et al., 2012; KOZERSKI et al., 2014).

S&o muitos os fatores de viruléncia que contribuem
para a patogenicidade de S. aureus e que o permitem ser
tao bem sucedido, como: a capacidade de disseminacao;
a formacdo de capsula; sintese de proteina A, de enzimas
e toxinas constituintes da parede celular; capacidade de
adaptacdo e resisténcia a antibioticos (SANTOS et al.,
2007; KLEIN; GOULART, 2008; KOZERSKI et al.,
2014).

A resisténcia as substancias antimicrobianas
comuns pode, em parte, ser atribuida ao uso abusivo de
antibidticos, o que dificulta o tratamento de infec¢des
bacterianas.

Santos et al. (2007) demonstraram que 70% a
100% das infecgOes causadas por S. aureus envolvem
amostras resistentes e multirresistentes. Bactérias antes
sensiveis aos antibidticos usados na rotina clinica
estao se tornando cada vez mais resistentes, fato que
tem motivado o interesse de varios pesquisadores na

prospeccdo de novas substincias com propriedades
antimicrobianas.

De acordo com varios autores, as substancias
tanicas, presentes nos extratos de plantas medicinais,
possuem acdo sobre varios microrganismos inibindo
seu crescimento, o que faz dos vegetais uma excelente
fonte de novos compostos biologicamente ativos
(JONES et al., 1991; SCALBERT, 1991; COWAN,
1999; LOGUERCIO et al., 2005; MICHELIN et al.,
2005; ANDRADE JR et al.,2006; PEREIRA et al., 2009;
BEZERRA et al., 2011).

A Piptadenia stipulacea (Jurema-branca), planta
da familia das leguminosas, sendo rica em taninos, tem
sido estudada especialmente pelo seu potencial efeito
anti-inflamatério (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
2002). Entretanto sdo poucos os estudos que avaliaram
suas propriedades terapéuticas antimicrobianas.

Diante disso, objetivamos avaliar a atividade
antimicrobiana dos taninos presentes na casca do caule
da P, stipulacea (Benth) sobre cepas clinicas de S. aureus
de origem bovina, obtidas por meio de swabs, a partir
das narinas e uberes de bovinos.

Material e Métodos

As cascas do caule de P. stipulacea (Benth) Ducke
foram coletadas e preparadas no Nucleo de Pesquisas do
Semi-Arido (NUPEARIDO), da Universidade Federal
de Campina Grande, Patos/PB. A exsicata foi depositada
no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier da Universidade
Federal da Paraiba (JPB) sob codigo Agra et al. 3331
(JPB).



As cascas, ao serem retiradas, foram acondicionadas
em sacos plasticos para que ndo perdessem umidade. No
laboratorio foram tomadas duas amostras, as quais foram
cortadas em fragmentos menores, homogeneizadas,
pesadas e secas em estufa a 103 = 2 °C por 48 h, para
a determinacdo do teor de umidade (base seca). Em
seguida as cascas foram secas ao ar e moidas em uma
forrageira. O material foi classificado e utilizou-se o
que passou por uma peneira de malha de 2 x 2 cm. Apds
esse processo foram retiradas quatro amostras, duas
destas foram moidas em moinho do tipo Willey, para
obtencao de um material de menor granulometria, mais
homogéneo, e destinadas a quantificacao das substancias
tanicas presentes em P. stipulacea de acordo com Paes
et al. (2013). A extragdo dos taninos ocorreu em agua,
utilizando-se um digestor rotativo, com temperatura
de 70 £ 5 °C, por 2 h. Para cada 2 kg de cascas foram
adicionados 10 L de agua (5:1). Cada amostra foi
submetida a duas extragdes (GUANGCHENG et al.,
1991). A solucdo obtida foi homogeneizada, coada
e depositada em bandejas de aluminio, em seguida
alocadas em estufa com ventila¢do for¢ada e mantidas
a 70 + 3 °C até a completa evaporagdo da umidade. O
material seco, produto final do processo de evaporacao
corresponde ao tanino, o qual foi triturado em um
multiprocessador de uso doméstico e peneirado em
peneira de 60 mesh.

A coleta das amostras de leite e swab nasal foi
realizada no Nucleo de Pesquisas do Semi-Arido
(NUPEARIDO), municipio de Patos, PB, propriedade
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

As amostras foram obtidas de 30 bovinos em fase
de lactagdo, infectadas naturalmente. Apds lavagem
da teta com agua e sabdo, secagem com papel toalha e
desinfecc¢do do ostio do teto, utilizando-se alcool etilico
a 70° GL, coletou-se aproximadamente 5 mL de leite de
cada quarto mamario reagente ao “California Mastistis
Test” (CMT), de maneira asséptica, com tubo inclinado
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na posicdo horizontal. O swab nasal foi colhido e todas
as amostras foram armazenadas em tubos rosqueados
estéreis, identificados e enviados sob refrigeragdo em
caixas de material isotérmico, para a realizagdo do
exame microbiologico e identificagdo do Staphylococcus
aureus em Laboratério de Genética e Microbiologia da
Universidade Federal da Paraiba — CCEN, onde foram
processadas.

Neste trabalho, 11 cepas de S. aureus foram
escolhidas: uma linhagem de S. aureus padrdo (ATCC
25925) e dez linhagens de S. aureus de origem bovina
obtidas de narinas (230N e 249N) e do ubere (114U,
235U, 250U, 257U, 310U, 319U, 324U e 357U).

A fim de identificar as cepas multirresistentes,
previamente foi avaliada a sensibilidade aos antibioticos
de trés categorias diferentes por meio do teste de difusao
de disco em placas de Petri contendo Muller Hinton
Agar (MHA) de acordo com Youn et al. (2011). As
cepas foram testadas frente a B-lactdmicos (ampicilina e
penicilina), bem como os aminoglicosideos (neomicina e
gentamicina) e tetraciclina. O antibidtico que apresentou
melhor sensibilidade foi a gentamicina, sendo, portanto,
este escolhido para controle negativo neste estudo.

O tanino foi dissolvido em agua destilada e
esterilizada e filtrado em membrana filtrante de 0,22
uM (TPP®) na propor¢do de 25 mg de tanino para
cada mL de agua destilada. Essa solucdo inicial foi
diluida de forma seriada, obtendo-se concentragdes que
variaram entre 500 mg/mL e 0,976 mg/mL e que foram
adicionadas individualmente as culturas bacterianas de
S. aureus.

As bactérias foram previamente cultivadas em meio
BHI (Brain Hearth Infusion, Sigma™) a 37 °C durante
24 h, e as suspensdes foram ajustadas segundo padrao
de turvagdo correspondente a 0,5 da escala nefelométrica
de McFarland. Isso corresponde a aproximadamente 1,5
x 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/mL que
foram diluidas em caldo BHI para uma concentragao de
1,5 x 10°UFC/mL.

Aliquotas de 50 pL desses tubos foram retiradas
e semeadas em placas de Petri contendo Muller Hinton
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Agar (MHA). Em seguida foram feitos orificios no
proprio meio de cultura com fubos de vidro de 6 mm de
diametro, que foram preenchidos com 25 pL do tanino
diluido em agua destilada. A concentragdo inicial de
tanino para diluicdo seriada foi de 500 mg/mL. Essas
placas foram mantidas na estufa a 37 °C por 24 h, em
que foi considerada como CIM a menor concentragao
da droga que inibiu completamente o crescimento
bacteriano (CLSI, 2010). O controle negativo consistiu
em uma sequéncia de dilui¢des seriadas de gentamicina
na concentragdo de 40 mg/mL. Esse antibidtico foi
selecionado de acordo com o ensaio de sensibilidade
descrito anteriormente.

Todo teste de sensibilidade do tanino de P.
stipulacea foi realizado em triplicata e avaliado através
da analise de varidncia (ANOVA) pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dun, visando comparar
as tendéncias centrais de inibicdo do crescimento
bacteriano (CALEGARI-JACQUES, 2003). Os testes
foram considerados significantes quando o valor de p foi
menor que 0,05. Os dados também foram registrados na
forma de banco de dados do programa de informatica
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) para
Windows®, versdo 15.0, e analisados por meio de
estatistica descritiva e inferencial.

Resultados

O protocolo utilizado possibilitou a determinagdo
da atividade antimicrobiana de taninos presentes na
casca do caule da P, stipulacea por meio da concentragao
inibitéria minima (CIM), em que observamos que o
tanino apresenta efeito farmacoldgico significativo sobre
as linhagens de S. aureus avaliadas in vitro. Foi possivel
observar halos de inibi¢cdo com didmetros que variaram
de 12 a 36 mm nas dilui¢gdes 500 mg/mL a 125 mg/mL
(100%); das 11 cepas, seis (54%) apresentaram halos de
inibi¢do que variaram de 12 a 16 mm na diluigo 31,25
mg/mL (Tabela 1).

A inibi¢do do crescimento ocorreu de forma
homogénea, de acordo com o grau de concentragdo da
substancia tanica diluida. Os taninos na concentragao
de 500, 250 e 125 mg/mL ndo apresentaram diferencas
significativas (p = 0,10) das médias do didmetro dos
halos de inibicdo do crescimento de S. aureus, mas
foram consideradas significativas (p < 0,05) quando
comparadas com as médias do diametro dos halos nas
concentracdes de 62,5 ¢ 31,25 mg/mL, o que pode estar
relacionado a menor atividade antimicrobiana do tanino
para cepa de S. aureus nessas ultimas concentragdes.
Desta forma, observamos uma associagdo entre a

TABELA 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e didmetro dos halos de inibigdo (mm), em meio sélido da solugao
tanica (mg/mL) de Piptadenia stipulacea sobre Staphylococcus aureus de origem bovina.

Microrganismo 500 mg/mL 250 mg/mL 125 mg/mL 62,5mg/mL 31,25 mg/mL*
ATCC 25925 20 16 15 14 09
230N 32 25 19 16 09
249N 36 32 30 20 14
114U 28 24 17 12 08
235U 33 28 25 16 12
250U 24 22 21 15 12
257U 36 30 22 12 08
310U 29 21 16 13 09
319U 33 29 26 20 15
324U 29 26 25 21 13
357U 28 28 24 21 16

Média £ DP 29,82+4,895° 25,55+4,612° 21,82+4,708% 16,36+3,557° 11,36+2,908°

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05). N = Narina; U = Ubere;

*CIM = Concentragdo Inibitdria Minima.



reducdo na concentragdo de tanino ¢ o diametro dos
halos.

Discussao

Bezerra et al. (2011) avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato vegetal de varias partes da
P, stipulacea sobre microrganismos gram-negativos ¢
gram-positivos, dentre os quais S. aureus, e observaram
atividade antimicrobiana apenas no extrato da casca. Isso
indica que os teores de taninos sao distribuidos de forma
heterogénea em diversas partes da planta. Cepas de S.
aureus isoladas a partir de bovinos foram resistentes ao
extrato puro da casca de P. stipulacea (TREVISAN et
al., 2009).

A divergéncia de resultados pode estar relacionada
as diferentes metodologias para obtengdo do extrato
(TREVISAN et al., 2009), a espécie e a linhagem do
microrganismo (MICHELIN et al., 2005; TREVISAN et
al., 2009), a concentragdo do extrato (BEZERRA et al.,
2011), a espécie de planta e as suas partes (casca, folha,
raiz, etc.) utilizadas para obten¢ao do extrato (PEREIRA
etal.,2009; BEZERRA etal., 2011) e a dilui¢do adotada,
0 que provavelmente esta relacionada a quantidade
de taninos encontrados no extrato (TREVISAN et al.,
2009).

Substancias tanicas presentes no extrato de P.
stipulacea formam um complexo enzimatico capaz
de provocar danos a parede celular e citoplasmatica,
inviabilizando a troca de ions essenciais para a
sobrevivéncia microbiana (LOGUERCIO et al., 2005;
ANDRADE JR et al., 2006).

Desta forma, os taninos de P, stipulacea oportunizam
uma alternativa aos antibidticos tradicionais, que devido
ao uso abusivo tém favorecido o surgimento de resisténcia
e multirresisténcia, fato que dificulta o tratamento de
infeccdes causadas por S. aureus, sendo uma fonte para a
producdo de compostos antimicrobianos. Novos estudos
sd0 necessarios para isolar e avaliar o mecanismo de
acdo dos taninos presentes nos extratos de P, stipulacea.

Os resultados obtidos indicam que os taninos
presentes na casca do caule de P. stipulacea, além de
apresentar atividade antimicrobiana in vitro sobre S.
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aureus, podem servir como antibacteriano natural, bem
como podem ser utilizados em combinag¢do com outros
farmacos para aumentar a eficiéncia destes, contribuindo
para o tratamento contra microrganismos que apresentam
resisténcia aos protocolos convencionais.
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