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RESUMO

O presente trabalho realizou avaliacdo fitoquimica e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas de
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) em bactérias causadores da mastite bovina. Ap6s identificacdo da planta foi
realizado o preparo do extrato e submetido aos testes fitoquimicos e antibacterianos. A verificacdo da presenca das
classes metabdlicas foi realizada por andlise cromatogréafica por técnicas tradicionais e para a verificagdo dos
compostos por espectrometria de massas acoplada a eletrosplay HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS (micrOTOF-QII)
(ESI-MS). Para avaliar a acéo antibacteriana foram verificados a concentracgéo inibitéria (CIM) e a concentrago
bactericida minima (MBC). Nos resultados verificou-se a presenga de terpenos, flavonoides glicosilados,
flavonoides aglicona, triterpenos, tanino e a espectrometria identificou 13 superclasses quimicas com 88
compostos. O extrato apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas de Staphylococcus aureus da mastite
bovina demonstrando ser uma opg¢ao promissora no tratamento da doenga.
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ABSTRACT

The present work carried out a phytochemical and antimicrobial evaluation of the hydroalcoholic extract of the
leaves of Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) in bacteria that cause bovine mastitis. After identifying the plant,
the extract was prepared and submitted to phytochemical and antibacterial tests. The verification of the presence
of metabolic classes was performed by chromatographic analysis using traditional techniques and for the
verification of compounds by mass spectrometry coupled to electrosplay HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS
(microTOF-QII) (ESI-MS). To evaluate the antibacterial action, the inhibitory concentration (MIC) and the
minimum bactericidal concentration (MBC) were verified. The results verified the presence of terpenes,
glycosylated flavonoids, aglicone flavonoids, triterpenes, tannins and the spectrometry identified 13 chemical
superclasses with 88 compounds. The extract showed antimicrobial activity against strains of Staphylococcus
aureus from bovine mastitis, proving to be a promising option in the treatment of the disease.

Keywords: Melaleuca; Mastitis; Metabolites; Antimicrobial.
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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma inflamacdo da glandula mamaria de vacas leiteiras causada
principalmente por bactérias patogénicas além de outros agentes infecciosos como fungos, virus
e parasitas presentes no ambiente da vaca (ESSA et al., 2023). A doenca é a mais frequente que
afeta a producéo de leite e compromete sua qualidade (AUSTREGESILO-FILHO et al., 2022),
é contagiosa nos rebanhos e onera a producdo e a industria de laticinios (LOPES et al., 2018).

A doenca pode ser transmitida diretamente de animal para animal, principalmente
durante a ordenha, e é causada por bactérias como Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae (ACOSTA et al.,, 2016). J& a outra forma de transmissdo € causada por
microrganismos presentes no ambiente da vaca, como Escherichia coli e Streptococcus uberis
(CALIMAN et al., 2023).

Alta variacdo é observada na frequéncia dos patogenos da mastite entre os rebanhos e
os locais. Estreptococos ambientais e coliformes as bactérias parecem ser 0s mais prevalentes
causadores de mastite clinica, seguido por Staphylococcus aureus. As infeccdes por S. aureus
sdo de dificil controle e costumam causar mastite subclinica, clinica e crénica (LI et al., 2017).
Esse patogeno tornou-se resistente a maltiplas drogas, facilitando a sua infiltracdo no sistema
imunoldgico do hospedeiro (ASGHAR, 2014)

Possivelmente, a utilizacdo descontrolada de antibioticos sem orientacdo do profissional
veterinario pode ocasionar a sele¢do de microrganismos resistentes, gerando um entrave para o
sistema de producdo do leite. Dessa forma, é possivel que esses agentes venham a ser
responsaveis pelo desenvolvimento de mastites crénicas (ARCANJO et al., 2017). Martin
(2011) enuncia que os residuos desses antibidticos podem provocar problemas de salde tanto
nos animais quanto nos seres humanos.

O tratamento convencional da mastite baseia-se no uso de antibidticos, porém, é
crescente o interesse em alternativas terapéuticas como a fitoterapia, que pode ser utilizada
como coadjuvante ou até mesmo substituir o uso de antibidticos.

Um estudo realizado por Nader et al. (2010) avaliou a eficicia da fitoterapia em vacas
leiteiras com mastite. Os resultados indicaram que o tratamento foi capaz de reduzir a
suscetibilidade da glandula mamaria a infeccdo, além de algumas plantas apresentarem

potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio e antioxidante.
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Mendonca et al. (2021) também utilizaram a fitoterapia como tratamento da mastite
bovina e Silveira et al. (2023) observaram que a utilizacdo de extratos de plantas, apresentou
atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, contribuindo para a diminui¢do da
incidéncia de mastite e melhoria da saude do animal.

Hemaiswarya et al. (2008), Langeveld et al. (2014) e Magi et al. (2015) realizaram
estudos relacionando a potencialidade dos compostos fitoquimicos e a possibilidade de reduzir
0 uso de antibi6ticos convencionais. Austregésilo-Flho et al. (2022b) enuncia que estudos sobre
a eficacia de espécies do género Melaleuca (Myrtaceae) contra bactérias causadoras de mastite,
tém se concentrado nos componentes quimicos do dleo essencial.

Desta forma, o presente trabalho realizou a avaliacdo fitoquimica e atividade
antimicrobiana do extrato bruto hidroalcoolico das folhas de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) frente a isolados causadores da Mastite Bovina.

MATERIAL E METODOS

No campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE, foram coletadas
sete (7) amostras da planta em floracdo. Este material foi prensado e encaminhado ao Herbario
Vasconcelos Sobrinho/UFRPE, para herborizacdo. Duplicatas foram enviadas para outras
InstituicOes de Pesquisa e confirmadas as identificacOes por especialistas, as exsicatas foram
acondicionadas no Herbario da UFRPE registradas com n° 56001 e n° 56002.

No que diz respeito a elaboracdo do extrato bruto hidroalcodlico da folha de Melaleuca
leucadendra, 0 método de extracdo compreendeu na maceracao e extracdo por solvente a frio.
O extrato foi preparado a partir de folhas desidratadas em estufa de ar circulante (35-40°), apds
a desidratacdo o material foi pulverizado e acondicionado em extrator e adicionado volume de
solvente hidroalcoolico a 70% suficiente para a homogeneizacéo da mistura e completa imerséo
no solvente. A mistura foi mantida no extrator por um periodo de 72 horas, sendo
posteriormente filtrada e submetida a um evaporador rotatério sob pressao reduzida, aquecido
entre 30-45 °C, sob agitacdo, a 120 rotacdes por minuto (RPM).

A partir do extrato bruto, foram realizamos testes nos infusos para averiguar a existéncia
de metabolitos secundarios relevantes como: taninos (reacdo de cloreto férrico a 2%),
flavonoides (teste de Shinoda), alcaloides (reacdo de Dragendorff e Mayer), terpenos e

esteroides (reacdo de Liebermann-Buchard) e saponina pelo teste do indice de espuma. Foram
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efetuadas andlises cromatograficas utilizando placas de gel de silica G. (Merck) com e sem
impregnacdo de fluorescéncia sodica 0,02%(Sigma), além de papel Whatman 3MM. As fases
moveis selecionadas foram baseadas nas classes de substancias testadas, de acordo com as
técnicas tradicionais (COSTA, 2001; MARKHAM, 1982; WAGNER e BLADT, 1996;
HARBONE, 1988).

Para a determinag&o dos compostos presentes no extrato foi realizado procedimento por
espectrometria de massas acoplada a eletrosplay HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS (micrOTOF-
QIl) (ESI-MS), segundo métodos utilizados por Moraes e Lago (2003) e Wu et al. (2020),
permitindo a analise de uma ampla faixa de compostos da planta a partir dos intervalos de massa
especificos e suas estruturas moleculares, 0 que garantiu alta seletividade, sensibilidade e
conhecimento de sua composic¢ao quimica.

Na avaliacdo da sensibilidade ao extrato foram utilizados isolados da Bacterioteca do
Laboratorio de Doengas Infecciosas da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE,
as amostras referéncia foram: Escherichia coli ATCC 25929, Escherichia coli ATCC 33456,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, além de 20
amostras de Staphylococcus aureus (identificacédo 1, 2, 3, 4, 13, 14, 15, 17, 23, 27, 50, 62, 63,
64, 75, 96, 119, 120, 125 e 195) coletados em diferentes animais com mastite bovina.

Para verificar a eficacia antibacteriana, utilizou-se o0 método de microdiluicdo em caldo,
utilizando placas de microtitulacdo de 96 pocos (K12-096, KASVI, CH), conforme descrito por
Abu-Melha et al. (2019), seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018). Nos testes da acdo antibacteriana do extrato hidroalcodlico a concentracédo
inibitéria minima (CIM) foi uma medida para determinar a menor quantidade do extrato
necessaria para inibir o crescimento das amostras e a concentracdo bactericida minima (MBC)
avaliou a eficécia na eliminacdo completa das bactérias seguindo os métodos propostos por Cos
et al. (2006) e Thomas et al. (2015). As densidades Opticas foram medidas por
espectrofotometria a 600 nm e uma curva de crescimento foi construida ap6s medi¢des em 0 h
el12h.

RESULTADOS

O perfil dos compostos metabolitos do extrato da folha de Melaleuca leucadendra

(Myrtaceae) mostrou a presenca de terpenos, flavonoides glicosilados, flavonoides aglicona,
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triterpenos e tanino, na mesma amostra ndo foram identificados saponina, alcaloides e cumarina
(tabela 1).

Tabela 1 - Relagdo dos compostos metabdlitos secundarios presentes no extrato da folha de Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae).

Classes de Metabodlitos

Saponina -
Alcaloide -
Cumarina -
Terpenos +
- - - +
Flavonoides Glicosilados
- - +
Flavonoides Aglicona
Triterpenos +
Tanino +

- auséncia, + : presenga
Fonte: Os autores (2023)

A andlise da HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS (micrOTOF-QII) identificou nas anotac6es
presentes 13 super classes quimicas de metabolitos presente no extrato da folha de Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae). A figura 1 apresenta as respectivas abundancias dessas moléculas. Essas
classes sdo as mais abundantes dentre os compostos anotados na rede molecular tendo

apresentado 88 compostos metabolitos.
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Figura 1 — Super Classes dos metabdlitos e os respectivos quantitativos de compostos do extrato da
folha da Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) identificados por HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS
(micrOTOF-QII).

Super Classes de Metabolitos / Quantitativo de compostos

Acidos fendlicos
Acilos graxos
Apocarotenoides
Cromanos

Esteres graxos
Flavonoides
IsoFlavonoides
Lignanas
Macrolideos
Octadecanoides
Policetideos lineares
Sesquiterpendides
Triterpenoides

o

5 10 15 20 25 30 35 40
Fonte: os autores (2023)

Em relacdo as amostras de Escherichia coli (ATCC 25929 e ATCC 33456), foi
observado que em nenhuma das concentracdes testadas resultou em valores de MIC ou MBC,
indicando que o extrato bruto da planta ndo apresentou atividade inibitoria nem bactericida
especifica contra essas cepas. No entanto, as amostras de Staphylococcus aureus, foram obtidos
resultados significativos, a amostra ATCC 25923 apresentou um MIC de 125 pg/ml e a MBC
observada foi de 500 pg/ml. Por sua vez, a amostra ATCC 29213 demonstrou uma maior
sensibilidade ao extrato bruto da planta com o MIC de 31,25 pg/ml. No entanto, a MBC foi
igual em ambas as amostras (500 pg/ml) (Tabela 2)
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Tabela 2 - Concentragdo inibitéria minima (MIC) e concentracao bactericida minima (MBC) do
extrato da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) contra isolados de Escherichia coli (ATCC
25929 e ATCC 33456) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e ATCC 29213).

Microdiluicao Extrato (ng/mL)

Isolados
3,91 7,81 15,63 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

Escherichia coli ATCC

25929 + + + + + + + + + +
ggzgzrichia coli ATCC + + + + + o+ o+ + + +
L R
e IR

O valor do MIC ¢ indicado pela linha preta vertical e o valor do MBC é indicado pelo simbolo
negativo na area cinza. Fonte: os autores (2023).

Sobre as amostras de Staphylococcus aureus, as cepas 50, 96, 119, 125 e 195 ndo
apresentaram atividade de concentracdo inibitoria minima, destacando-se a amostra 50 com
resisténcia maltipla, ja as amostras 96, 119, 125 e 195 obtiveram valores de MIC de 31,35;
62,5; 125; e 62,5 pg/ml, respectivamente. Sobre o restante das amostras, as 1 e 2 tiveram MICs
de 3,91 e 7,81 ug/ml, as 4, 13, 14 ¢ 17 com MICs acima de 15,63 pg/ml e as amostras 23, 62,
63, 64, 75 e 120 foram evidenciados MICs superiores a 31,25. Quanto as amostras com
resultado de MBC, destacou-se a amostra 2 apresentando valor igual ao MIC de 3,91 pg/ml, as

restantes ocorreram resultados que variaram de 31,25 a 1000 ug/ml (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracgdo inibitoria minima (MIC) e concentracdo bactericida minima (MBC) do
extrato da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) contra isolados de 29 amostras de
Staphylococcus aureus (identificacdo 1, 2, 3, 4, 13, 14, 15, 17, 23, 27, 50, 62, 63, 64, 75, 96, 119, 120,
125 e 195) coletados em diferentes animais com mastite bovina.

Microdiluicao Extrato (ng/mL)
391 7,81 15,63 31,25 625 125 250 500 1000 2000

+‘+ + + + + + - - -

ISOLADOS

Staphylococcus
aureus 1
Staphylococcus ‘
aureus 2
Staphylococcus
aureus 3
Staphylococcus
aureus 4
Staphylococcus
aureus 13
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Staphylococcus
aureus 14
Staphylococcus
aureus 15
Staphylococcus
aureus 17
Staphylococcus
aureus 23
Staphylococcus
aureus 27
Staphylococcus
aureus 50
Staphylococcus
aureus 62
Staphylococcus
aureus 63
Staphylococcus
aureus 64
Staphylococcus
aureus 75
Staphylococcus
aureus 96
Staphylococcus
aureus 119
Staphylococcus
aureus 120
Staphylococcus
aureus 125
Staphylococcus
aureus 195

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

O valor do MIC é indicado pela linha preta vertical e o valor do MBC é indicado pelo simbolo
negativo na area cinza. Fonte: os autores (2023)

DISCUSSAO

A familia Myrtaceae é reconhecida por suas propriedades medicinais e aromaticas, o
género Melaleuca abriga espécies amplamente utilizadas na medicina tradicional. Seu perfil
fitogquimico e antimicrobiano tem despertado grande interesse cientifico devido ao potencial
terapéutico que essas plantas podem oferecer (CARSON et al., 2006; HAMMER et al., 1999;
SCHNEIDER e KORBES, 2022).

A espécie Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) possui varios metabdlitos secundarios,
dentre eles: terpenos, flavonoides glicosilados, flavonoides aglicona, triterpenos e taninos entre
outros. Esses compostos tém mostrado uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo

propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas em varios estudos (SILVA et

al., 2020; SHAH et al. 2013, RINI et al. 2012).
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Os metabdlitos secundérios encontrados nas folhas de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) tém sido associados a diversas atividades biologicas. Santos & Rodrigues, (2017)
enunciam o potencial dos flavonoides como alternativa de atividade anti-inflamatoria, antiviral,
antitumoral, antioxidante e hormonal. Alves & Moreira, (2021), citam que esses compostos
apresentam uma consideravel atividade inibitoria contra diversas cepas de bactérias causadoras
de mastite bovina, incluindo Staphylococcus aureus. Em consequéncia Bustanmante et al.
(2010) ao investigaram o potencial antimicrobiano e fitoquimico frente a bactérias Gran
positivas, Gran negativas e fungos citando a presenca de flavonoides como metabolito presente
na amostra.

Além dos flavonoides os triterpenos sdo uma classe de compostos naturais também
encontrados em Melaleuca leucadendra e tém sido relatados por suas diversas propriedades,
incluindo atividade antimicrobiana. Silva et al. (2020b) destaca varias citacfes em sua revisao
sobre o0s triterpenos e suas bioatividades como: anti-inflamatoria antimicrobiana,
antidiapogénica e antinoceptiva.

Os metabolitos acidos fendlicos, e outros metabolitos secundarios sdo compostos
bioativos encontrados em plantas com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-
inflamatorias.

De acordo com um estudo apresentado por Vizzoto et al. (2010), foi observado que 0s
metabolitos acidos fenolicos sdo eficazes contra bactérias e apresentam grande importancia na
protecdo contra fatores bidticos e abidticos diversos.

Embora varios autores testem compostos naturais como alternativas aos
antimicrobianos, ainda serdo necessarios mais estudos cientificos relevantes. A maioria das
pesquisas menciona esses compostos em apenas um estudo, com ensaios clinicos escassos ou
com dados limitados de eficacia. Lopes et al. (2020) frisa que é necessario realizar mais estudos

sobre os componentes principais metabdlitos e seu impacto na mastite bovina.

CONSIDERACOES FINAIS

A analise fitoquimica revelou a presenca de varios metabdlitos na planta Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae). Esses metabdlitos incluem compostos fenolicos, terpenoides,
flavonoides e outros compostos secundarios. A identificacdo desses metabolitos é importante,

pois eles podem estar relacionados as propriedades antimicrobianas da planta.
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Os testes antimicrobianos realizados com o extrato das folhas de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) mostraram resultados promissores. O extrato demonstrou atividade contra 0s
isolados causadores da mastite bovina. 1sso indica que os metabdlitos presentes na planta podem
ter propriedades antimicrobianas eficazes contra esses patdgenos.

A mastite bovina é uma doenca comum e de grande impacto na industria leiteira. O
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e prevencao se torna essencial para reduzir
as perdas econdmicas e garantir a saude do rebanho. Nesse contexto, o extrato das folhas de
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) apresenta potencial como uma opcéo terapéutica para o
controle da mastite bovina, devido a sua atividade antimicrobiana.

Apesar dos resultados encorajadores desta pesquisa, € importante ressaltar a necessidade
de estudos adicionais para explorar completamente o potencial terapéutico da Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae) no tratamento da mastite bovina. Estudos futuros podem se
concentrar na identificacdo e isolamento dos compostos ativos presentes no extrato, bem como
na realizacdo de ensaios de eficacia in vivo para avaliar a seguranca e a eficacia do extrato em
condicdes reais.

Esta pesquisa contribui para o campo da fitoterapia veterinaria, fornecendo evidéncias
cientificas sobre as propriedades antimicrobianas da Melaleuca leucadendra (Myrtaceae)
contra isolados causadores da mastite bovina. A incorporacdo de extratos vegetais na pratica
veterinaria pode oferecer uma alternativa viavel aos antibidticos convencionais, reduzindo o

uso excessivo de antibiéticos e a resisténcia antimicrobiana.
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