Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
19(4): 818-822, Out./Dez. 2009

Received 25 July 2008; Accepted 29 November 2008

Atividade anti-fungica do neem e jurema-preta sobre cepas de
Candida spp isolados de vacas com mastite subclinica no
Estado de Pernambuco

Andréia V. Pereira,”’ Onaldo G. Rodrigues,” Katiuscia M. da S. Lobo,’ Denise A. C. Bezerra,’
Rinaldo A. Mota,’ Luciana C. de A. Coutinho,’ Leonildo B. G. da Silva,’ Ana C. R. Athayde’

'Programa de Pos-graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de Campina Grande, Av. Universitaria s/n,
Bairro Santa Cecilia, 58708-11 Patos-PB, Brasil
?Unidade Académica de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de Campina Grande, Av. Universitaria s/n,
Bairro Santa Cecilia, 58708-11 Patos-PB, Brasil
3Laboratorio de Doengas Infecto Contagiosas, Departamento de Medicina Veterindria, Universidade Federal
Rural do Pernambuco, Bairro Dois Irmdos, Rua Dom Manoel de Medeiros, 52071-030 Recife-PE, Brasil

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-fungica (in vitro) do neem
(Azadiracta indica A. Juss.) e de jurema preta (Mimosa tenuiflora (Wild) Poir.) sobre cepas de
Candida spp. isoladas de casos de mastite subclinica em vacas no Estado de Pernambuco. As folhas
do neem foram coletadas em arvores de fazendas do municipio de Patos-PB e a casca da jurema-
preta foi coletada na UFCG, Campus de Patos e preparados extratos etandlicos. As amostras de
Candida spp. foram coletadas de leite de vacas com mastite subclinica e semeadas em placas de
Petri contendo 4gar-base acrescido de 5% de sangue desfibrinado de ovino Sabouraud. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C e a leitura foi realizada com 24 e 48 h. Os
ensaios foram realizados em duplicata e o resultado final foi determinado pela média aritmética dos
halos de inibicao. A avaliagdo microbioldgica destes ensaios demonstrou que o extrato da casca da
jurema-preta apresentou atividade antifingica bastante satisfatoria sobre a levedura de C. albicans,
proporcionando resultado superior aos obtidos com o extrato do neem e fluconazol.

Unitermos: Azadiracta indica, Mimosa tenuiflora, Candida spp. Meliaceae, Mimosoidea.

ABSTRACT: “Anti-fungal activity of neem and jurema-preta on samples of isolated Candida
spp of cows with subclinical mastitis in the State of Pernambuco”. The leaves of neem were
collected on farms of the city of Patos-PB, and the bark of jurema-preta was collected in the UFCG
- Campus of Patos—PB, and the extracts were prepared from the ethanol. The samples of Candida
spp. were collected in milk of cows with subclinical mastitis and sown in plates of Petri containing
agar-base 5% increased of de-fiber blood of sheep Sabouraud. The plates were incubated in
bacteriological greenhouse 37 °C and the reading was carried through with 24 and 48 h. The assays
were carried through in duplicate and the final result was determined by the arithmetic mean of
inhibition halos. The microbiological evaluation of these assays demonstrated that the extract from
the bark of jurema-preta showed antifungal activity quite satisfactory on the yeast C. albicans,
providing superior results to those obtained with the extract of neem and fluconazol.

Keywords: Azadiracta indica, Mimosa tenuiflora, Candida spp. Meliaceae, Mimosoidea.

INTRODUCAO

A mastite é uma das doencas de maior
importancia nos sistemas de explora¢do pecudria, que
afeta acentuadamente a producdo leiteira mundial,
pela redugdo na capacidade produtora dos rebanhos
infectados (Silva, 1999), acarretando altos prejuizos.
Esta enfermidade possui origem plurietiolégica podendo
ser toxica, traumatica, alérgica, metabolica e infecciosa,
sendo as causas infecciosas as principais, destacando-se as
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bactérias por ocorrerem com maior freqiiéncia, além dos
fungos, algas e virus (Fonseca, 2000).

Os fungos sdo microrganismos que podem
estar envolvidos nos processos de mastites, dentre eles
a Candida spp., que geralmente sdo refratdrios a terapia
antimicrobiana convencional e tendem a induzir processos
cronicos (Andrade, 2002). Contudo, para considera-la
patogénica, hd necessidade de encontra-la em grande
quantidade (Cruz, 1985). Essa levedura é comensal,
vivendo nas mucosas em equilibrio com a flora bacteriana
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(Feo, 1973).

A utilizag@o prolongada de antibioticos, associado
aos fatores como doencas crdnicas, imunodebilitantes,
metabolicas, presenga prévia de infecgdes por virus ou
bactérias, alimentos ricos em glucose ¢ maltose, deficiéncias
vitaminicas, senilidade e stress, causam o desequilibrio
bactéria/fungo que favorece o desenvolvimento ¢ a
multiplicagdo do microrganismo, tornando-o um agente
infeccioso (Jungerman & Schwartzman, 1972; Palermo-
Neto 2001).

A necessidade de encontrar alternativas para o
controle microbiano tem direcionado muitas pesquisas no
sentido de buscar produtos que sejam eficazes, econémicos
e eccologicamente viaveis. Estudos realizados com
produtos naturais possuindo atividade bioldgica tém sido
direcionados no sentido de oferecer alternativas confiaveis
para o controle microbiano, principalmente a partir de
produtos bioativos obtidos de plantas com propriedades
terapéuticas de uso rotineiro (Albuquerque, 2001). Este
fato tem contribuido no desenvolvimento ¢ na preservagao
da flora e no tratamento de diversas patologias.

No Nordeste brasileiro, cuja vegetacdo
predominante ¢ a Caatinga, muitas plantas nativas ou
exoticas, sdo potencialmente ricas em propriedades
curativas, porém pouco exploradas ainda pela ciéncia. Um
exemplo ¢ a Mimosa tenuiflora (Wild) Poir. (jurema-preta),
tipica das areas semi-aridas do Brasil, ¢ uma leguminosa
da subfamilia Mimosoideae ¢ popularmente utilizada por
tribos indigenas e pelas populagdes dessas regides para
fins terapéuticos no Brasil em paises da América Latina.
Ha estudos que demonstram seu potencial antimicrobiano,
analgésico, regenerador de células, antitérmico e
adstringente peitoral (Maia, 2004).

Em estudos fitoquimicos realizados com M.
tenuifloraporMeckes-Lozoyaetal.(1990a), foiidentificado
em abundancia taninos ¢ flavondides que provavelmente
sd0 responsaveis pela atividade antimicrobiana, sendo
verificada em Staphylococcus epidermitis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus
e Acinetobacter calcoaceticus, além de fungos como
Microsporum  gypseum, M. canis, Thrichophyton
mentagrophytes, T. rubus e Chaetomium indicum (Lozoya
et al, 1989).

Plantas exdticas bem adaptadas ao clima do
Brasil também tém apresentado diversas propriedades
como medicinais, inseticidas dentre outras como € o caso
do neem. Originaria do Sudeste da Asia regido de clima
tropical, o Azadiracta indica (neem) ¢é pertencente a
familia Meliaceae, como a santa-barbara, ou cinamomo,
o cedro, o mogno. O neem ¢ cultivado em todos os paises
da Africa, na Australia e América Latina, usado ha séculos
na Asia, principalmente na india, como planta medicinal.
Tem diversas aplica¢des, em especial como anti-séptico,
curativo, vermifugo; é colocado em sabdes medicinais,
cremes ¢ pastas dentais (Schmutterer, 2004).

Os produtos naturais produzidos desta planta sdo

biodegradaveis, portanto nao deixam residuos toxicos nem
contaminam o ambiente, ou seja, sdo praticamente indocuos
aos vertebrados, por apresentar uma baixa toxicidade ¢
larga distribuigdo na natureza, podendo ser considerado
como uma valiosa fonte para o desenvolvimento de drogas
modernas. Os efeitos benéficos de produtos naturais
obtidos a partir da A. indica podem ser atribuidos a um
ou mais compostos fitoquimicos, incluindo antioxidantes,
flavondides ¢ outras substancias encontrados nesta planta
(Mossini, 2005).

O neem também apresenta atividade anti-
bacteriana, pois o seu 6leo tem eliminado varias espécies
de bactérias patogénicas, incluindo: Staphylococcus
aureus,  Salmonella  typhosa, possuindo também
atividades antiflingicas e antissépticas com agdo contra
microorganismos gram positivos ¢ negativos (Mossini,
20006).

Estudos realizados por Ieven et al. (1979)
comprovaram a eficacia da atividade antifungica de
produtos vegetais, os quais testaram extratos contra
varias espécies de fungos filamentosos ¢ leveduriformes,
obtendo-se bons resultados. Diante do amplo potencial de
atividade bioldgica apresentada pelo neem e pela jurema-
preta, esse estudo teve como objetivo avaliar a atividade
anti-fungica in vitro dos extratos etanélicos de ambas as
espécies sobre cepas de Candida spp. isoladas de casos de
mastite subclinica em vacas na regido de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratério de
Ciéncias Quimicas ¢ Biologicas da Universidade Federal
de Campina Grande do Centro de Saude e Tecnologia
Rural, e no Laboratorio de Doengas Infecto Contagiosas
da Universidade Federal Rural do Pernambuco.

Foi realizada a coleta da casca de jurema-preta na
fazenda do Nucleo de Pesquisa para o Desenvolvimento
do Semi-arido, pertencente a Universidade Federal de
Campina Grande, no municipio de Patos-PB. As folhas de
neem foram adquiridas de plantio comercial em fazendas
comerciais do municipio de Sdo José de Espinharas ¢ a
identificagdo botanica e preparacdo das exsicatas foi
realizada no herbario Dardano de Andrade Lima na
Universidade Regional do Cariri, Crato-CE, pela botanica
curadora do Herbario Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa
da Silva. A exsicata de jurema-preta foi depositada no
Herbario sob o niimero 3275 ¢ a do neem sob nimero
3276.

Apos a colheita e identificacdo botanica as
amostras foram acondicionadas em sacos de papel comum,
acrados ¢ em seguida postas para secagem em estufa de
ventilacdo forgcada a 65 °C por 72 h. em seguida, a amostra
foi moida e acondicionada em reservatorios de vidro
estéreis até seu uso.
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Obtencio do extrato etanolico

Os extratos foram obtidos a partir de 500 g do
material seco e moido e adicionado 1000 mL de etanol (PA)
(Matos, 1997). A concentragdo final do extrato da jurema
preta foi de 0,5 g/mL e de neem 2 g/mL com rendimentos
de 57 g e 30 g respectivamente. Para os ensaios, foram
utilizadas as concentragdes nas seguintes diluigdes: 1:1;
1:2; 1:4; 1:8; 1:16.

Exame microbiolégico

Foram coletadas assepticamente amostras de
leite de vacas com mastite subclinica de acordo com
metodologia descrita por Bouchot et al. (1985). Aliquotas
destas amostras forma semeadas em placas de Petri
contendo agar-base acrescido de 8% de sangue desfibrinado
de ovino e agar Sabouraud. As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 37 °C e, a leitura foi realizada 24 e
48 h apds. Para a identifica¢do do fungo, foram observadas
as caracteristicas macromorfologicas das colonias e
microscopicas a técnica do Gram, realizada de acordo com
Quinn et al. (1994). Antifungico padrdo: fluconazol (25
mg) como controle positivo e disco embebido com etanol
70% controle negativo (CECON/SP).

Estudo da atividade antimicrobiana da jurema-preta
e neem

Em placas de Petri estéreis foi depositado 1
mL da suspensdo de cada microrganismo em solucdo
fisiologica a 0,85%, sendo padronizada pelo tubo 1,0 da
escala de McFarland e ajustada para 90% de transmitancia
(530 nm), correspondendo aproximadamente a 300 UFC/
mL (Mc Ginnis, 1980). Em seguida, foi adicionado vinte
e 1 mL de agar Sabouraud dextrose fundido a 50 °C. Apos
solidificacdo do meio de cultura, foram feitas cavidades,
utilizando-se canulas de vidro (06 mm de didmetro). Apds
este procedimento, foram inoculados 50 pl dos extratos
etanodlicos de neem e jurema-preta nas diluicdes pré-
estabelecidas.

Os ensaios foram incubados a 37 °C em estufa
bacterioldgica, por um periodo de 48 h para fungos
leveduriformes. Foram realizados procedimentos controles
utilizando-se antimicrobianos padrdes, metanol (50 pg/mL)
para cepas fungicas (Amato Neto et al., 1994; Hadaceck &
Greger, 2000). Os ensaios foram realizados em duplicata e
o resultado final foi determinado pela média aritmética dos
halos de inibicao. Seria considerada como possuidora de
atividade antimicrobiana, aquela concentragdo dos extratos
etanolicos que quando aplicada sobre o meio de cultura
contendo a suspensdo do microrganismo apresentasse
um halo de inibi¢do, caracterizado por uma zona de
clareamento igual ou superior a 10 mm de didmetro (Silva
et al., 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo da atividade antifungica, o extrato
etanolico do neem ndo apresentou atividade significativa
em nenhuma das diluigdes utilizadas para todas as amostras
de Candida sp. testadas (Figura 1). Em estudos utilizando
os extratos alcodlico e aquoso de neem, ndo apresentaram
eficicia na inibi¢do do crescimento in vitro de C. albicans
de cavidade bucal, em compara¢do com os controles
nistatina e etanol (Santos et al, 2005).

Figura 1. Atividade anti-fungica do neem (A) e da jurema-preta
(B) sobre cepas de Candida spp. isolados de leite de vacas com
mastite subclinica na regido de Pernambuco.

O neem ¢é uma das poucas plantas que
possuem extensas propriedades clinicas, medicinais e
farmacologicas, em estudos realizados com extratos de
folhas, foi observado que o mesmo apresenta atividades
anti-sépticas, curativas, antitlcera, antiinflamatéria
(Chattopadhyay, 1999). Dentre elas o neem apresenta
atividade antidermatofitica in vitro contra os dermatdfitos
Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. violaceum,
Microsporum — nanum,  Epidermophyton  floccosum
provando ser eficaz contra estes fungos que infectam o
corpo humano (Mossini, 2006).

No experimento utilizando, o extrato da casca
de jurema-preta foi observado atividade antifingica em
todas as dilui¢des. Houve formagédo de variados tamanhos
de halo de inibigdo de crescimento, caracterizado por uma
zona de clareamento igual e superior a 10 mm de diametro,
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sobre as amostras de Candida sp testadas (Figura 1). O
microrganismo testado ndo apresentou halo de inibicao
no disco controle negativo embebido com alcool 70% e
no teste controle positivo o microrganismo foi resistente,
apresentando halos de inibi¢do inferiores a 10 mm de
diametro.

Em constatagdes da acdo contra leveduras, as
substancias extraidas com etanol 95% mostraram efeito
contra C. albicans (Lozoya et al., 1989), agente causador
da candidiase, além de extrato de acetato de etila, rico em
taninos, novamente demonstrou sua eficacia (Meckes-
Lozoya et al., 1990b). Tais dados encontram-se inferiores
aos obtidos com o controle antifungico anfotericina
B ¢ fluconazol, do mesmo experimento. A atividade
antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora (Wild) Poiret,
pode esta vinculada a presenga de taninos ¢ flavonoides
em extrato de acetato de etila como descrito por Meckes-
Lozoya et al. (1990b).

Meckes-Lozoya et al. (1990), em estudos
semelhantes, utilizou extrato etanodlico de casca jurema-
preta sobre amostra de Cdndida sp. sendo possivel
observar efeito antifiingico sobre as mesmas. Comparando
com os resultados obtidos por Gongalves (2005), foi
possivel observar a atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlico da M. tenuiflora sobre Streptococcus
pyvogenes,  Proteus  mirabilis,  Shigella  sonnei,
Staphylococcus aureus ¢ S. spp. coagulase-negativa.

Em estudos realizados com extrato aquoso ¢
etanolico do pd da casca de jurema-preta Lozoya (1989)
também observou clara inibi¢do do crescimento de
bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas ¢ também
contra espécies de fungos dermatdfitos. Os resultados
obtidos pelos referidos autores estdo, portanto, inteiramente
compativeis com os dados observados neste experimento.

CONCLUSAO

A partir da metodologia aplicada, foi possivel
observar que o extrato da casca da jurema-preta apresentou
atividade antifungica bastante satisfatoria sobre a levedura
de C. albicans, proporcionando resultado superior aos
obtidos com o extrato do neem ¢ antifingico.
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