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RESUMO

Objetivou-se neste estudo realizar a avaliacdo fitoquimica e atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico e hexanico das folhas de Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae), na concentracdo de 20mg/mL, em Staphylococcus
aureus isolados de mastite bovina. Apos identificacéo da planta foram realizados o
preparo dos extratos que foram submetidos aos testes fitoquimicos e
antibacterianos. A verificacdo da presenca das classes dos metabdlitos foi
realizada por analise cromatografica por técnicas tradicionais e a verificacdo dos
compostos por espectrometria de massa acoplada a eletrosplay HPLC-DAD-
ESI(+)-MS/MS (micrOTOF-QII) (ESI-MS); o extrato hidroalcoodlico e hexanico foram
analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (GC-ME). Para
avaliar a acao antibacteriana foram verificadas a concentracao inibitéria (CIM) e a
concentracéo bactericida minima (CBM) em isolados de Staphylococcus aureus de
mastite bovina. Nos resultados foram verificados a presenca de terpenos,
flavonoides glicosilados, flavonoides aglicona, triterpenos, tanino e a
espectrometria identificou 13 superclasses quimicas com 88 compostos. No
cromatograma GC-MS foram encontrados 37 picos, correspondentes a 37
compostos quimicos. Os extratos hidroalcoolico e hexanico apresentaram
metabdlitos com atividade biolégica comprovada na literatura especializada. Por
sua vez, 0S mesmos extratos apresentaram atividade antimicrobiana contra as
cepas de Staphylococcus aureus causadores de mastite bovina, demonstrando ser

uma alternativa no tratamento da doenca.

Palavras-chave: Fitoterapia; Mastite; Metabolitos; Resisténcia Antimicrobiana.



ABSTRACT

The objective of this study was to carry out the phytochemical evaluation and
antimicrobial activity of the hydroalcoholic and hexanic extract of the leaves of
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae), at a concentration of 20mg/mL, on
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis. After plant identification,
extracts were prepared and subjected to phytochemical and antibacterial tests.
Verification of the presence of metabolite classes was carried out by
chromatographic analysis using traditional techniques and verification of
compounds by mass spectrometry coupled to electrosplay HPLC-DAD-ESI(+)-
MS/MS (micrOTOF-QII) (ESI-MS) ; the hydroalcoholic and hexane extract were
analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-ME). To evaluate the
antibacterial action, the inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal
concentration (MBC) were verified in isolates of Staphylococcus aureus from bovine
mastitis. The results verified the presence of terpenes, glycosylated flavonoids,
aglycone flavonoids, triterpenes, tannin and spectrometry identified 13 chemical
superclasses with 88 compounds. In the GC-MS chromatogram, 37 peaks were
found, corresponding to 37 chemical compounds. The hydroalcoholic and hexane
extracts presented metabolites with biological activity proven in the specialized
literature. In turn, the same extracts showed antimicrobial activity against strains of
Staphylococcus aureus that cause bovine mastitis, proving to be an alternative in

the treatment of the disease.

Keywords: Phytotherapy; Mastitis; Metabolites; Antimicrobial Resistance.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é a inflamacdo da glandula mamaria causada por
bactérias patogénicas, além de outros agentes infecciosos como fungos, virus e
algas (ESSA et al., 2023). A doenca € a mais frequente na producéo de leite e
compromete sua qualidade (AUSTREGESILO-FILHO et al., 2022); é propagada
nos rebanhos e onera a producao e a industria de laticinios (LOPES et al., 2018).

Os agentes infecciosos podem ser transmitidos diretamente de animal
para animal, principalmente durante a ordenha, sendo causada por bactérias
como Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae responsaveis pela
mastite contagiosa (ACOSTA et al., 2016). Por outro lado, também pode ocorrer
a mastite ambiental cuja forma de transmissdo é causada por microrganismos
presentes no ambiente como Escherichia coli e Streptococcus uberis (CALIMAN
et al., 2023). Segundo Langoni (2013), quando a bactéria se localiza na mama
(glandulas) esta consome os componentes do leite e se propaga em alto nivel.

Na maioria dos casos, a nao efetividade do tratamento, muitas vezes pode
levar ao uso indiscriminado de antimicrobianos, sem recomendac¢des do médico
veterinario, o que pode levar a um problema ainda maior, que € a selecao de
microrganismos resistentes, causadores das mastites cronicas (ARCANJO et al.,
2017).

Staphylococcus aureus € o agente patogénico mais frequente na mastite
bovina. Entretanto, o controle e o tratamento desta infeccdo frequentemente
enfrentam dificuldades devido a complexa natureza das diferentes cepas e um
traco de grande relevancia desses organismos é o fendmeno resisténcia aos
farmacos (LI et al., 2017). Esse patdgeno tende a ser resistente a multiplos
antimicrobianos, especificamente a meticilina, devido a presenca do gene mecA
(ASGHAR, 2014)

O emprego de antimicrobianos sem orientacdo do profissional veterinario
pode ocasionar a selecdo de microrganismos resistentes, gerando dificuldade no
sistema de producdo do leite. Desta forma, é possivel que esses agentes
venham a ser responsaveis pelo desenvolvimento de mastites crbnicas
(ARCANJO et al., 2017). Além disso, Martin (2011) relata que os residuos de
antibioticos podem provocar problemas de salde tanto nos animais quanto nos
humanos.

O tratamento convencional da mastite baseia-se no uso de antibioticos,

porém, é crescente o interesse em alternativas terapéuticas como a fitoterapia
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que pode ser utilizada como coadjuvante ou até mesmo substituir o uso de
antibiéticos (AUSTREGESILO-FILHO et al, 2023)

Uma alternativa € a busca por produtos naturais, que sejam efetivos e
causem menos danos a producdo de leite, perdas pelo descarte, mortes dos
animais e custos com tratamento. Dentre as diferentes fontes de produtos
naturais, as plantas séo consideradas promissoras, onde sao realizados estudos
iniciais a partir de extratos hidroalcodlicos no tratamento da mastite como
relatado por Schuch et al. (2008), e cujos resultados demonstraram evidéncia de
inativacdo bacteriana a partir de testes com extratos de plantas.

Nader et al. (2010) avaliaram a eficacia da fitoterapia em vacas leiteiras
com mastite. Os resultados indicaram que o tratamento foi capaz em reduzir a
atividade microbiana da glandula mamaria frente a infec¢do com Staphylococcus
aureus, além de algumas plantas que apresentarem potencial anti-inflamatério e
antioxidante. Os autores utilizaram Lippia sidoides (folha), Cochlospermum
regium (casca, entre casca e cerne da raiz), Baccharis dracunculifolia (folha),
Croton antisyphiliticum (raiz) e Eugenia dysenterica (folha).

Mendonca et al. (2021) também utilizaram a fitoterapia em testes in vitro
com as espécies Eugenia uniflora L. e Psidium guajava L., registrando atividade
antimicrobiana frente a isolados de Staphylococcus aureus da mastite bovina e
Silveira et al. (2023) observaram que a utilizagéo de extratos de plantas nativas
do cerrado (Lafoensia pacari, Hymenaea sp. e Stryphnodendron adstringens),
apresentaram atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus,
Enterobacter sp. e Escherichia coli, bem como acdes anti-inflamatéria e
antioxidante, contribuindo para a diminuicdo da incidéncia de casos de mastite e
melhoria da satude 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 o uso de antibiéticos; associaram a atividade sinérgica
de extratos vegetais contra microorganismos, principalmente bactérias
resistentes a medicamentos. Austregésilo-Filho et al. (2022b) relataram que
estudos sobre a eficacia de espécies do género Melaleuca (Myrtaceae) contra
bactérias causadoras de mastite tém se concentrado nos componentes quimicos
do 6leo essencial.

Desta forma, este estudo realizou a avaliacdo fitoquimica e a atividade

antimicrobiana do extrato bruto das folhas de Melaleuca leucadendra
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(Myrtaceae) frente a isolados de Staphylococcus aureus causadores da Mastite

Bovina.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Melaleuca e suas aplicacdes

Plantas medicinais sdo espécies vegetais usadas para fins terapéuticos.
Essa pratica existe desde tempos antigos, abrangendo varias civilizagdes (SAAD
et al., 2018).

O homem utiliza recursos naturais para beneficio préprio e dos rebanhos
e ha muito tempo, o conhecimento sobre plantas medicinais evoluiu para
aplicacdo na area da saude. A pesquisa fitoterapica veterinaria cresceu devido a
seus beneficios potenciais, como menor probabilidade de resisténcia
antimicrobiana em  microorganismos, menor geracdo de residuos
medicamentosos nos alimentos, formas farmacéuticas mais simples e inclusado
do saber local na terapéutica (WALLER et al., 2001; TOYANG et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios presentes nas plantas tém uma funcéo
primordial na defesa contra microorganismos, insetos e animais, além de auxiliar
na adaptacéo e regulacdo. No entanto, quando consumidos por outros seres
Vivos, esses metabdlitos podem ter propriedades terapéuticas, sendo utilizados
para o tratamento de doencas (SIMOES et al 2017).

As plantas que compdem o género Melaleuca (familia Myrtaceae) se
originam das regifes costeiras da Australia, compondo cerca de 230 espécies
amplamente distribuidas em todo o mundo, principalmente na Australia, América
tropical, Sul da Asia e Indonésia (CRAVEN; LEPSCHI, 1999).

Bean (2020) relata as principais caracteristicas taxondmicas morfolégicas
da espécie M. leucadendra, que apresenta inflorescéncias espigadas, picos de
30-150 mm de comprimento; folhas maiores com 40—-150 mm de comprimento;
estames glabros; feixes de estames com 9-22 mm de comprimento; frutas 4,5—
6,5 mm de diametro; pelos de folha 0,2—-0,8 mm de comprimento ou ausentes e
inflorescéncias de 24—-30 mm de largura.

S&o arvores com até 7m de altura, que possuem uma copa espessa,
folhas sem pélos que medem de 10 a 35 mm de comprimento e cerca de 1 mm
de largura, enquanto a filotaxia das folhas é espalhada em espiral (MONZOTE

et al., 2020). Glandulas proeminentes enriquecidas com 06leo aromatico séo
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encontradas nessas folhas (JOHNS et al. 1992). Franklin et al. (2007) estudaram
a distribuicdo do género e indicam que Melaleuca leucadendra ocorre em uma
ampla gama de solos, os profundamente alagaveis, ao longo de cérregos, em
varzeas e pantanos.

A familia Myrtaceae é reconhecida por suas propriedades medicinais e
aromaticas. O género Melaleuca abriga espécies amplamente utilizadas na
medicina tradicional e seu perfil fitoquimico 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).

As principais espécies (M. alternifolia, M. quinquenervia, M. bracteata e
M. cajuputi) tém sido submetidas a extracdo de 6leo essencial que é conhecido
mundialmente como 6leo de “tea tree” (YASIN et al., 2021). Também é conhecido
como Oleo de cajupat ou 6leo de tea tree australiano, pelo fato das espécies de
plantas que o produzem serem nativas daquela regido. A cor do 6leo varia de
transparente a levemente amarelada, tem efeito refrescante como o mentol e
odor semelhante & canfora (TRAN et al., 2013). Tanavat et al. (2022) também as
indicaram para plantio para producédo de madeira.

A espécie Melaleuca leucadendra possui varios metabdlitos secundarios,
dentre eles: terpenos, flavonoides glicosilados, flavonoides aglicona, triterpenos
e taninos, entre outros. Esses compostos tém mostrado uma variedade de
atividades biolégicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas em varios estudos (SILVA et al., 2020; SHAH et al. 2013, RINI
et al. 2012).

Na Segunda Guerra Mudial, o 6leo de tea tree foi utilizado como agente
antimicrobiano e repelente de insetos. Com o passar do tempo, suas aplicacdes
e popularidade se expandiram, sendo atualmente utilizado como conservante,
fungicida, biocida natural e em cosméticos, aromaterapia, além de
medicamentos alopaticos e fitoterapicos (YASIN et al.,, 2021). Syarifah et al.
(2022) testaram os compostos da Melaleuca leucadendra na inibicdo do virus
SARS-CoV-2 e Monzote et al. (2020) testaram o 6leo no tratamento da
leishmaniose que foi capaz de controlar o tamanho da leséo e a carga parasitaria
no modelo de leishmaniose cutdnea em camundongos BALB/c causada por
Leishmania amazonensis em comparagéo aos animais néo tratados (p < 0,05) e

semelhante aos tratados com Glucantime ® (p > 0,05).
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A espécie mais investigada para a producdo de Oleo essencial é a
Melaleuca alternifolia, que € uma planta que em condi¢des naturais cresce até 8
metros (SOUTHWELL; LOWE, 1999). O 6leo desperta o interesse de diferentes
indUstrias por possuir algumas propriedades medicinais, dentre essas, a
atividade antimicrobiana (CARSON et al., 2006). J& foram observados seus
efeitos contra patégenos como Staphylococcus aureus, S. mutans e Candida
albicans (LAM et al., 2020), além da acao na cicatrizacao de feridas (TULLIO et
al., 2019). Austregésilo—Filho et al. (2022a) relataram as potencialidades da
Melaleuca leucadendra por sua ampla gama de atividades bioldgicas.

Efeitos anti-inflamatodrios também foram evidenciados como em uma
recente revisao sistematica, com o objetivo de saber se 0 6leo de tea tree é uma
alternativa viavel a clorexidina no manejo da doenca gengival e periodontal em
adolescentes e adultos (SINGH et al., 2022), e verificou-se que o 6leo foi superior
a clorexidina na reducédo dos sinais de inflamacédo gengival. Diallo et al. (2022)
confirmaram as atividades antibacteriana e anti-inflamatéria dos 6leos
essenciais das folhas de Melaleuca leucadendra, onde o 6leo exibiu atividade
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Al-Sayed et al. (2019)
relataram o potente efeito gastroprotetor da casuarinina extraido da Melalleuca
leucadendra atribuido aos seus efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e
antiapoptoticos, sugerindo a potencial aplicacdo da casuarinina como agente
antitlcera.

Além disso, ja se conhece a sua atividade antitumoral, como verificado em
um estudo, no qual o concentrado de Melaleuca alternifolia mostrou atividade
anticancerigena significativa contra linhagens celulares de cancer de préstata e
mama humano (CLARK et al., 2021). Em animais, a Melaleuca e o terpinen-4-ol
(principal componente do 6leo) demonstraram atividade contra diversos modelos
de neoplasia maligna em camundongo como cancer colorretal, melanoma,
mesotelioma e céancer de pulmdo, no entanto a interrupcdo completa da
progressao do tumor nédo foi obtida (GREAY et al., 2010; IRELAND, et al., 2012;
NAKAYAMA et al., 2017; SHAPIRA et al., 2016; WU et al., 2012).

Sharifi-Rad et al. (2017) relataram que Melaleuca leucadendra possui
inUmeras aplica¢des reconhecidas na medicina tradicional de diversos paises.
No Vietnd sdo utilizadas para tratar a gota; na Indonésia, no tratamento de
vertigens, dor de dente, reumatismo, obesidade e hiperlipidemia; em paises da

América do Sul séo utilizadas no tratamento da psoriase; nas Filipinas como
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antimalarico; no Senegal para tratar doencas respiratérias, inflamacdes e

dermatite e em Taiwan para aliviar a dor.

Acéo antimicrobiana da Melaleuca

O aumento da quantidade de bactérias resistentes aos antibiéticos tem
despertado o interesse em produtos vegetais como agentes antimicrobianos de
uso combinado com farmacos. Esta atividade sinérgica, visa controlar a
patogenia de alguns microorganismos (HEMAISWARYA et al., 2008). Um grupo
relevante de compostos antimicrobianos vegetais é composto pelos 6leos
essenciais que se tratam de misturas complexas de metabdlitos secundarios
volateis. Os 0leos essenciais e seus componentes podem atuar em conjunto com
alguns antibiéticos, potencializando sua atividade antimicrobiana, ou ainda
oferecer possibilidade para reduzir o uso dessa classe de medicamentos
(LANGEVELD et al., 2014; MAGI et al., 2015).

Nessa perspectiva, as propriedades antimicrobianas da melaleuca séo em
geral atribuidas a capacidade dos seus componentes de hidrocarbonetos se
dividirem em membranas bioldgicas, prejudicando sua integridade estrutural e
funcional (SIKKEMA et al., 1995). Hidrocarbonetos terpenos aromaticos volateis
compdem o 6leo da melaleuca que resultam em cerca de 100 componentes
moleculares com diferentes concentracfes (BROPHY et al., 1989). Os principais
componentes sdo a-terpineno, y-terpineno, terpineno-4-ol e eucaliptol (MORI;
USUKI, 2022).

O o6leo essencial da espécie Melaleuca alternifolia possui conhecidas
propriedades medicinais contra bactérias resistentes causadoras de infec¢des
dermatoldgicas, atividade antifungica, é usada na odontologia contra a formacéo
de biofilme e anti-inflamatorio, agdes antitumorais e anestésicas (CARMO et al.,
2021; CASARIN et al., 2019; IRELAND et al., 2012; KOZICS et al., 2019).

Em animais, ja se verificou melhora acentuada de les6es de dermatofilose
com o uso do 6leo de melaleuca em cavalos (FRYE et al., 2019). Também foi
evidenciado que o 6leo extraido de Melaleuca alternifolia junto a Litsea citrata
pode modular a producao de fatores de viruléncia e respostas imunolégicas e se
tornar parte de intervencdo para controlar a vibriose em um ambiente de

aquicultura de peixes ou camardes (ZHENG et al., 2021).



15

Além disso, um estudo observou que o 6leo de Melaleuca alternifolia pode
afetar a viabilidade de protoscoleces de Echinococcus ortleppi, sugerindo uma
opcédo de protocolo para o tratamento da equinococose cistica no gado bovino
(MONTEIRO et al., 2017). Além disso, testes in vitro ja verificaram que o 6leo de
tea tree entre 5 e 10%, apresentou 100% de eficacia no controle dos carrapatos
em vacas leiteiras (PAZINATTO BOITO et al., 2016).

Mastite

A mastite bovina € a inflamacao da glandula maméaria que ocorre por
diversos fatores infecciosos com multiplas causas que envolvem uma variedade
de patdégenos, o ambiente e outros relacionados ao animal, os microrganismos
de maior prevaléncia sao Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus que
ocasionam a mastite contagiosa, a doenca também pode ser causada por
microrganismos ambienteis (mastite ambiental), como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus spp., Pseudomonas
spp., Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, leveduras, algas e
fungos (FAZOLI et al., 2023; ACOSTA, 2016)

A mastite é geralmente causada por diferentes microrganismos, sendo
uma doenca bastante frequente em vacas leiteiras em todo o mundo (ADDIS et
al. 2016a.; OIKONOMOU et al., 2012). A mastite pode reduzir a qualidade e a
quantidade do leite e merece atencdo especial devido aos danos sanitarios e
econdbmicos (ADDIS et al., 2016b).

Existe uma alta variacdo na frequéncia dos patdégenos da mastite entre 0s
rebanhos e os locais pesquisados, as infec¢cdes por Staphylococcus aureus séo
de dificil controle e esta bactéria costuma causar mastite subclinica, clinica ou
cronica, além de doencas tanto em humanos quanto em animais domesticos (Li
et al., 2017).

Nessa perspectiva, um estudo objetivou identificar patdgenos emergentes
associados a mastite bovina no Nordeste do Brasil e caracteriza-los quanto a
resisténcia fenotipica e genotipica a antimicrobianos (DE OLIVIERA et al., 2022),
0s pesquisadores avaliaram um total de 321 amostras de leite de vacas com
mastite subclinica, e os isolados obtidos em cultura foram identificados por meio
de dessorcéo-ionizacao a laser associada a matriz - espectrometria de massa
de tempo de voo (MALDI-TOF MS). Foram identificadas 72 bactérias

consideradas emergentes na regidao de estudo. O antibiograma revelou os
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seguintes perfis de resisténcia: ampicilina (77,7%; 56/72), cefoxitina (69,4%;
50/72), eritromicina (61,1%; 44/72), oxacilina (63,8%; 46/72), penicilina (79,1%;
57/72), tetraciclina (63,8%; 46/72), gentamicina (25,0%; 18/72) e vancomicina
(20,8%; 15/72). Os autores reforcaram que bactérias emergentes com potencial
zoonotico e multirresistentes ocorrem em vacas com mastite na regido nordeste
do Brasil (DE OLIVEIRA et al., 2022).

O uso excessivo ou inadequado de tratamento antimicrobiano na mastite
bovina tem impactos significativos na saude publica. Isso ocorre devido ao
potencial surgimento de bactérias resistentes, que podem entrar na cadeia
alimentar. A preocupagdo com 0 uso de antimicrobianos em animais e suas
implicagcBes para a saude humana tem sido objeto de grande preocupac¢do por
parte das autoridades de saude publica h4 muitas décadas (NASCIMENTO et
al., 2023).

Recentemente, Vianna et al. (2023) observaram o interesse crescente na
aplicacédo de terapias alternativas na medicina veterinaria, com foco particular no
uso de fitoterapicos. Essa abordagem tem sido explorada como um
complemento ao tratamento convencional na mastite bovina, com énfase na
utilizacéo de 6leos essenciais para fins de inibicdo do crescimento bacteriano ou
aumento da eficacia terapéutica.

Em vista disso, na producao de leite organico em rebanhos do Brasil, tem
utilizado a homeopatia como tratamento da mastite bovina, estimulando as
defesas naturais do hospedeiro (BRACCINI et al., 2019). Porém, a resposta
imune a infeccao estafilocécica pode variar, e causar desde infec¢des leves até
quadros mais graves. As variacdes na resposta imune do animal podem ser
promovidas por fatores de viruléncia essenciais a resposta imune (THANERT et
al., 2017), e podem ocorrer em hospedeiros tratados com homeopatia.

Nesse sentido, autores brasileiros investigaram a producéo de biofilme in
vitro e seus genes em Staphylococcus spp. isolados no leite de vacas com
mastite tratadas com homeopatia (Belladone (12 CH), Hepar sulfur (12 CH),
Silicea (12 CH), Fosforo (12 CH) e Phytolacca decandra (12 CH)) (FERREIRA et
al., 2022). Verificaram que uso da homeopatia ndo elimina os isolados de
Staphylococcus spp., que podem persistir por meses nas vacas em lactacao.
Além disso, esses isolados podem ter potencial patogénico, facilitando a
persisténcia desses patdgenos.

Fazolli et al. (2023) citaram que a abordagem cientifica na gestdo da

mastite € essencial para reduzir os prejuizos econémicos e de qualidade na
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producao leiteira. O acompanhamento frequente da saude e higiene dos Uberes
das vacas, baseado em diagndsticos prévios, a adocdo de medidas higiénicas
sanitarias e a implementacdo de protocolos de controle de infeccdo, com o
suporte de médicos veterinarios, sdo elementos-chave para o sucesso ha
prevencao e controle da mastite, garantindo assim a sustentabilidade e eficiéncia
da cadeia produtiva leiteira.

Neto e Oliveira (2023) relataram que a mastite é a principal causadora de
prejuizos tanto econdmicos como de qualidade na cadeia produtiva leiteira,
sendo necessario 0 acompanhamento frequente do produtor na saude e higiene
dos Uberes das vacas, a partir de diagnésticos prévios, adocdo de medidas
higiénicos sanitarias e protocolos de controle da infeccdo com o auxilio do

médico veterinario

Mastite e a fitoterapia

O crescimento do numero de artigos cientificos sobre o emprego de
espécies do género botanico Melaleuca frente a bactérias causadoras de mastite
a partir de 2010 pode estar relacionado com o que Brandao et al. (2006) ja havia
detectado, ao relatar o surgimento de um consumidor cada vez mais exigente,
buscando produtos saudaveis, livres de residuos, possibilitados pela producao
dentro de padrbes agroecoldgicos. Esse tipo de produto, segundo Peixoto et al.
(2009), tem que ser certificado, com base em um rol de exigéncias como a ndo
utilizacéo de fertilizantes quimicos e agrotéxicos na producdo de alimentos para
o rebanho e a diminuicdo da utilizacdo de antibioticos, justificando-se a busca
por produtos naturais com devida comprovacao cientifica.

O Brasil ocupa a quarta posi¢ao na producédo mundial na producgéo de leite
(IBGE, 2016) e domina o cenario de pesquisas relacionadas ao uso de Melaleuca
spp. na prevencao ou controle da mastite bovina. Esta tendéncia provavelmente
esta ligada a uma crescente preocupacdo, ndo somente no aumento da
produtividade, mas em relacdo a qualidade da producéo do leite no Brasil, pois
a deteccao, mesmo em pequenas quantidades de residuos de antibidticos levam
ao descarte, evitando-se prejuizos a saude publica (FERREIRA et al., 2014), o
gue leva a busca por novas abordagens para o controle e prevencao da mastite
em vacas leiteiras (BASKARAN et al., 2009).

Mendoncga et al. (2021) também utilizaram a fitoterapia como tratamento

da mastite bovina e Silveira et al. (2023) observaram que a utilizacao de extratos
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de plantas, apresentou atividade antimicrobiana, anti-inflamatoéria e antioxidante,
contribuindo para a diminui¢cdo 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 o uso de antibioticos associando extratos vegetais com
efeito sinérgico contra bactérias resistentes a medicamentos. Austregésilo-Filho
et al. (2022b) relataram que estudos sobre a eficicia de espécies do género
Melaleuca (Myrtaceae) contra bactérias causadoras de mastite séao
concentrados nos componentes quimicos do 6leo essencial. Obtiveram
resultados promissores em testes antimicrobianos com extrato de Melaleuca
leucadendra em cepas de Staphylococcus aureus isolados de animais com

mastite bovina.

3 OBJETIVOS

Geral

Realizar a avaliacdo fitoquimica e da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcdéolico e hexanico da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) frente

a isolados de Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina.

Especificos
- Coletar e identificar amostras de Melaleuca leucadendra.

- Preparar os extratos hidroalcodlico e hexanico da folha da planta de maneira

padronizada.

- Realizar analises fitoquimicas para identificar e quantificar os principais

compostos presentes nos extratos.

- Executar os testes de sensibilidade antimicrobiana dos extratos de Melaleuca
leucadendra frente a isolados de Staphylococcus aureus causadores da mastite

bovina.

- Analisar os dados obtidos sobre a atividade antimicrobiana do extrato de
Melaleuca leucadendra e sua aplicabilidade potencial no tratamento da mastite

bovina.

- Produzir estudo cienciométrico sobre a planta em relagdo a mastite bovina.
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5 CAPITULO 1

DESREPLICAQAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO EXTRATO DE
Melaleuca leucadendra (Myrtacea).

RESUMO

Os oOleos essenciais do género Melaleuca (Myrtaceae) sdo amplamente
estudados, devido a atribuicdo de atividades biologicas de interesse como as
propriedades antimicrobianas, acao anti-inflamatdria, antioxidantes entre outras.
Entretanto, poucos estudos evidenciam a composicdo quimica dos extratos
vegetais para espécies desse género. Objetivou-se analisar os constituintes
fitoquimicos do extrato hidroalcéolico de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae),
assim como aplicar ferramentas metabolémicas inovadoras com o intuito de
investigar a sua diversidade de metabdlitos secundarios e avaliar o potencial
bioativo dos extratos. Os extratos das folhas foram obtidos por maceracao até o
esgotamento e o material extrativo rotaevaporado foi utilizado para a obtencédo
dos extratos hidroalcéolicos brutos. Os extratos produzidos foram analisados por
HPLC-DAD-ESI (+), empregando-se método abrangente e generalista. A partir
desses dados foi realizado um estudo de otimizac&o do processamento de dados
e da construcdo da rede molecular a partir do Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS, Rede Mundial de Material Molecular de Produtos
Naturais), resultando em redes robustas e anotacdes de auta qualidade. As
analises dos cromatogramas obtidos demonstraram alta complexidade de
compostos presentes nos extratos com cerca de 88 substancias. Entretanto, por
meio da comparacao dos dados obtidos em bibliotecas espectrais de acesso livre
disponiveis na plataforma GNPS, constatou-se 37 diferentes metabdlitos
secundéarios com potencial bioativo, os quais estdo distribuidos em 11
superclasses, divididos em 20 classes, destacando-se 13 flavonoides, além de 9
triterpenos. A espécie Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) pode ser considerada
fonte para uma ampla gama de atividades bioldgicas, devido a complexidade de
compostos encontrados neste estudo, apresentou 20 compostos com atividade
medicinal ja descrita na literatura. Esses resultados aprofundam o entendimento
sobre o potencial terapéutico dessa planta e abrem caminho para futuras
aplicacdes na medicina e na pesquisa de novos compostos bioativos.
Palavras-chave: Extratos Hidroalcéolicos; Melaleuca leucadendra; Rede

molecular
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ABSTRACT

Essential oils from the Melaleuca genus (Myrtaceae) are widely studied,
due to the attribution of biological activities of interest such as antimicrobial
properties, anti-inflammatory action, antioxidants, among others. However, few
studies demonstrate the chemical composition of plant extracts for species of this
genus. The objective was to analyze the phytochemical constituents of the
hydroalcoholic extract of Melaleuca leucadendra (Myrtaceae), as well as to apply
innovative metabolomic tools in order to investigate its diversity of secondary
metabolites and evaluate the bioactive potential of the extracts. The leaf extracts
were obtained by maceration until exhaustion and the rotavaporated extractive
material was used to obtain the crude hydroalcoholic extracts. The extracts
produced were analyzed by HPLC-DAD-ESI (+), using a comprehensive and
generalist method. Based on these data, a study was carried out to optimize data
processing and construction of the molecular network using the Global Natural
Products Social Molecular Networking (GNPS), resulting in robust networks and
annotations of high quality. Analysis of the chromatograms obtained
demonstrated a high complexity of compounds present in the extracts with
around 88 substances. However, by comparing data obtained with freely
accessible spectral libraries available on the GNPS platform, 37 different
secondary metabolites with bioactive potential were found, which are distributed
in 11 superclasses, divided into 20 classes, highlighting 13 flavonoids, in addition
to 9 triterpenes. The species Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) can be
considered a source for a wide range of biological activities, due to the complexity
of compounds found in this study, with 20 compounds with medicinal activity
already described in the literature. These results deepen the understanding of the
therapeutic potential of this plant and pave the way for future applications in

medicine and research into new bioactive compounds.

Keywords: Hydroalcoholic Extracts; Melaleuca leucadendra; Molecular network



30

INTRODUCAO

A busca por métodos eficientes e rapidos na descoberta de novos
produtos naturais bioativos impulsionou o avanco das tecnologias analiticas de
separacdo e analise espectral. O desenvolvimento de ferramentas
computacionais também acelerou a identificagcdo de compostos, permitindo
comparacdes individuais entre os espectros adquiridos e 0s repositorios
espectrais de compostos (DE OLIVEIRA et al.,, 2017; NETO et al.,, 2016;
NIELSEN et al., 2011).

A investigacdo da quimica de produtos naturais, visando compreender
eventos multifatoriais, tem se voltado para a utilizacdo da andlise estatistica,
bioinformética e quimiometria, além de abordagens alternativas para organizar,
armazenar, mapear e analisar conjuntos complexos de dados com rapidez e
confiabilidade (PILON et al., 2021; WANT; METZ, 2017).

Apesar da analise individual de espectros ter contribuido para a
identificacdo e desreplicacdo de diversas substancias, esse procedimento
continua demandando periodos extensos de verificacdo dos dados. Quando
consideramos abordagens mais contemporaneas como a metabolémica, a
situacdo se torna ainda mais complexa e impraticavel (TITZ et al., 2017; WANT,;
METZ, 2017).

Desta forma, por meio do estudo integrado dos componentes e
comportamentos dindmicos dos sistemas biol6gicos, combinando modelagem
matematica e biologia experimental, é possivel obter informacdes que seriam
impossiveis de determinar com o estudo individualizado de cada componente
(FUNARI et al., 2013; NICHOLSON; LINDON, 2008; LEVESQUE; BENFEY,
2004; VON BERTALANFFY, 1975).

Nos ultimos anos, o numero de publicagbes envolvendo o conceito de
metabolémica em quimica de produtos naturais tem crescido exponencialmente,
evidenciando a importancia da andlise qualitativa e quantitativa dos eventos
moleculares primarios e secundarios de um organismo para a elaboracédo do
perfil metabdlico (PILON et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2017; LEROY; LEVIN;
SALEK; STEINBECK, 2016; NETO et al., 2016; VAN KERREBROECK; DE
VUYST, 2014; NICHOLSON; LINDON, 2008).

A metaboldémica pode ser empregada na compreensdo do metabolismo
secundario, identificacdo de relacbes taxondmicas e quimiossistematicas,

proporcionando uma visao integrada da composicao bioquimica (LEVIN; SALEK,
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2016; LEROY; VAN KERREBROECK; DE VUYST, 2014). Essa abordagem
permite avaliar os efeitos biol6gicos de substancias puras e matrizes complexas
através da resposta metabolica (PILON et al., 2021). Desta forma, € possivel
identificar os compostos responsaveis pela atividade biolégica na matriz
complexa e explorar possiveis interacées sinérgicas e/ou antagdnicas (DOS
SANTOS et al., 2017).

A desreplicacdo consiste na identificagdo de compostos conhecidos sem
a necessidade de isolamento, geralmente por meio da analise por diferentes
meétodos espectroscopicos e da comparacdo com bases de dados. Assim, &
usada para racionalizar o processo de isolamento de substancias que
apresentam dados espectroscépicos semelhantes aos compostos bioativos
presentes na base de dados (GU et al., 2013; YANG et al., 2013)

Na desreplicacdo, a matriz complexa é analisada por uma ou mais
técnicas de deteccdo (geralmente associadas as técnicas de separacdo e aos
bioensaios “in vitro” ou “in vivo” para obter dados fisico-quimicos, como absor¢ao
em determinado comprimento de onda, relacdo massa/carga, tempo de retencao
etc. Os metabdlitos de interesse (bioativos, por exemplo) sédo entdo comparados
as bases de dados para detectar compostos ja conhecidos, sem a necessidade
de isolamento (PILON et al., 2021; LANG et al., 2008).

Objetivou-se neste estudo, analisar os constituintes fitoquimicos do
extrato hidroalcéolico de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) com o intuito de
investigar a sua diversidade de metabdlitos secundarios e avaliar o potencial
bioativo dos extratos.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) em
floracdo no campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco/UFRPE,
Recife — Brasil (80° 7' 33" S, 350° 21' 14" W), as quais foram prensadas e
encaminhadas ao Herbario Vasconcelos Sobrinho/UFRPE, para herborizagéo.
As identificacbes foram realizadas por especialistas, e as exsicatas foram
registradas no Herbéario da UFRPE sob n°® 56001 e n° 56002.

O processo de remocdo do extrato bruto hidroalcodlico da folha de
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) foi realizado por maceracéo das folhas e a
remocao por solvente a frio. O extrato foi obtido a partir de folhas desidratadas

em estufa de ar circulante (35-40°C). ApGs a desidratacdo, o material foi
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pulverizado e colocado em um extrator, onde foi adicionado um volume de
solvente hidroalcodlico a 70%, suficiente para homogeneizacdo da mistura e
completa imerséo no solvente. A mistura colocada no extrator por 72 horas,
sendo posteriormente filtrada e submetida a um evaporador rotatorio sob
pressdo reduzida, aquecida entre 30-45 °C, sob agitacdo a 120 rotacfes por
minuto (RPM), segundo Austregésilo-Filho et al. (2023)

Os extratos produzidos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia equipado com detector de arranjo de diodos, acoplado ao
espectdometro de massa por ionizacao por electrospray no modo positivo (HPLC-
DAD-ESI(+)-MS) (micrOTOF-QII) (BrukerDaltonics), utilizando um método
abrangente e generalista (WU et al. 2020; MORAES; LAGO, 2003). Para tanto,
utilizou-se acetonitrila (ACN) — acido férmico (HCO2H) (0,1%) (v/v) (B) e agua -
HCO:2H (0,1%) (v/v) (A) como fase moével, a uma vazao de 0,8 mL/min, volume
de injecdol5 pL e o seguinte gradiente de eluicdo: 0 — 2 min (3% B); 2 — 20 min
(3 =100 % B); 20 — 23 min (100 % B); 23 — 26 min (100-3 % B), permanecendo
em 3 % de fase movel B durante 2 minutos apds as analises em aquisi¢cdo dos
dados de massas (Prerun).

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no modo de
ionizagao positivo, utilizando a taxa de espectros (spectrarate) de 2,0 Hz e faixa
de massa de 50 a 1300 m/z. Os parametros da fonte de ionizagdo foram:
voltagem do End Plate Off set de 450 V; voltagem do capilar 3,5 kV (modo
positivo); nebulizador a 4,5 bar; vazdo do gas de secagem de 9,0 L/min;
temperatura do gas de secagem 200° C.

Para obter massas de alta resolucdo, o instrumento e 0s experimentos
foram calibrados a partir de uma solucdo de padréo internode Na-TFA (400
mg/100 mL), ao final de cada andlise. Os dados foram analisados usando o
software DataAnalysis 4.3 (Bruker, Daltonik). As amostras foram preparadas a
partir dos extratos secos, utilizando-se 1,0 mg de extrato em 1,0 mL do respectivo
solvente de cada extracdo que foram filtradas com filtro de seringa com
membrana filtrante de PTFE (0,22 um), acondicionada em vials de vidro de 2,0
mL e, em seguida, analisadas. Apds a otimizagéo, os extratos foram obtidos e
foram acondicionados em frascos pesados e vedados e colocados em freezer a
-26° C.

Os dados adquiridos nas analises por HPLC-DAD-ESI-MS no modo de
ionizagdo positivo foram convertidos, separadamente, em arquivos Mzxml

utilizando o software livre ProteoWizard - MSconvert (v.3, Proteowizard Software
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Foundation, Palo Alto, CA, EUA) (Chambers et.al., 2012). Posteriormente, foram

processados utilizando-se o software MzMine T (v. 2.51, BMC Bioinformatics,
Reino Unido). Os parametros utilizados no processamento foram otimizados
para obter cromatogramas alinhados, deconvoluidos, com minima influéncia de
ruido e isOtopos, e que representem ao maximo os extratos analisados.

Apo6s o processamento foram exportados os arquivos de dados, contendo
informagdes dos espectros de massas, assim como, um arquivo de dados
contendo a matriz de dados de areas dos picos, razbes massa-carga (m/z) e
tempos de retencdo. Os arquivos gerados foram enviados para a Plataforma
online da Rede Mundial de Material Molecular de Produtos Naturais (GNPS)
(https://gnps.ucsd.edu, (WANG et al.,, 2016) através do software WinSCP
(https://winscp.net/eng/index.php) e utilizados para a construcdo das redes

moleculares.

Os espectros de massas foram convertidos em vetores unitarios e
comparados por similaridade de cosseno. O algoritmo MS-Cluster foi aplicado
para combinar espectros da mesma molécula com massas parentais
semelhantes (0,5 Da) e pontuagcao de cosseno superior a 0,95 em espectros de
consenso. Redes Espectrais compararam todos os pares de vetores possiveis
dos espectros massas, considerando a tolerancia de massa para picos de
fragmentos (0,5 Da), tolerancia de massa parental (1 Da), o nimero minimo de
picos correspondentes por alinhamento espectral e uma pontuagdo minima de
cosseno de 0,5. Quanto maior a pontuacdo do cosseno entre dois espectros,
mais semelhantes serédo os espectros massas e, mais semelhantes as moléculas
(PILON et al., 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cromatogramas de HPLC-DAD-ESI(+)-MS dos extratos
hidroalcoolicos da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) revelaram uma
complexidade de 88 compostos distintos. Entretanto, apdés a submissdo dos
espectros de massas a GNPS (http://gnps.ucsd.edu), seguido de visualizagdo no
Cytoscape 2.8.3 (NETO et al., 2016; PILON et al., 2021), o que possibilitou a
identificacdo de 38 compostos com potencial bioativo, os quais foram
classificados em relacdo as superclasses de produtos naturais como terpenos,

flavonoides glicosilados, flavonoides aglicona e triterpenos.
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Na tabela 1 estdo apresentadas algumas das classes de produtos

naturais, destacando as superclasses apocarotenoides, cromanos,

octadecandides, triterpenoides e acidos fendlicos que apresentam potencial

antioxidante, anti-inflamatoério e antimicrobiano.

Tabela 1. Parte dos metabdlitos encontrados por HPLC-DAD-ESI(+) em

Melaleuca leucadendra (Myrtaceae), destacando as superclasses

apocarotenoides, cromanos, octadecanoides, acidos fendlicos e triterpenoides.

fon

Namero  N-_SuPer PN_Classe COMPOSTOS RU " brecurs mp  Cluster
Classe (min) Index
or (m/z)
2-Cyclohexen-1-one, 4-[3-(beta-D-
1 Apocarotenoids  Megastigmanes glucopyranosyloxy)-1-buten-1-yl]- 1,58 387,179 C19H300s 1445
4-hydroxy-3,5,5-trimethyl
5,7-dihydroxy-2-methyl-8-[3,4,5-
2 Chromanes Chromones trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan- 1,05 355,082 C16H1809 1264
2-yllchromen-4-one
3 Jasmonic acids Sulfojasmonate 1,15 305,073 Ci2H1807S 919
Octadecanoids Other trihydroxyoctadeca-10,15-
4 Octadecanoids dienoicacid 360 327,221 CisHzOs 1082
3,4,5-trihydroxy-6-(3,4,5-
5 Gallotannins trihydroxybenzoyl)oxyoxan-2- 0,98 483,087 C20H20014 1915
Phenolic acids yllmethyl 3,4,5-trihydroxybenzoate
3-(Benzoyloxy)-2-hydroxypropy!
6 Phenolicacids beta-D-glucopyranosiduronicacid 192 373092 CisH0010 1366
7 Vanillicacid - O-sulfonateHex 2,44 409,088 Ci4H18012S 1565
Eremonhilane Naphtho[2,3-b]furan-9(4H)-one,
8 _ . Ses uiterr) enoids 4,8-bis(acetyloxy)-4a,5,6,7,8,8a- 2,55 331,135 C19H2406 1120
Sesqugerpenm quiterp hexahydro-3,4a,5-trimethyl
s
9 Farnesane. trans-Nerolidol 7,62 205182  CisHaO 82
Sesquiterpenoids
10 L
Glicirrizina 3,40 711,407 CszeHssOmn1 2334
Triterpenoids Oleanane
Triterpenoids (2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi)-2,3,23-
Trihydroxy-28-oxoolean-12-en-28-
11 VI]-beta-D-glucopyranose 3,72 695,411 C3sHs8010 2314
Platanic Acid
12 483 459,318 C29H4604 1811
Triterpenoids
13 Ursane Acido Ursélico 5,77 437,314 C30H4603 1724
Triterpenoids
14 3-0O-E-p-coumaroyl alphitolicacid 6,13 617,389 CaoHs.06 2230
15 Sumaresinolic Acid 6,17 473,333 Cs30H4804 1879
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18

19

20
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Uvaol 6,83 443,36 C1Hs0; 1751
Oleanane 4,5,9,9,13,20,20-heptamethyl-24-
triterpenoids oxahexacyclo- tetracosan-10-ol 7,03 425,351 CaoHso02 1682
Lignanasdibenzil . .
butirolactdnicos Niranthin 432.5130  C24H3207
Lignanes 2-(2,6-dimethoxy-4-prop-2-
Neolignans enylphenoxy)-1-(3,4,5- 4,70 401,171 Ca23H3007 1533
trimethoxyphenyl)propan-1-ol
glucopyranosyloxy)-1-buten-1-yl]-
- | 4-hydroxy-3,5,5-trimethyl 1,58 387,179 C19H300s 1445
Apocarotenoids  Megastigmanes o '
46"-Dimethoxy-2- 4,65 285,095 N/A 773
hydroxychalcone
97,11E,13E-Octadecatrienoic
Wax monoesters acidethylester 7,86 307,242 C20H3402 946
Fatty esters
Fatty alcohols Docosanol 9,86 325,314 C22H460 1072

* RT — Tempo de retencéo (minutos); MF — Formula Molecular. Fonte: Os
autores (2024).

Na andlise de HPLC-DAD-ESI(+)-MS do extrato hidroalcodlico verificou-
se a presenca de nove compostos pertencentes a classe de triterpenos, 0s quais
apresentam diversas propriedades biolégicas descritas na literatura, entretanto,
poucos sao as publicacdes que descreveram a presenca de tais compostos em
extratos de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae).

Desta forma, no extrato foram identificados os compostos 3-O-trans-p-
coumaroyl-alphitolic acid (Tabela 1; entrada 14) (3OTPCA), um triterpeno
conhecido por ser citotoxico para células cancerigenas (MITSUHASHI et al.,
2017), assim como o &cido sumaresindlico (Tabela 1; entrada 15). Estudos
sugerem diversas atividades biolégicas e medicinais desses compostos como
atividade antioxidante e anti-inflamatérias; alguns destes indicam que o &cido
sumaresinélico também pode ter propriedades anticancerigenas, inibindo o
crescimento de células cancerigenas em determinadas condi¢des. Existem
evidéncias de que o acido sumaresinélico pode exibir atividade antimicrobiana
(SEN, 2020; AYELESO; MATUMBA; MUKWEVHO, 2017; TSAO; YIN, 2015
TSAI; YIN, 2008). A nirantina (Tabela 1; entrada 18) consiste em outro composto
gue apresenta propriedades antitumorais e antioxidantes (CHOPADE et al.,
2021; JANTAN et al., 2019; KASSUYA et al., 2006).
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A Figura 1 demonstra a forma molecular de alguns terpenos e
sesqueterpenos presentes no extrato da folha de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) durante a analise de HPLC-DAD-ESI(+)-MS.

Figural — Estrutura molecular dos terpenos e sesqueterpenos presentes no

extrato de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) na analise de HPLC-DAD-ESI(+)-
MS.

HO

Glochidone (16)  Sumaresinolic acid (15)

4,5,9,9,13,20,20-heptamethyl-24-oxahexacyclo
[17.3.2.01,18.04,17.05,14.08,13]tetracosan-10-ol (18)

Fonte: Os autores (2024)

Também foram identificados nos extratos de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae), o composto uvaol (Tabela 1; entrada 17) (Figura 1). Estudos
sugerem que este pode apresentar diversas atividades medicinais como anti-
inflamatoria, antioxidante, efeitos cardiovasculares, incluindo a reducdo da
pressao arterial (ZHU et al., 2021; CARMO et al., 2020; LOMBARDO et al., 2018;
TALHAOUI et al., 2018). Outras pesquisas indicam que o uvaol pode ter
propriedades anticancerigenas, inibindo o crescimento de células cancerigenas
(GHORAI, 2020; TALHAQUI et al., 2018). O acido ursélico (Tabela 1; entrada
13) (Figura 1), tem apresentado propriedades anti-inflamatérias, anti-oxidantes e
anti-cancer, inibindo o crescimento de células cancerigenas (LIU et al., 2023;
KANG et al., 2022; MLALA et al., 2019). H4 evidéncias que sugerem ainda,
efeitos benéficos em condi¢des relacionadas ao diabetes, incluindo a regulacéo

da glicose no sangue, além de poder ter beneficios para a saude cardiovascular,
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incluindo a reducédo do colesterol e a protecédo contra danos ao coracéo, assim
como demonstrou atividade contra alguns microrganismos, sugerindo um
potencial papel como agente antimicrobiano (LIU et al., 2023; WANG; HE, 2014).

Estudo recente demonstrou que o extrato de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas de
Staphylococcus aureus causador da mastite bovina (AUSTREGESILO-FILHO et
al., 2023) e tais resultados podem ser atribuidos a presenca da glicirrizina
(Tabela 1; entrada 10), inicialmente identificada na raiz de Glycyrrhiza glabra, e
que tem sido objeto de estudos devido as suas potenciais propriedades
medicinais, destacando-se suas propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes.
Além disso, alguns estudos sugeriram que a glicirrizina pode ter atividade
antiviral, incluindo acéo contra alguns virus respiratérios, além de um potencial
efeito gastroprotetor (PALAR et al.2022; PEREIRA, et al. 2022)

A (glicirrizina pode apresentar atividades com efeitos antibactericida
(ZEECE, 2020); na pele, participa como um eximio agente anti-inflamatorio
contra citocinas inflamatorias (RAMOS-TOVAR; MURIEL, 2019), inibe a
proliferacdo de bactérias, impedindo sua proliferacdo e de agentes estranhos
(WAHAB et al., 2021). Forma uma barreira de protecdo contra as agressoes,
melhora a elasticidade da pele e restaura as fibras de colageno (FRY, 2012).
Estimula as células epidérmicas, acelerando o reparo tecidual e reduz o tempo
de cicatrizacdo de feridas e atua como antioxidantes, além de proteger a pele
dos efeitos dos radicais livres (HUAN et al., 2021).

A presenca do platanic acid (Tabela 1; entrada 12) (Figura 1) corrobora
com os resultados no tratamento da mastite, uma vez que estudos tém
demonstrado suas propriedades antimicrobiana, com atividade frente a alguns
fungos e bactérias, além de atividade anti-inflamatérias e propriedades
antioxidantes (GANAIE et al., 2021; LOU et al., 2021a, 2021b; AISHA et al.,
2012).

Na tabela 2 estdo apresentados os 12 compostos pertencentes a
superclasse dos flavondides, além de 10 flavondis que apresentam atividade
bioldgica conhecida, sendo eles o myricetin, quercetin e kaempferol, assim como

seu respectivos 3-O-glicosideos (Tabela 2, Figura 2).
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Tabela 2. Flavonoides encontrados por HPLC-DAD-ESI(+) no extrato
hidroalcoolico de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae).

fon
R.t Precursor MF Cluster
(min) Index

(m/z)

PN_Super

Ndmero
Classe

PN_Classe COMPOSTOS

2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-3-[3,4,5-trihydroxy-6-[[-
25 3,4,5-trihydroxyoxan-2- 2,43 597,111 C26H28016 2194
ylloxymethyl]loxan-2-
ylloxychromen-4-one
26 quercetin 3-O-glucuronide 2,59 477,078 C21H18013 1894
3-[4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-[3,4,5-

27 trinydroxyoxan-2-ylJoxyoxan-2- 2,64 579,147 C26H28015 2163
ylloxy-5,7-dihydroxy-2-(4-
. Flavonols hydroxyphenyl)chromen-4-one
Flavonoids
28 myricetin-3-O-rhamnoside 2,69 463,098 C21H20012 1821
29 Quercetin 2,79 303,032 Ci5H1007 909
30 Kaempferol-3-O-glucuronoside 2,83 461,081 C21H18012 1814
31 Quercetin-3-O-rhamnoside 2,97 447,102 C21H20011 1759
32 Kaempferol 3-O-rhamnoside 3,07 431,106 C21H20010 1704
33 Kaempferol 3,21 285,043 C15H1006 771
35 Flavones Tricin 3,20 329,034 C17H1407 1094
35 Pinocembrine 4,17 257,065 C15H1204 429
36 naringenin 4,47 415,186 C16H1404 1620
. 285,09
37 Chalcones Cardamonin 4,65 5 Ci7H1604 773
38 'SOﬂg‘S’O”O' Isoflavones Daidzein-8-C-glucoside 287 417,094  CuHnOs 1629

* RT — Tempo de retencéo (minutos); MF — Formula Molecular.
Fonte: Os autores (2024)

Dentre os metabdlitos do extrato de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae)
estdo aqueles associados aos compostos pertencentes a superclasses dos
flavonoides. A andlise de HPLC-DAD-ESI(+)-MS revelou a presengca 12
diferentes flavonoides, e alguns flavonoides glicosideos, cujas estruturas sao
apresentadas na figura 2. Diversos flavonoides apresentam atividade
antimicrobiana que podem ser atribuidos a presenca do pinocembrina (Tabela 2
entrada 35) (Figura 2), que pertence a classe das favonas encontrado em varias
plantas (RUTTANAPATTANAKUL et al., 2022; ZHU et al., 2021; RASUL et al.,
2013). A pinocembrina demonstrou atividade antibacteriana e antifingica em
alguns estudos, além de apresentar efeitos benéficos no tratamento de disturbios

pulmonares como a asma, devido as suas propriedades anti-inflamatorias (ZHU
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et al.,, 2021; RASUL et al.,, 2013). Algumas pesquisas sugerem que a
pinocembrina pode ter efeitos positivos na saude cardiovascular, incluindo a

reducdo da presséao arterial e a melhoria da funcéo vascular ( ZHU et al., 2021;
RASUL et al., 2013).

Figura 2. Estrutura molecular dos flavonoides e seus respectivos glicosideos

encontrados nos extratos de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) na analise de
HPLC-DAD-ESI(+).

OR;3
. . Kampherol-xylopyranosyl-glucopyranoside
quercetin 3-O-b-D-xylopyranosyl-(1-2)-O-b-D-glucopyranoside R1= xylopyranosyl-glucopyranoside; R2=H; R3=H
R1 = Xyl-(1-2)-Glc, R2 = H
. . Kampherol-O-b-D-glucopyranoside
quercetin 3-O-glucuronide _ R1= glucopyranoside; R2=H; R3=H
R1 = Glicuronosideo (Acido Glicurdnico / Querciturone)
. Kaempferol 3-O-rhamnoside
g‘ﬁrﬁ‘?tg‘zzH R1-Rhamnoside; R2 H; R3 H
) ) Kaempferol
quercetin-3-O-rhamnoside R1-H: R2 H: R3 H
R1=Rhamnoside; R2=H ' '

myricetin-3-O-rhamnoside HO" 'I/|
R1=Rhamnoside OH OH

Daidzein-8-C-glucoside

OH O
OH O OH O
g -
< oL sene
HO o ‘ O ~o o~
5-Hydroxy-7-methoxyflavanone  4',6'-Dimethoxy-2'-hydroxychalcone
Pinocembrine naringenin cardamonin

Fonte: Os autores (2024)

O flavonoide myricetin-3-O-rhamnoside (Tabela 2, entrada 28) (figura 2)
possui capacidade antioxidante, o que significa que pode ajudar a neutralizar os

radicais livres no corpo, contribuindo para a prevencdo do estresse oxidativo e
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possivelmente reduzindo o risco de doencas cronicas (MOTLHATLEGO et al.,
2020; THUAN et al., 2013; SALCEDO, et al., 2010). Pesquisas sugerem que 0
myricetin-3-O-rhamnoside pode ter propriedades anti-inflamatérias, o que pode
ser Gtil no suporte a resposta do sistema imunoldgico e na reducéo de processos
inflamatorios (IMRAN et al., 2021; MOTLHATLEGO et al., 2020; THUAN et al.,
2013). Alguns estudos indicam que o myricetin-3-O-rhamnoside pode ter
propriedades anticancerigenas, demonstrando a capacidade de inibir o
crescimento de células cancerigenas (IMRAN et al., 2021; MARTINS et al.,
2019).

Outro flavondide presente foi o quercetin (Tabela 2, entrada 29) que na
literatura demonstrou ter propriedades anti-inflamatorias, inibindo a liberagéo de
substancias proé-inflamatorias, sugerindo que pode ser Gtil no suporte a resposta
imunoldgica e na reducao da inflamagcdo (AGHABABAEI; HADIDI, 2023; ; WANG
et al., 2022; ANAND DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016). Algumas
pesquisas indicaram que o0 quercetin pode modular a resposta do sistema
imunologico, aumentando a atividade de certas células do sistema imunologico
e, assim, contribuir para a defesa contra infeccées (AGHABABAEI; HADIDI,
2023; ANAND DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016). Outros estudos
sugerem que o quercetin pode ter beneficios cardiovasculares, incluindo a
reducado da pressao arterial e a melhoria da saude vascular (KIM; PARK, 2018).
Pesquisas preliminares indicam que o quercetin pode ter propriedades
anticancerigenas, inibindo o crescimento de células cancerigenas e induzindo a
apoptose (AGHABABAEI; HADIDI, 2023; WANG et al., 2022; ; KIM; PARK, 2018;
ANAND DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016). Ha evidéncias que
sugerem que 0 quercetin pode ter efeitos neuroprotetores, auxiliando na
protecdo das células nervosas e possivelmente desempenhando um papel na
prevencdo de doencas neurodegenerativas (AGHABABAEI; HADIDI, 2023;
WANG et al.,, 2022; KIM; PARK, 2018). Este composto também demonstrou
atividade antiviral, inibindo a replicacéo viral (AGHABABAEI; HADIDI, 2023; KIM;
PARK, 2018). O quercetin pode influenciar positivamente o metabolismo e ajudar
na gestdo do peso ( WANG et al., 2022; KIM; PARK, 2018); o quercetin-3-O-
rhamnoside (Tabela 2, entrada 31), assim como a quercetina, o quercetin-3-O-
rhamnoside possui varias atividades medicinais potenciais (ELLOUMI et al.,
2022; Ll et al., 2022).

O flavonoide kaempferol é conhecido por suas fortes propriedades

antioxidantes, ajudando a combater o estresse oxidativo no corpo ao neutralizar
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os radicais livres (JAN et al., 2022; SOHRETOGLU; RENDA, 2020; WANG et al.,
2018; DORMAN et al., 2016). Essa atividade pode contribuir na prevencéo de
doencas relacionadas a idade e danos celulares. Estudos indicaram que o
kaempferol possui propriedades anti-inflamatérias, podendo ajudar a modular a
resposta imunoldgica e reduzir processos inflamatérios (PERIFERAKIS et al.,
2022; REN et al., 2019; WANG et al., 2018; PARAWIRA, 2009). O kaempferol
tem sido associado a beneficios cardiovasculares, incluindo a reducdo da
pressdo arterial, melhoria da funcéo vascular e reducédo do risco de doencas
cardiacas (PUNIA BANGAR et al.,, 2022; REN et al., 2019), e propriedades
anticancerigenas, inibindo o crescimento de células cancerigenas e induzindo a
apoptose (PERIFERAKIS et al., 2022; WANG et al., 2018). Algumas pesquisas
sugerem que o kaempferol pode ter atividade antiviral, inibindo a replicacéo viral
(PERIFERAKIS et al.,, 2022). Também foi demonstrado seu potenciail efeito
neuroprotetor, protegendo as células nervosas e reduzindo o risco de disturbios
neurodegenerativos (PUNIA BANGAR et al., 2022; SILVA DOS SANTOS et al.,
2021). Ainda pode influenciar positivamente o metabolismo e ajudar na
obesidade, embora mais estudos sejam necessarios para compreender
completamente esse efeito. O kaempferol-3-O-glucuronoside pode apresentar
algumas atividades bioldgicas potenciais como antioxidante, anti-inflamatoria,
cardioprotetor, anticancerigeno, antiviral e neuroprotecdo (DENG et al., 2021,
FANG et al., 2021; KHAJURIA et al., 2018; WANG et al., 2018).

Dentre os flavonoides presentes, 0 naringenin possui propriedades
antidiabéticas, anticancerigenas, antimicrobianas, gastroprotetoras,
imunomoduladoras, cardioprotetoras e neuroprotetoras. Essas propriedades sao
atribuidas principalmente as suas atividades antioxidantes e antiinflamatorias. As
atividades antioxidantes se destacam devido a eliminacéo de radicais livres e a
prevencdo da peroxidacao lipidica. Pode ainda, influenciar positivamente o
metabolismo de lipidios, contribuindo na redug&o dos niveis de colesterol LDL
(Lipoproteina de baixa densidade) e para a promog¢éo de uma saude metabdlica
melhor (UCAR; GOKTAS, 2023; BAl et al., 2020; SALEHI et al., 2019).

Dos metabolitos identificados o cardamonin € um flavonoide encontrado
em varias plantas, que desempenha um papel no tratamento do cancer, na
modulacdo do sistema imunoldgico, na inflamacéo e na morte de patdégenos. Por
meio da modulacéo das vias de sinalizacéo celular, induz a apoptose em células
malignas, além de interromper o ciclo celular, alterando a expressao proteinas

reguladores durante a divisdo das células malignas (BREAK et al., 2018). Devido
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ao seu potencial citotoxido relativamente seletivo contra células malignas do
hospedeiro, o cardamonin esta emergindo como um novo e promissor agente
anticancer em fase experimental (NAWAZ et al., 2020; JAMES et al., 2017;
GONGCALVES; VALENTE; RODRIGUES, 2014).

Daidzein-8-C-glucoside é um fitoestrogeno, que tem uma estrutura
semelhante ao estrogénio humano. Pode exercer atividade estrogénica fraca no
corpo e, portanto, tem sido estudado em relacdo ao alivio de sintomas da
menopausa e suporte a saude oOssea em mulheres pds-menopausicas
(BULTOSA, 2016; PATKAR; LEE; BURGESS, 2013). Como muitos compostos
encontrados em plantas, a daidzein-8-C-glucoside possui propriedades
antioxidantes (JOHNSON, 2001). Essa atividade antioxidante pode auxiliar a
combater o estresse oxidativo no corpo e contribuir para a prevencéao de danos
celulares (WANG; MA; YANG, 2019). Algumas pesquisas indicam que a
daidzein-8-C-glucoside pode ter propriedades anti-inflamatérias, ajudando a

modular a resposta inflamatéria do organismo (JOHNSON, 2001).

CONCLUSAO

A analise por HPLC-DAD-ESI(+) e os dados das bibliotecas espectrais
permitiram a desreplicacdo e identificacdo dos compostos presentes no extrato
da planta e investigacdo quimica dos compostos bioativos. Foram identificados
20 compostos com distintos potenciais medicinais, evidenciando a existéncia de
sinergias entre 0os componentes presentes. Esses resultados aprofundam o
entendimento e potencial terapéutico desta planta e abrem caminho para futuras

aplicacdes na medicina e na pesquisa de nOvos Compostos.
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6 CAPITULO 2

Atividade antimicrobiana de Melaleuca spp. (Myrtaceae) frente a
isolados bacterianos causadoras da mastite bovina: uma anéalise
cienciométrica (Publicado no periédico Conjecturas, Vol. 22, N°
18. P..1012-1024. https://doi.org/10.53660/CONJ-2240-2W83.
2022)

RESUMO

7z

Por definicdo, mastite é a inflamacdo da glandula mamaria, que ocasiona
alteracdes no leite e no tecido glandular mamario, do ponto de vista fisico-
quimico e microbiolégico. Antibidticos sdo comumente utilizados para tratar
mastites em vacas leiteiras, dentre eles encontram-se os [-lactamicos,
representados principalmente pelas penicilinas e cefalosporinas. Nos problemas
gerados pelo uso de antibidticos, tem-se desde a selecdo de linhagens
resistentes, até a presenca de residuos no leite, gerando problemas de saude
publica e ambientais, o que tem levado a busca por novas alternativas de
tratamentos, principalmente com uso de produtos naturais. No presente trabalho
foi realizada uma analise cienciométrica sobre a utilizacdo de Melaleuca spp.
contra mastite em cinco base de dados, sendo considerados como trabalhos
cientificos apenas artigos cientificos, publicados em portugués, inglés e
espanhol nos ultimos 30 anos. Embora seja preciso andlises futuras mais
aprofundadas, os resultados além de mostrarem indicios sobre a acéo
antimicrobiana de Melaleuca spp. contra microrganismos causadores de mastite,
evidenciam a potencialidade de gerar producéo cientifica, bem como indicar os

caminhos para redes de colaboracéo.

Palavras-chave: Mastite; Melaleuca; Cienciometria; Atividade Antibacteriana
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ABSTRACT

Mastitis is defined as inflammation of the mammary gland that results in physical-
chemical and microbiological changes in the milk and mammary glandular tissue.
Antibiotics, particularly -lactams, such as penicillins and cephalosporins, are
commonly used to treat mastitis in dairy cows. Among the problems caused by
antibiotic use are the selection of resistant strains and the presence of residues
in milk, which cause public health and environmental issues, leading to the search
for new treatment alternatives, primarily with the use of natural products. A
scientometric analysis was performed on the use of Melaleuca spp. against
mastitis in five databases, with only scientific articles published in Portuguese,
English, and Spanish in the last 30 years considered as scientific works. Although
more in-depth future analyses are required, the findings, in addition to
demonstrating evidence of Melaleuca spp. antimicrobial action against mastitis-
causing microorganisms, show the potential to generate scientific production and

indicate ways to form collaboration networks.

Keyworks: Mastitis; Melaleuca; Scientometrics; Antibacterial Activity
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INTRODUCAO

A principal afec¢é@o do gado leiteiro é a mastite, patologia multifatorial, que
apresenta variadas etiologias, podendo ser causada por diferentes grupos de
microrganismos, tais como: bactérias, virus, fungos e algas, dentre estes
destacam-se os estafilococos coagulase-positivas (SCP) e negativa (SCN),
estando como principal o Staphylococcus aureus e varias espécies de SCN. E
principal doenca contagiosa nos rebanhos leiteiros e responsavel por onerar a
producao e a industria de laticinios (LOPES; MANZI e LANGONI, 2018), sendo
a mastite subclinica a maior responsavel por perdas na industria leiteira
(ACOSTA et al., 2016).

Segundo Langoni (2013), quando a bactéria se localiza na mama

(glandulas) ela consome os componentes do leite e se propaga em alto nivel.

Na maioria dos casos, a ndo efetividade do tratamento, muitas vezes leva
ao uso indiscriminado de antimicrobianos, sem recomendac¢cfes do médico
veterinario, o que pode levar a um problema ainda maior, que é a selecdo de
microrganismos resistentes, que se tornam causadores de mastites cronicas
(ARCANJO et al., 2017).

Martin  (2011) relata que os p-lactanicos, os macrolideos, o0s
aminoglicosideos, o cloranfenicol e as tetraciclinas estdo entre os principais
antimicrobianos administrados no rebanho leiteiro para tratamento da mastite.
Destes, os B-lactanicos representados pelas penicilinas e cefalosporinas sao os
mais utilizados no Brasil (quase 40%), e os residuos destes antibiéticos podem

causar problemas de saude no homem e em outros animais.

Uma alternativa € a busca por produtos naturais, que sejam efetivos e
causem menos danos. Dentre as diferentes fontes de produtos naturais as
plantas sdo consideradas promissoras, onde sao feitos estudos iniciais a partir
de extratos hidroalcodlicos no tratamento de mastites, como relatado por Schuch
et al. (2008).

O presente trabalho visa realizar uma analise cienciométrica na
perspectiva de detectar se a atividade antimicrobiana do género botanico
Melaleuca (Myrtaceae) sobre mastite bovina representa um dominio de

interesse.
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METODOLOGIA

Para se analisar indicadores cienciométricos, foram feitas consultas nas
bases de dados Scielo, Scopus, PubMed, Web of Science e Google Académico,
considerando como trabalhos cientificos apenas artigos cientificos. Foram
considerados trabalhos publicados em portugués, inglés e espanhol, dos ultimos
30 anos (de 1991 & 2021). A pesquisa foi realizada com as palavras e caracteres

booleanos mastit AND Melaleuca.

Apos a realizacao da busca os dados foram selecionados para eliminacéo
de duplicidades de registros entre as bases. Nos casos em que houve detecgéo
de duplicidade, s6 foi considerado o registrado na base que possuia 0 maior

namero de trabalhos elegiveis para o presente estudo.

Os trabalhos elegiveis foram refinados por meio da leitura de seus titulos
e resumos, sendo a leitura de outras partes, como palavras-chave, introdugéo
ou metodologia, realizada quando a abordagem da temética ou de algum fator
nao foi suficientemente clara. Nesta etapa foi verificado o tipo de trabalho
realizado, o tipo de variavel resposta utilizada nos trabalhos de pesquisa primaria
(p.ex., atividade antimicrobiana, atividade antifingica, atividade antiviral), em
qual pais o trabalho foi realizado, e quando o pais foi o Brasil, em qual estado
brasileiro o trabalho foi realizado. Para fins de avaliacdo de tendéncia e
guantitativos, foi verificada também a producéo cientifica por ano, as revistas
cientificas e seus respectivos fatores de impacto (disponibilizados pela Clarivate

em 2020) e as citagbes dos trabalhos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos critérios adotados, as bases Scielo, PubMed e Web of Science néo
foram representativas, pois a base Scielo ndo apresentou resultados de busca,
PubMed apresentou apenas um trabalho, o qual estava em duplicidade com a
base Scopus, e Web of Science apresentou cinco trabalhos, todos em
duplicidade também com a base Scopus. A base Scopus apresentou 176
registros de trabalhos e a base Google Académico 521 trabalhos. Contudo,
aplicando-se os critérios de categoria do trabalho, linguas e duplicidades,
restaram 169 trabalhos cientificos da base Scopus e 294 da base Google
Académico, totalizando 463 trabalhos cientificos elegiveis para a andlise

cienciométrica.

Total de Artigos Publicados entre 1991 e 2021

Quanto ao numero de publicacdes na base Scorpus, observou-se um
discreto crescimento no numero de publicagfes (figura 1) iniciado em 1997,
sendo que a partir de 2013 houve um crescimento significativo de publicacdes,

estando em destaque o ano de 2019 (21,65%).

Figura 1: Numero de artigos em relacao ao ano na base de dados Scopus.
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Na base Google Académico, observou-se que a partir de 2000 iniciou-se

um discreto acréscimo seguido de queda, estabelecendo uma tendéncia

oscilatoria (figura 2). Porém, mesmo mantendo-se a tendéncia, a partir de 2010
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houve um crescimento significativo de publicacbes, destacando-se o ano de
2020 (11,34%).

Figura 2: Numero de publicacdes em relagdo ao ano na base de dados Google
Académico.
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Em ambas as bases de dados, o crescimento do numero de artigos
cientificos sobre o emprego de espécies do género botanico Melaleuca frente a
bactérias causadoras de mastite a partir de 2010 pode estar relacionado com o
que Branddo (2006) ja havia detectado, ao relatar o surgimento de um
consumidor cada vez mais exigente, buscando produtos saudaveis, livres de
residuos, possibilitados pela producéo dentro de padrbes agroecoldgicos. Esse
tipo de produto, segundo Peixoto et al. (2009), tem que ser certificado, com base
em um rol de exigéncias, como a nao utilizacdo de fertilizantes quimicos e
agrotoxicos na producao de alimentos para o rebanho e diminuicéo da utilizacéo
de antibioticos, justificando a busca por produtos naturais e a devida

comprovacao cientifica.

Comunicagéao formal sobre o tema nas bases de dados

Constatou-se que, em ambas as bases de dados, o formato de artigo
cientifico original foi majoritario (Figuras 03 e 04), representando 69,6% na base
Scopus e 43,62% na base Google Académico.
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Figura 3: Quantidade de publicacdes por formato na base Scopus entre 1991 e
2021, que abordam a atividade antimicrobiana de Melaleuca sp. sobre
bactérias causadoras de mastite
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Figura 04: Quantidade de publicacfes por formato na base Google Académico
entre 1991 e 2021, que abordam a atividade antimicrobiana de Melaleuca sp.
sobre bactérias causadoras de mastite
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Os resultados demonstram, que pela busca em produzir trabalhos
cientificos e publica-los na forma de artigos originais, buscando-se credibilidade
e a rigidez cientifica, os pesquisadores, seus grupos de pesquisa e redes de
colaboragéo sdo responséaveis ndo so pelo crescimento quantitativo do tema,

como também da qualidade e confiabilidade, pois segundo Noronha et al. (2008),
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a producédo de artigos como forma de disseminacdo das pesquisas é validada

pelos membros da comunidade cientifica, que s@o especialistas no tema.

Outro aspecto importante da producdo de artigos, como destacado por
Cobo (2011), é que essa producao se torna uma ferramenta de afericédo eficaz,
fornecendo um panorama do desenvolvimento de uma determinada area de

conhecimento, seja em abrangéncia mundial ou regional.

Citacdes recebidas pelos artigos analisados

Mesmo sabendo-se da lacuna entre o porqué o autor citou e 0 que se
compreende sobre o porqué o autor citou, a indexacéo de citacdes é embasada
na premissa de que a citacdo expressa a relacdo entre dois documentos
(MACIAS-CHAPULA, 1998). No presente trabalho, consideramos as citacdes
como uma forma de relacdo entre autores, além de indicar a importancia de um

artigo/autor para a area.

Nas bases consultadas, a maior parte dos artigos (69% na base Google
Académico e 28,5% na base Scopus) recebeu até 5 citacdes (Figuras 5 e 6),

porém, em ambas, 4% dos trabalhos receberam mais de 100 citaces.

Figura 5: Citacdes recebidas por artigos elegiveis na base Scopus
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Figura 6: CitacOes recebidas por artigos elegiveis na base Google Académico
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Apesar do tema estudado ser relativamente novo, a distribuicdo das
citacBes entre os autores ja demonstra uma maturidade crescente no aspecto
cientifico. Segundo Macias- Chapula (1998) a ciéncia como um sistema social
tem trés fungdes primordiais: disseminar conhecimentos, assegurar preservacao
de padrbes e atribuir créditos e reconhecer autores que contribuem para o

desenvolvimento das ideias em diferentes campos.

As relacdes entre a citacdo e a referéncia, possibilitam a visualizacdo de
uma rede formada por deferéncias a autores e suas contribui¢cdes, onde os textos
gue citam e os citados se conectam por vinculos de ideias e autores (SILVEIRA
e BAZI, 2008).

Mesmo havendo uma visao pragmatica sobre a contribui¢éo da citacdo na
composicdo do fator de impacto, o aumento do nimero de publicagcdes no
periodo e o consequente crescimento das redes de citacdes torna o tema
promissor, num caminhar em via de mao dupla com o fator de impacto, pois
quanto mais criterioso for o artigo mais citado serd. Muitas revistas nao
apresentaram fator de impacto por ndo estarem indexadas na base Web of
Science pela Clarivate em 2021 ou ainda, por terem deixado de existir antes
desse ano, mas mesmo assim, os artigos selecionados na base Scopus estéo

distribuidos entre revistas de fator de impacto entre 9 e 16 (Figura 7).

Figura 7: Fator de impacto das Revistas Cientificas na base de dados Scopus.
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Na base Google Académico (Figura 8), por armazenar um numero menor
de revistas indexadas, os artigos estdo distribuidos em revistas de fator de
impacto entre 1 e 6.

Figura 8: Fator de impacto das Revistas Cientificas na base de dados Google
Académico.
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As publicacbes no periodo estudado, concentram-se em atividade
antimicrobiana do Oleo essencial de Melaleuca spp., como por exemplo os
trabalhos de Carson et al. (2002), Chen et al. (2020) e Zhan et al. (2020),
publicados em revistas com fator de impacto acima de 3, pois apresentam

protocolos bem elaborados e uma rede de colaboracéo robusta, o que acarreta
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muitas citacOes e citacbes recentes, aspectos que elevam fator de impacto,

como relatado por Garfield (1994).

Distribuicdo geografica das publicacdes

Em relacdo ao local onde os artigos foram produzidos, a analise mostrou

gue o Brasil se encontra numa posi¢cao de destaque em relagdo ao tema, tanto

nos artigos da base Scopus (Figura 9) quanto nos artigos da base Google

Académico (Figura 10), ficando na frente de paises como Estados Unidos, China,

india e paises da Unido Européia.

Figura 9: Origem dos artigos publicados entre 1991 e 2021 na base Scopus.
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Figura 10: Origem dos artigos publicados entre 1991 e 2021 na base Google

Académico.
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O Brasil ocupa a quarta posicdo na producdao mundial de leite (IBGE,
2016) e mesmo assim domina o cenario de pesquisas relacionadas ao uso de
Melaleuca spp. na prevencdo ou controle da mastite bovina. Esta tendéncia
provavelmente estd ligada a uma crescente preocupacdo, ndo somente no
aumento da produtividade, mas em relacdo a qualidade da producao do leite no
Brasil, pois a detec¢cdo, mesmo em pequenas quantidades de residuos de
antibioticos levam ao descarte, evitando-se prejuizos & saude publica
(FERREIRA et al., 2014), o que leva a busca por novas abordagens para o

controle e prevencao da mastite em vacas leiteiras (BASKARAN et al., 2009).

A tendéncia pela busca de formas alternativas no controle e prevencao da
mastite, pode ser responsavel pela distribuicdo da producéo cientifica sobre o
uso de Melaleuca spp.no controle e prevencao da mastite no Brasil. A producédo
de artigos por estados brasileiros, tanto na base Scopus (Figurall), quanto na
base Google Académico (Figura 12), espelham as regides de maior producao
leiteira, destoando somente em relacdo a regido Centro-Oeste que teve uma
representatividade igual a regido Norte. A captacéo de leite cru Segundo IBGE
(2022), evidenciou a regidao Sudeste com a maior proporcéo (38,4%), seguida
pelas regides Sul (38,1%), Centro-Oeste (11,5%), Nordeste (8,3%) e Norte
(3,7%).

Figura 11: Origem dos artigos publicados entre 1991 e 2021 no Brasil na base
Scopus
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Figura 12: Origem dos artigos publicados entre 1991 e 2021 no Brasil na base
Google Académico
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CONSIDERACOES FINAIS

A andlise cienciométrica demonstrou que estudos associando o
tratamento e prevencdo da mastite bovina ao género botanico Melaleuca
(Myrtaceae) ainda sao bastantes recentes e mesmo com a crescente produgdo
cientifica nos dltimos anos, ndo aparenta entrar em caducidade. Embora seja
preciso analises futuras mais aprofundadas, os resultados além de mostrarem
indicios sobre a acdo antimicrobiana de Melaleuca spp. contra microrganismos
causadores de mastite, evidenciam a potencialidade de gerar producéo
cientifica, bem como indicar os caminhos para formacdo de redes de

colaboracéo.
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7 CAPITULO 3

Atividade antimicrobiana do extrato de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) em bactérias causadoras da mastite bovina
(Publicado em Peer Review, 5(16), 115-128.
https://doi.org/10.53660/772.prw2222 . 2023)

RESUMO

O presente trabalho realizou avaliacédo fitoquimica e antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico das folhas de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) em bactérias
causadores da mastite bovina. ApGs 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
cromatografica por técnicas tradicionais e para a verificacdo dos compostos por
espectrometria de massas acoplada a eletrosplay HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS
(micrOTOF-QII) (ESI-MS). Para avaliar a a¢do antibacteriana foram verificados
a concentracao inibitéria (CIM) e a concentracdo bactericida minima (MBC). Nos
resultados verificou-se a presenca 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 op¢ao promissora no tratamento da doenca.

Palavras-chave: Melaleuca; Mastite; Metaboélitos; Antimicrobiano.
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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 € uma inflamacéo 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 € a mais frequente que afeta a producédo de leite
e compromete sua qualidade (AUSTREGESILO-FILHO et al., 2022), é
contagiosa nos rebanhos e onera a producao 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). Ja 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 € observada na frequéncia dos patdgenos 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 infeccbes por S. aureus sdo de dificil controle e
costumam causar mastite subclinica, clinica e crénica (LI et al., 2017). Esse
patdgeno tornou-se resistente a multiplas drogas, facilitando a sua infiltracdo no

sistema imunologico do hospedeiro (ASGHAR, 2014)

Possivelmente, a utilizacdo descontrolada de antibiéticos sem orientacao
do profissional veterinario pode ocasionar a selecdo de microrganismos
resistentes, gerando um entrave para o sistema de producédo do leite. Dessa
forma, € possivel que esses agentes venham a ser responsaveis pelo
desenvolvimento de mastites cronicas (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 antibioticos,
porém, € crescente o interesse em alternativas terapéuticas como a fitoterapia,
que pode ser utilizada como coadjuvante ou até mesmo substituir 0 uso de

antibiéticos.

Um estudo realizado por Nader et al. (2010) avaliou a eficacia da
fitoterapia em vacas leiteiras com mastite. Os resultados indicaram que o

tratamento foi capaz de reduzir a suscetibilidade da glandula mamaria a infeccéao,
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além de algumas plantas apresentarem potencial antimicrobiano, anti-

inflamatério e antioxidante.

Mendonca et al. (2021) também utilizaram a fitoterapia como tratamento
da mastite bovina e Silveira et al. (2023) observaram que a utilizacao de extratos
de plantas, apresentou atividade antimicrobiana, anti-inflamatoéria e antioxidante,
contribuindo para a diminui¢cdo 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 o uso de antibiéticos convencionais. Austregésilo-FIho
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 6leo essencial.

Desta forma, o presente trabalho realizou a avaliagdo fitoquimica e
atividade antimicrobiana do extrato bruto hidroalcodlico 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 herborizacéo.
Duplicatas foram enviadas para outras Instituicbes de Pesquisa e confirmadas
as identificacdes 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 extragdo compreendeu na maceragao
e extracdo por solvente a frio. O extrato foi preparado a partir de folhas
desidratadas em estufa de ar circulante (35-40°), apos a desidratacdo o material
foi pulverizado e acondicionado em extrator e adicionado volume de solvente
hidroalcoolico a 70% suficiente para a homogeneizacdo da mistura e completa
imersdo no solvente. A mistura foi mantida no extrator por um periodo de 72
horas, sendo posteriormente filtrada e submetida a um evaporador rotatério sob
presséo reduzida, aquecido entre 30-45 °C, sob agitacéo, a 120 rotagdes por
minuto (RPM).
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A partir do extrato bruto, foram realizamos testes nos infusos para
averiguar a existéncia de metabdlitos secundéarios 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 efetuadas analises
cromatograficas utilizando placas de gel de silica G. (Merck) com e sem
impregnacao 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 determinagdo 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 andlise de uma ampla
faixa de compostos da planta a partir dos intervalos de massa especificos e suas
estruturas moleculares, o que garantiu alta seletividade, sensibilidade e

conhecimento de sua composi¢ao quimica.

Na avaliagdo da sensibilidade ao extrato foram utilizados isolados da
bacterioteca do Laboratério de Doencas 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 (identificacéo 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 efichcia antibacteriana, utilizou-se o 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 agéo antibacteriana do extrato hidroalcodlico a concentragéo inibitoria 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 eficacia 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 apés medicéesem 0 h e 12 h.
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RESULTADOS

O perfil dos compostos metabolitos do extrato da folha de Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae) mostrou a presenca de terpenos, flavonoides
glicosilados, flavonoides aglicona, triterpenos e tanino, na mesma amostra nao

foram identificados saponina, alcaloides e cumarina (tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo 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 +

- 1 auséncia, + : presenca
Fonte: Os autores (2023)

A andlise da HPLC-DAD-ESI(+)-MS/MS (micrOTOF-QII) identificou nas
anotacdes presentes 13 super classes quimicas de metabdlitos presente no
extrato da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae). A figura 1 apresenta as
respectivas abundéncias dessas moléculas. Essas classes sdo as mais
abundantes dentre o0s compostos anotados na rede molecular tendo

apresentado 88 compostos metabdlitos.
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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 Metabdlitos / Quantitativo de compostos

Acidos fendlicos
Acilos graxos
Apocarotenoides
Cromanos

Esteres graxos
Flavondides
IsoFlavondides
Lignanas
Macrolideos
Octadecandides
Policetideos lineares
Sesquiterpendides
Triterpenoides

0 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 concentracfes testadas resultou em
valores de MIC ou MBC, indicando que o extrato bruto da planta ndo apresentou
atividade inibitéria 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 pug/ml. Por sua vez, a amostra ATCC 29213 demonstrou uma maior
sensibilidade ao extrato bruto da planta com o MIC de 31,25 pug/ml. No entanto,
a MBC foi igual em ambas as amostras (500 pug/ml) (Tabela 2)
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Tabela 2 - Concentracgédo inibitéria minima (MIC) e concentragdo 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).

Microdiluigdo Extrato (ug/mL)

Isolados
391 7,81 1563 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

Escherichia coli ATCC

25929 + + + + + + + + + +
g;zggrichia coliATCC | + + + + o+ o+ + + +
e A R
T IR

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).

Sobre as amostras de Staphylococcus aureus, as cepas 50, 96, 119, 125
e 195 ndo apresentaram atividade de concentracdo inibitéria minima,
destacando-se a amostra 50 com resisténcia multipla, 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 e 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 ug/ml, as restantes ocorreram resultados que variaram de
31,25 a 1000 pg/ml (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracgédo inibitéria minima (MIC) e concentragdo bactericida
minima (MBC) do extrato da folha de Melaleuca leucadendra (Myrtaceae)
contra isolados de 29 amostras de Staphylococcus aureus (identificacéo 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.

Microdiluigao Extrato (ug/mL)

ISOLADOS 391 7,81 1563 3125 625 125 250 500 1000 2000
Staphylococcus + + + + + + + ; , .
aureus 1
Staphylococcus ) ) ) ) : ) ; ; , .
aureus 2
Staphylococcus + + + + + + ; ; , .
aureus 3
Staphylococcus + + + + + + ; ; , .
aureus 4
Staphylococcus + + + + + + + ; , .
aureus 13
Staphylococcus + + + + + + i - i, .
aureus 14
Staphylococcus + + + : ; ) i - i, .
aureus 15
Staphylococcus + + + + + + i - i, .
aureus 17
Staphylococcus + + + + + + + ; ; .
aureus 23
Staphylococcus + + + : ; ) i - i, .
aureus 27
Staphylococcus + + + + + + + + + +
aureus 50
Staphylococcus + + + + + + + + i, -
aureus 62
Staphylococcus + + + + + + a ; i, .
aureus 63
Staphylococcus + + + + + + + + i, -
aureus 64
Staphylococcus + + + + + + + ; i, .
aureus 75
Staphylococcus + + + + + + + + + +
aureus 96
Staphylococcus + + + + + + + + + +
aureus 119
Staphylococcus + + + + + + a i, . .
aureus 120
Staphylococcus + + + + + + + + + +
aureus 125
Staphylococcus + + + + + + + + + +
aureus 195

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

A familia Myrtaceae é reconhecida por suas propriedades medicinais e
aromaticas, o género Melaleuca abriga espécies amplamente utilizadas na
medicina tradicional. Seu perfil fitoquimico 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-
inflamatdrias e antimicrobianas em varios estudos (SILVA et al., 2020; SHAH et
al. 2013, RINI et al. 2012).

Os metabdlitos secundarios 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 metabdlito 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) destacam varias citagcbes em sua revisdo sobre os triterpenos e suas
bioatividades como: anti-inflamatéria antimicrobiana, antidiapogénica e

antinoceptiva.

Os metabdlitos acidos fenolicos, e outros metabolitos secundarios séo
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 os metabolitos acidos fendlicos sédo eficazes contra bactérias e
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apresentam grande importancia na protecédo contra fatores bidticos e abioticos

diversos.

Embora vérios 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 necessério realizar mais estudos sobre 0os componentes principais

metabdlitos e seu impacto na mastite bovina.

CONSIDERACOES FINAIS

A andlise fitoquimica revelou a presenca de varios metabdlitos na planta
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae). Esses metabdlitos incluem compostos
fendlicos, terpenoides, flavonoides e outros compostos secundarios. A

identificacdo desses metabdlitos é importante, pois eles podem estar
relacionados as propriedades antimicrobianas da planta.

Os testes antimicrobianos realizados com o extrato das folhas de
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) mostraram resultados promissores. O
extrato demonstrou atividade contra os isolados causadores da mastite bovina.
Isso indica que os metabdlitos presentes na planta podem ter propriedades

antimicrobianas eficazes contra esses patdégenos.

A mastite bovina é uma doen¢a 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 salude 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 realizacao
de ensaios de eficacia in vivo para avaliar a seguranca e a eficacia do extrato em

condigdes reais.
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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 incorporacao de extratos vegetais na pratica veterinaria pode oferecer
uma alternativa viavel aos antibiéticos convencionais, reduzindo o0 uso excessivo

de antibi6ticos e a resisténcia antimicrobiana.
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8 CAPITULO 4

Phytochemical investigation of hexanic extract of the Melaleuca
leucadendra (l) I. Myrtaceae (Publicado em Brazilian Journal of
Development, Curitiba, v.8, n.s, p.59651-59658.
https://doi.org/10.34117/bjdv8n8-310 . 2022)

ABSTRACT

Studies on the effectiveness of species of the genus Melaleuca (Myrtaceae)
against mastitis-causing bacteria, particularly Staphylococcus aureus, have
focused on the chemical components of the essential oil. The goal of this work
was to use GC-MS analysis to characterize the phytochemical composition of the
hexane extract from Melaleuca leucadendra (L) L. leaves. There was evidence
of 37 secondary metabolites, including 2-Hexadecen-1-ol, Nerolidol B (Cis or
Trans), Heneicosan, Vitamin E, 3, 7, 11, and 15-Tetramethyl-, and [R-[R*,R*-(E)]].
Squalene, Cyclopropanemethanol, Gamma-Sitosterol, (-)-Caryophyllene Oxide,
and Neophytadiene. The plant Melaleuca leucadendra (L) L. can be regarded as
a source of nonpolar compounds with promise for the treatment of mastitis
because of the significance and the wide range of biological activities
documented in the literature on the compounds found in this study.

Keywords: Myrtaceae, Melaleuca leucadendra, mastitis, hexanic extract, GC-MS.
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RESUMO

Estudos sobre a eficacia de espécies do género Melaleuca (Myrtaceae) contra
bactérias causadoras de mastite, principalmente Staphylococcus aureus, tém se
concentrado nos componentes quimicos do Oleo essencial. O objetivo deste
trabalho foi utilizar a andlise GC-MS para caracterizar a composicao fitoquimica
do extrato hexanico das folhas de Melaleuca leucadendra (L) L.. Houve evidéncia
de 37 metabdlitos secundarios, incluindo 2-Hexadecen-1-ol, Nerolidol B (Cis ou
Trans), Heneicosan, Vitamina E, 3, 7, 11 e 15 -Tetrametil-, e [R-[R*, RE)]].
Esqualeno, Ciclopropanometanol, Gama-Sitosterol, Oxido de (-)-Cariofileno e
Neofitadieno. A planta Melaleuca leucadendra (L) L. pode ser considerada uma
fonte de compostos apolares promissores para o tratamento da mastite devido a
importancia e ampla gama de atividades biol6gicas documentadas na literatura

sobre os compostos encontrados neste estudo.

Palavras-chave: Myrtaceae, Melaleuca leucadendra, mastite, extrato hexanico,
CG-EM.
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INTRODUCTION

The genus Melaleuca belongs to the Myrtaceae family, native to Australia
and the Indian Ocean Islands,! and has been used in the treatment of infections

by Staphylococcus aureus, the main etiologic agent of mastitis.?

Dairy production in Brazil represents a large portion of agricultural
production and mastitis is responsible for considerable losses in this productive
sector, mainly with annual expenses with antibiotics due to the emergence of

multidrug-resistant strains.?

Many reports on activity against S. aureus of extracts and oils of
Melaleuca alternifolia (L) L. are found in the literature, however M. leucadendra
is poorly studied for this purpose and in relation to chemical compounds of the
nonpolar fraction that may represent a source of compounds with therapeutic
properties.® Therefore, a more comprehensive understanding of the nonpolar

components of Melaleuca spp., both volatile and fixed fractions, is required.

OBJECTIVE

The aim of this study was the phytochemical characterization of hexanic
extract from the leaves of Melaleuca leucadendra (L) L. using analysis by GC-

MS and identify substances with promise for treating mastitis.

MATERIALS AND METHODS

BOTANICAL MATERIAL

Melaleuca leucadendra was collected in the Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife campus, state of Pernambuco, Northeast of Brazil
(8°00'59.8"S 34°56'44.3"W). ldentification and deposition at PEUFR-Hebario
Professor Vascocelos Sobrinho/UFRPE, under PEUFR- n. 56001 and PEUFR-
n.56002.

HEXANIC EXTRACT OBTENTION

Leaves of Melaleuca leucadendra were ground in a Willey mill and then

40 mg of the material was subjected to extraction using 2 mL of hexano (HPLC
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grade - Merck®) for 30 minutes in an ultrasonic bath (Unique brand, model USC-
1400). The samples were evaporated in an N2 gas dryer and 2 mg of the extracts
were dissolved in 2 mL of hexano for analysis with gas chromatography coupled

to mass spectroscopy (GC-MS).

CG-MS ANALYSIS

The hexanic extracts from the leaves were analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) using a Shimadzu GCMS model
QP2010 instrument in a system operated by electron impact (70 eV) and the
injector temperature was set at 260 °C with a split ratio of 1:5. A DB5-MS
column [30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 ym (5% cross-linked phenyl-
methylpolysiloxane)] was used (Agilent J & W GC Columns), with helium as the
carrier gas, a column flow of 1.3 mL/min, an injection volume of 1 pL, the injector
temperature at 260 °C and pressure of 97.4 kPa. A mixture of (C9-C20, C21-
C40) linear hydrocarbons was injected under the same conditions to identify the
components. The spectra obtained were compared with the equipment
database (FFNSC1.3.lib, WILEY7.LIB, NIST08s.LIB, MY LIBRARY.lib).

RESULTS AN DISCUSSION

In the GC-MS chromatogram (Fig. 1), 37 peaks were found,
corresponding to 37 chemical compounds (Tab. 1), that contain antipyretic,
analgesic, anti-inflammatory, antibacterial, and antioxidant properties.** The
larger areas were: Nerolidol B (Cis or Trans) (55.84%), that enhances antibiotic
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, ® antileishmanial
Activity; © Heneicosane (42,69%), that possesses antimicrobial activity; *
Vitamin E (4.44%), a powerful antioxidant; 891 2-Hexadecen-1- ol, 3,7,11,15-
tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- (4.53%), with anticancer activity reports;
1112 83gamma-sitosterol  (3.79%), It has anti-diabetic properties; 14
Cyclopropanemethanol (3.51%), anti-amoebic agents®® and features of
anesthetic; ¢ Squalene (3.36%), It has been shown to have antioxidative action,
anti-neurodegenerative disease activity, immune system potentiation, anti-
hepatic steatosis activity, and antimutagenic activity; 718 (-)-Caryophyllene
oxide (3.21%), which has anti- inflammatory and analgesic properties and is
effective against onychomycosis'®?® and Neophytadiene (2.79%), which

exhibits antibacterial properties.?% 22
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Fig. 1 - GC-MS chromatogram of the hexanic extract from the leaves of
Melaleuca leucadendra (L.) L.

—_— Chromatogram COD MG-3_Hexano
65,891,628

19.383

s B TIC*1.00
g e & ~ 8¢
=z - & & = ~ ' %],
i = iq d 7 g "/,MICI 1.00
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min
Source: Prepared by the authors
Tab. 1- Compounds identified in the hexanic extract from the leaves of
Melaleuca leucadendra (L) L. by GC-MS
Peak Retention time Area% Compound
(min.)
1 17.989 0.04 Farnesol
2 18.655 0.06 2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-trimethy
(MW222) C15 H260
3 18.817 0.10 Bisabolol oxide A - (MW238) C15 H2602
4 19.145 0.01 Epoxy-inalooloxide (MW186) C10H1803
5 19.227 0.90 Citronellylacetone - (MW196) C13H240
6 19.383 55.84 Nerolidol B (Cis or Trans) (MW222) C15H260
7 19.600 3.51 Cyclopropanemethanol, .alpha.,2-dimethyl-2-(4-methyl-3
(MW182) C12H220
8 19.854 0.59 (-)-Caryophyllene oxide (MW220) C15H240
9 20.084 0.15 Veridiflorol (MW222) C15H260
10 20.372 0.20 Nerolidol-Epoxyacetate (MW296) C17H2804
11 20.461 0.10 Humulene epoxide Il (MW220) C15H240
12 21.014 0.46 Citronellylacetone (MW196) C13H240
13 21.086 0.72 alpha.-Bisabolol (MW222) C15H260
14 21.528 0.92 1,6,10-Dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl- (MW222) C15H260
15 21.858 2.29 (-)-Caryophyllene oxide (MW220) C15H240
16 22.089 0.25 alpha.-Bisabolol (MW222) C15H260
17 22.136 0.31 alpha.-Bisabolol (MW222) C15H260
18 22.321 0.15 Octadecanoic acid, 2-oxo-, methyl ester (MW312) C19H3603
19 22.679 0.20 2,7-Octadiene-1,6-diol, 2,6-dimethyl- (MW170) C10H1802
20 22.915 0.23 Nerolidol (MW222) C15H260
21 23.002 0.51 (-)-Caryophyllene oxide (MW220) C15H240
22 23.166 2.37 Nerolidol A (Cis or Trans) (MW222) C15H260
23 23.447 321 (-)-Caryophyllene oxide (MW220) C15H240
24 25.282 2.79 Neophytadiene (MW278) C20H38
25 25.428 0.21 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- ((MW268) C18H360
26 25.785 0.92 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (Phytol Trans)
(MW296) C20H400
27 26.145 1.23 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]-

(MW296) C20H400
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30.621 4.53 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]-
(Phytol) (MW296) C20H400

37.776 0.85 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
(MW390) C24H3804

37.916 1.40 Flemichapparin (MW270) C16H1404

41.509 1.69 Decanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester (MW426)
C26H5004

41.784 3.36 Squalene (MW410) C30H50

42.694 42.69 Heneicosane (MW296) C21H44

45.291 0.60 Hexacosane (MW366) C26H54

45.888 4.44 Vitamin E (MW430) C29H5002

48.223 3.79 gamma.-Sitosterol (MW414) C29H500

50.710 0.78 Phytol acetate (MW338) C22H4202

Source: Prepared by the authors

CONCLUSIONS

In the present study, chemical constituents that have activity against
Staphylococcus aureus proven in the literature were evidenced, such as:
Nerolidol B (Cis or Trans), Heneicosane, Neophytadiene, among others. Thus,
the results will serve as a basis for future studies aimed at biomonitored
fractionation for the isolation of apolar compounds effective in the treatment of

mastitis.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A analise fitoquimica revelou a presenca de diversos metabdlitos na planta
Melaleuca leucadendra (Myrtaceae), como compostos fendlicos, terpenoides,
flavonoides e outros compostos secundarios. A identificacdo desses metabdlitos €
de grande importancia, uma vez que eles podem estar relacionados as propriedades
antimicrobianas da planta, essa diversidade quimica é extremamente promissora,

pois sugere que a planta pode ser uma rica fonte de compostos.

Os testes antimicrobianos realizados com o extrato das folhas de Melaleuca
leucadendra (Myrtaceae) apresentaram resultados promissores, demonstrando
atividade contra os patdogenos causadores da mastite bovina. Esses resultados
indicam que os metabdlitos presentes na planta podem oferecer propriedades
antimicrobianas eficazes contra essa doenca, apontando para a possibilidade de
novas abordagens terapéuticas para o controle dessa doenca de impacto

significativo na industria leiteira.

A mastite bovina € uma doenca comum que causa grande impacto na
producdo de leite. Nesse contexto, o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento e prevencao se torna essencial para reduzir as perdas econdémicas e
garantir a saude do rebanho. O extrato das folhas de Melaleuca leucadendra
(Myrtaceae) mostra-se promissor como uma opcao terapéutica para o controle da
mastite bovina, devido a sua atividade antimicrobiana contra os patdégenos

responsaveis por essa enfermidade.

Apesar dos resultados encorajadores dessa pesquisa, é importante destacar
a necessidade de estudos adicionais para explorar completamente o potencial
terapéutico da Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) no tratamento da mastite bovina.
A identificacdo e isolamento dos compostos ativos presentes no extrato sao
essenciais para compreender o mecanismo de agao e o espectro de atividade
antimicrobiana dessa planta. Além disso, ensaios de eficacia in vivo serdo

importantes para validar a seguranca e a eficacia do extrato em condicdes reais.
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Essa pesquisa contribui significativamente para o campo da fitoterapia
veterinaria, fornecendo evidéncias cientificas sobre as propriedades antimicrobianas
da Melaleuca leucadendra (Myrtaceae) contra Staphylococcus aureus causadores
da mastite bovina. A utilizacdo de extratos vegetais na pratica veterinaria pode
oferecer uma alternativa viavel aos antibioticos convencionais, contribuindo para a

reducdo do uso excessivo de antibioticos e da resisténcia antimicrobiana.



