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RESUMO

O estudo realizado no Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia do Hospital Veterinario da
UNILEAO investigou a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etanélico da casca do caule
de Poincianella pyramidalis, planta popularmente utilizada na medicina tradicional para tratar
disturbios gastrointestinais. Pesquisas anteriores sugerem que diferentes partes da planta, como
raizes, folhas e flores, também apresentam propriedades terapéuticas, indicando seu potencial
como fonte de compostos bioativos. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a eficacia do extrato
contra cepas bacterianas padrdo ATCC de relevancia veterinaria, incluindo Staphylococcus
aureus S013, Escherichia coli E003, Klebsiella pneumoniae K001, Enterococcus faecalis E002
e Pseudomonas aeruginosa P003. A metodologia consistiu em dilui¢cdes seriadas em placas de
96 pocos para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM) do extrato. Para S. aureus S013, a CIM foi de 156,25 pg/mL e a CBM de 1.250
pg/mL, enquanto E. coli E003 e K. pneumoniae K001 apresentaram CIM de 39,06 pg/mL e
78,125 pg/mL, respectivamente, com CBM de 78,125 pg/mL para ambas. Em E. faecalis E002,
a CIM foi de 2.500 pg/mL e a CBM, a maior concentragdo testada, foi de 10.000 pg/mL. Néo
houve efeito bactericida para P. aeruginosa P003, apenas efeito bacteriostatico. Conclui-se que
0 extrato da casca de P. pyramidalis possui potencial como agente antimicrobiano
complementar na medicina veterinaria, especialmente contra S. aureus, E. coli e K.
pneumoniae, embora estudos adicionais sejam necessarios para isolar compostos ativos e

avaliar a toxicidade.

Palavras-chaves: Antimicrobiano; Bactérias patogénicas; Fitoterapicos; Catingueira.



ABSTRACT

The study conducted at the Microbiology and Immunology Laboratory of the UNILEAO
Veterinary Hospital investigated the in vitro antimicrobial activity of the ethanolic extract of
the stem bark of Poincianella pyramidalis, a plant popularly used in traditional medicine to treat
gastrointestinal disorders. Previous research suggests that different parts of the plant, such as
roots, leaves and flowers, also have therapeutic properties, indicating its potential as a source
of bioactive compounds. The objective of this work was to evaluate the efficacy of the extract
against standard ATCC bacterial strains of veterinary relevance, including Staphylococcus
aureus S013, Escherichia coli E003, Klebsiella pneumoniae K001, Enterococcus faecalis E002
and Pseudomonas aeruginosa P003. The methodology consisted of serial dilutions in 96-well
plates to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) of the extract. For S. aureus S013, the MIC was 156.25 pg/mL and the
MBC was 1,250 pg/mL, while E. coli E003 and K. pneumoniae K001 presented MICs of 39.06
pg/mL and 78.125 pg/mL, respectively, with MBC of 78.125 pg/mL for both. In E. faecalis
E002, the MIC was 2,500 pg/mL and the MBC, the highest concentration tested, was 10,000
pug/mL. There was no bactericidal effect for P. aeruginosa P003, only a bacteriostatic effect. It
is concluded that the bark extract of P. pyramidalis has potential as a complementary
antimicrobial agent in veterinary medicine, especially against S. aureus, E. coli and K.
pneumoniae, although additional studies are needed to isolate active compounds and evaluate

toxicity.

Keywords: Antimicrobial; Pathogenic bacteria; Phytotherapeutics; Catingueira.
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1 INTRODUGCAO

As infeccBes bacterianas representam um desafio constante na medicina veterinaria,
sendo responsaveis por uma ampla gama de doencas em diferentes espécies animais. Dentre 0s
patégenos mais relevantes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli destacam-se por seu impacto na saude
animal, comumente associados a infec¢cdes de pele, respiratorias, gastrointestinais e urinarias
(Quinn et al., 2018).

Dentre as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus é reconhecida por causar
piodermites em cées e gatos, além de estar associada a mastite em bovinos e infeccdes pds-
cirargicas e Enterococcus faecalis, embora faca parte da microbiota intestinal, pode causar
infeccBes oportunistas, como endocardite, infec¢Bes urinarias e de feridas cirurgicas (Acosta et
al., 2017; Silva et al., 2024). Entre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli esta
frequentemente relacionada a gastroenterites, infecgdes urinarias e septicemias em cées, gatos
e bovinos, enquanto Klebsiella pneumoniae é conhecida por causar infeccBes respiratérias e
mastite em bovinos (Camargo; Suffredini, 2014; Sousa et al., 2019). Pseudomonas aeruginosa,
uma bactéria oportunista, estd associada a infeccGes de pele, ouvidos (otite) e feridas em

animais, além de infeccdes urinarias e pulmonares (Park et al., 2014).

Os antibidticos, como penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos, sdo amplamente usados para tratar infeccdes bacterianas em animais, mas o
uso prolongado tem levado ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana. As bactérias se
tornam resistentes por mecanismos como producdo de enzimas que inativam o antibi6tico,
modificacdo dos locais de acdo, reducdo da permeabilidade da membrana e uso de bombas de
efluxo que expelirem o medicamento. Esses processos dificultam o tratamento e aumentam a

necessidade de novas alternativas terapéuticas (Scherer; Botoni; Costa-val, 2016).

A disseminacdo dessa resisténcia é potencializada por elementos genéticos moveis,
como plasmidios, transposons e integrons. Os plasmidios transferem genes de resisténcia entre
bactérias por conjugacéo, inclusive entre espécies diferentes. Transposons mobilizam genes
dentro do genoma ou entre elementos genéticos, enquanto integrons capturam e expressam
multiplos genes de resisténcia, acelerando sua propagacdo e dificultando o controle de infec¢coes
(Abdallah et al., 2021).
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Diante do crescente desafio da resisténcia bacteriana, 0 médico veterinario, como
integrante essencial da salde Unica, desempenha um papel crucial na promocdo do uso
responsavel e criterioso de antimicrobianos. Essa atuacdo abrange tanto o tratamento de
infeccbes quanto a prevencdo de doencas em animais, evitando o uso indiscriminado e
inadequado que favorece a selecdo de cepas resistentes (Repik et al., 2022). Além disso, €
fundamental a adocdo de medidas préaticas para conter a disseminagdo de bactérias resistentes,
como a implementacao de biosseguranca, melhorias na higiene, controle da superlotacéo e na
qualidade de &gua e alimentos. Essas iniciativas reduzem o risco de transmisséo de infeccdes
bacterianas para humanos por meio de zoonoses, destacando a importancia de uma abordagem

integrada entre a satde animal, humana e ambiental (Gottardo et al., 2021).

A utilizacdo de compostos de origem vegetal empregados na medicina tradicional,
apresenta potencial para substituir ou complementar os tratamentos terapéuticos no combate as
infeccOes bacterianas (Queiroz; Luna; Oliveira, 2020). Poincianella pyramidalis, conhecida
como catingueira, € uma planta nativa do semiarido brasileiro, amplamente utilizada por
comunidades locais para tratar inflamacdes e doencas infecciosas (EMBRAPA, 2014). Estudos
prévios apontam para o potencial antimicrobiano de diferentes partes da planta, como folhas e
raizes, em testes contra bactérias de interesse clinico (Erharuyi et al, 2017). No entanto, a casca
do caule, que possui compostos bioativos como &cido galico e galato de metila capazes de
causar lise celular, além da tangeretina e feoftina A que interfere na sintese proteica e na
replicacdo bacteriana ainda é pouco explorada cientificamente quanto a sua acdo frente a
bactérias de relevancia veterinaria (Asati e Yadava, 2018; Lima et al., 2014; Santos et al., 2019;
Chaves et al., 2016).

A necessidade de expandir o conhecimento sobre o uso de plantas medicinais no
combate a infecgOes bacterianas, especialmente no contexto da resisténcia antimicrobiana, o
presente trabalho investiga a acdo do extrato da casca do caule de Poincianella pyramidalis
sobre cepas bacterianas padrdes, podendo contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. A relevancia do estudo reside na potencial utilizacdo do extrato vegetal
como alternativa aos antibidticos convencionais, complementando ou substituindo tratamentos

que, por sua vez, estdo cada vez menos eficazes.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi de avaliar, por meio de testes in vitro, a
atividade antimicrobiana do extrato vegetal obtido da casca do caule de Poincianella

pyramidalis contra cepas bacterianas padrGes de interesse médico-veterinario. As cepas
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utilizadas foram Staphylococcus aureus S013, Enterococcus faecalis E002, Pseudomonas
aeruginosa P003, Klebsiella pneumoniae K001 e Escherichia coli E002, reconhecidas por sua

relevancia clinica e potencial patogénico em animais.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1. METODOLOGIA

2.1.1. Coleta e preparacdo do material vegetal

A casca do caule de Poincianella pyramidalis foi coletada manualmente no dia 8 de
setembro de 2024, as 13:30, no Sitio Riacho da Roca, localizado em Farias Brito, Ceara, nas
coordenadas -6,8952550, -39,5279570. Apos a coleta, a epiderme (parte mais superficial do

caule) foi removida, e a parte interna da casca foi fragmentada manualmente em lascas.

As lascas foram inicialmente secas a temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida,
foram trituradas em pedagos menores com um liquidificador doméstico e submetidas a secagem
forcada em estufa a 70°C por 48 horas. Apo6s a secagem, 10g da amostra foram pesados e
submetidos a técnica de percolacdo. A amostra foi imersa em 100 mL de etanol a 99,5% por
um periodo de 7 dias (Santos et al., 2024). Apo6s esse periodo, a mistura foi filtrada com um
filtro de papel estéril. Esse processo foi repetido trés vezes, com a adi¢do de 100 mL de etanol
fresco em cada nova filtragéo, totalizando 300 mL de solvente, para garantir a extracao eficiente

dos compostos (Almeida; Oliveira, 2017).

Apos as filtragdes, 300 mL de extrato obtidos foram submetidos & estufa de ar para
evaporacao forgada durante 48 horas, a uma temperatura de 50°C, até que o volume fosse
reduzido e estabilizado em 100 mL. Durante o processo, a taxa de evaporagdo foi monitorada,
sendo a taxa volumétrica final de evaporacao calculada como 0,00116 mL/s. Para calcular essa
taxa, considerou-se que a area de superficie do liquido em um bequer de 600 mL, com diametro
de 10 cm, era de 7854 mmz2. Com base nessa area, 0 volume evaporado por segundo foi
determinado a partir do volume total evaporado de 200 mL ao longo das 48 horas de evaporagéo
(172.800 segundos).

Considerando que 10 g de material vegetal seco foram inicialmente imersos em 300 mL

de etanol e que, ao final do processo de evaporagéo, restaram 100 mL de extrato, a concentracdo



14

dos compostos ativos presentes no extrato foi de 100 mg/mL. A temperatura foi controlada
durante todo o processo para minimizar a degradacdo térmica dos compostos bioativos da

amostra.

2.1.2. Preparacéo dos inoculos

2.1.2.1.  Gram positivas

Para a preparagdo dos indculos ATCC (American Type Culture Collection) de
Staphylococcus aureus S013 e Enterococcus faecalis E003, as cepas foram inicialmente
suspensas em caldo Muller Hinton para promover o crescimento inicial e incubadas a 38,7 °C
por 24 horas. Em seguidas, as culturas foram transferidas para placas de dgar Muller Hinton
para permitir a formacdo de coldnias. Em seguida, realizou-se a coloracdo de Gram para
verificar a pureza das culturas, confirmando a presenca de apenas bactérias Gram-positivas. S.
aureus, a cepa foi posteriormente semeada em &gar manitol, um meio seletivo que permite
diferenciar Staphylococcus aureus S013 de outras bactérias Gram-positivas pela fermentagéo
do manitol, que gera coloracdo amarela ao redor das coldnias devido a acidificacdo do meio.
As coldnias de ambas as cepas foram entdo transferidas para placas de dgar Muller Hinton, para

serem utilizadas nos ensaios de microdiluigdo (Quinn et al., 2018).

2.1.2.2.  Gram negativas

As cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa P003, Klebsiella pneumoniae K001 e
Escherichia coli EO03 foram cultivadas seguindo o mesmo utilizado nas gram positivas. Cada
cepa foi primeiramente suspensa em caldo Muller Hinton e incubada. Apds o crescimento
inicial as suspensfes bacterianas foram semeadas em agar MacConkey, meio seletivo para
Gram-negativas que evidencia caracteristicas especificas das cepas. No agar MacConkey, E.
coli EQ03 e outras enterobactérias fermentam lactose, formando colénias rosadas. Em seguida

realizou-se a coloracdo de Gram para verificar a pureza das culturas e confirmar a presenca
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exclusiva de bactérias gram-negativas. As colonias foram transferidas para placas de agar
Muller Hinton para a realizacdo dos testes de microdilui¢cdo (Quinn et al., 2018).

2.1.3. Teste de microdilui¢céo em caldo

Nos ensaios de microdiluicdo, as bactérias foram suspensas em caldo Muller Hinton e
ajustadas para uma densidade Opticade 0,5 na escala de McFarland, equivalente a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Foram utilizadas placas de 96 poc¢os e 100uL de MH e a
mesma quantidade do extrato foram adicionados a cada po¢o, sendo realizada diluigéo serial,
iniciando pela solucéo estoque até a decima segunda diluicdo e descartando a porcao final. Apos
esse processo de dilui¢do, 10uL da suspensdo bacteriana foram adicionados aos pocos da
microplaca. A microplaca foi incubada a 37°C por 24h em condic6es aerdbicas. De todos 0s
pocos, uma aliquota foi retirada, semeada na superficie do &gar MH e novamente levada a estufa
a 37°C por 24h. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo do extrato etandlico que impediu a multiplicacdo da bactéria, ndo havendo
turvacdo, enquanto que a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi definida como a menor
concentracdo de extrato etandlico capaz de causar a morte do in6culo observado no repique em
placas de Agar Muller Hinton. Todas as ATCCs testadas foram utilizadas como controle
positivo, tambem foi realizado teste com antimicrobiano convencional, a vancomicima, com a
primeira diluicdo na concentragdo de 1000 pg/mL, assim como foi realizado um controle do
caldo para avaliar se houve contaminagdo. Os ensaios foram realizados em triplicata (CLSI,
2024).

Figura 2 — Representacdo das concentrac@es do extrato etanolico e do antibidtico na

microdiluicdo seriada de %2
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CONCENTRACAO DO
EXTRATO ETANOLICO

A B C D E F G H
110.000 pg/mL| 5.000 pgmL | 2.500 pgrmL | 1.250 pg/mL | 625 pgfmL | 312.5 pgrmL [156.25 p/mL | 78.12 pgsmL |

- N YXaw YXaw Yo YXaw Yo

1.000 pg/mL | 500 pg/mL | 250 pg/mL 125 pg/mL | 62,5 ug/mL | 31,25 pg/mL (15,625 pg/mL| 7,812 pg/mL

CONCENTRACAO DO
ANTIBIOTICO

Fonte: Autoral, 2024.

2.2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.2.1. Caracterizacéo geral Poincianella pyramidalis (tul.) Lp Queiroz

Anteriormente conhecida como Caesalpinia piramidalis a espécie foi recentemente
renomeada de Poincianella pyramidalis devido a uma atualizagio taxondmica. E uma arvore
da familia das Febaceas endémica do Nordeste do Brasil que ocorre no bioma da caatinga, nos
estados de Alagoas, Bahia, Ceard e Paraiba, popularmente nomeada de catingueira pela
populacéo regional (EMBRAPA, 2014; Chaves et al., 2016).

A arvore conhecida como catingueira apresenta forma bioldgica que varia de arbustiva
a arbdrea, com padrao foliar deciduo, perdendo totalmente suas folhas no inverno. Seu tronco
é ramificado e o fuste pode ser curto ou inexistente. A ramificagdo é racemosa, resultando em
uma copa aberta, arredondada, baixa e irregular, com ramos verdes e lenticelas esbranquigadas.
A casca é lisa, cinza-clara, as vezes levemente castanha, com laminas irregulares que ddo um
aspecto de camuflagem, com manchas amarelas, verdes e brancas. As folhas séo bipinadas,
alternas, sésseis, obtusas, oblongas, coriaceas, com bordo inteiro e levemente ondulado. As
inflorescéncias ocorrem em paniculas curtas, terminais ou axilares-terminais, com flores que

emitem leve odor adocicado (Figura 1). Segundo a crenga popular, o florescimento precoce da
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catingueira é sinal de boa invernada no sertdo, prometendo abundancia de comida e gado gordo
(EMBRAPA, 2014).

Figura 1 - Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz

L g, Aok

— .

Fone: Centro de informacdes sobre plntas medicinais, 2016.

Seu uso medicinal é bastante difundido e constitui uma importante opcao terapéutica
contra diarreias, desinterias, infecgdes respiratdrias, urinarias, entre outras doengas (Chave et
al., 2016). Queiroz, Luna e Oliveira (2020, p.4) registraram a utilizacdo da planta através de

relatos etnogréaficos de vaqueiros, e um deles declara:

“(..) - E a rapa de catingueira, a gente usa quando um animal se corta no
mato, e de Ultima hora ndo tem outro remédio, a gente rapa a catingueira,

bota em cima para estanca o sangue ou o cabelo dele mesmo (...).”

Do ponto de vista quimico, P. pyramidalis se caracteriza pela existéncia de esteroides,
acidos fenolicos, lignanas, fenilpropanoides, taninos, flavonoides (particularmente
biflavonoides) e alcoois graxos (Chaves et al., 2016; Oliveira et al., 2016). Estudos
farmacoldgicos em vérias partes da planta revelaram atividades antimicrobianas,

antiinflamatorias, analgesicas, antiplasmodiais, antihelminticas, antidlceras, hipolipidémicas e
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antioxidantes (Erharuyi et al, 2017). No quadro 1 € possivel observar suas indicaces

terapéuticas a partir de partes individuais da espécie:

Quadro 1 — Uso tradicional de Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz

Parte da planta Forma de uso Indicacédo terapéutica Referéncia
Infeccbes catarrais,
diarreias, febre, doencas  (EMBRAPA, 2014)
x estomacais e diurético.
Infuséo e
Folha ’ 5
ecoceao. Expectorante; disturbio do
sistema respiratorioe  (Lucenaetal, 2018)
analgésico.
Dor de barriga, tosse,
coagulante, disenteria (Pereira et al, 2015)
Ch4, lambedor, g ’ ’
Casca do caule e inflamacéo da prostata.
xarope e
Flor g N
ecoccao. . -
Gripe, béquico e (Silva et al,2015)
inflamacoes.
) Antiinflamatorio;
) Infuséo e o )
Raiz ) distdrbio do sistema (Lucena et al, 2018)
decoccao. o
digestivo.

Fonte: Autoral, 2024.

2.2.2. Aspectos quimicos da casca do caule

A casca do caule de Poincianella pyramidalis apresenta composi¢cdo quimica rica e
diversificada. Essas moléculas pertencem a diferentes classes quimicas, cada uma com
caracteristicas estruturais e propriedades especificas, as quais possuem relevancia bioldgica e
farmacologica, potencializando a importancia da investigacdo de suas propriedades e possiveis
aplicacdes terapéuticas (Menezes et al., 2018). O quadro 2 resume as classes quimicas das

moléculas identificadas:
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Quadro 2 — Moléculas e classes presentes na casca do caule de Poincianella
pyramidalis (Tul.) LP Queiroz
. Representacdo plana das .
Molécula ’ . Classe Referéncia
moléculas organicas
O
Taxifolina HO._ o 1 on’
il'::. *'i'ﬂ\on
oH g
P OH
_ -]
Tangeretina
: ) Flavonoides
Feoftina A ;
V4
[—i.l_ﬂ., (Bahia et al.,2014)
5’-Hidroxiamentoflavona .m\[,_o ﬂ ) ] LA -
LY L M
LIy
(A
Acido galico Acido fendlico
_ Ester fendlico
Galato de metila
4,4’-Dihidroxi-2’- HO. A S OH
. I I ) Chalcona
metoxichalcona rH
H, O 0
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Siringaresinol o Lignano

Fonte: Autoral, 2024.

2.2.3. Aspectos bioldgicos da casca do caule

A casca do caule da Poincianella pyramidalis apresenta uma variedade de atividades
terapéuticas importantes, apesar de estudos especificos sobre essa parte da planta serem
escassos. Sua atividade antimicrobiana inclui a inibi¢do de crescimento bacteriano e destruicéo
da parede celular, destacando compostos como acido galico e galato de metila, que causam lise
celular, além da tangeretina e feofitina A, que interferem na sintese proteica e na replicacédo
bacteriana (Asati e Yadava, 2018; Lima et al., 2014; Santos et al., 2019; Chaves et al., 2016).

Quanto a atividade antifangica, moléculas como taxifolina e tangeretina desestabilizam
a parede celular e permeabilidade da membrana dos fungos, enquanto a feofitina A e o acido
galico inibem componentes essenciais das células flngicas, levando a morte celular (Pereira et
al., 2015; Souza et al., 2016; Ferreira et al., 2017; Almeida et al., 2015).

No sistema gastrointestinal, a casca atua de forma gastroprotetora, com compostos como
a taxifolina e a tangeretina, que protegem a mucosa gastrica, e a 5'-hidroxiamentoflavona, que
reduz a inflamacé&o intestinal e fortalece a barreira mucosa (Silva et al., 2015; Costa et al., 2015;
Nascimento et al., 2015; Rodrigues et al., 2014).

Finalmente, a casca exibe atividades anti-inflamatérias e antinociceptivas. A taxifolina
e a tangeretina inibem mediadores inflamatdrios, enquanto a 5'-hidroxiamentoflavona atua
como analgésico, e o &cido galico e seus derivados reduzem a produgdo de enzimas
inflamatorias, contribuindo para o alivio da dor e da inflamacéo (Jain et al., 2023; Santos et al.,
2017; Das et al., 2021). Esses efeitos fazem da P. pyramidalis uma fonte promissora de novos

tratamentos fitoterapicos.
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2.2.4. Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana é considerada um dos principais desafios na satde publica,
impactando tanto a medicina humana quanto a veterinaria. Esse problema decorre da
capacidade de algumas bactérias de resistirem aos antibidticos, o que compromete a eficicia de
tratamentos antes eficientes. No campo veterinario, o uso inadequado e indiscriminado de
antibioticos em animais, tanto de companhia quanto de producao, contribui para a disseminacéo
de cepas bacterianas resistentes. Em um cenario em que antibiéticos como penicilinas,
tetraciclinas, aminoglicosideos e cefalosporinas estdo progressivamente perdendo eficécia,
surge uma preocupacdo maior com a falta de opg¢des terapéuticas e o aumento da transmissédo

de patogenos entre animais e humanos (Marques; Camplesi; Costa, 2023).

Diversas espécies bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus spp. e Klebsiella pneumoniae, tém se destacado pela resisténcia
a multiplos antibioticos, o que representa um desafio adicional para o controle de infecgdes em
ambientes hospitalares e veterinarios (Mariotini; Carvalho, 2020). Entre os principais
mecanismos de resisténcia, destacam-se a producdo de enzimas que inativam antibiéticos, a
modificacdo dos alvos moleculares dos medicamentos e o uso de bombas de efluxo para

expulsdo dos farmacos das células bacterianas (Scherer; Botoni; Costa-val, 2016).

Além disso, o uso facilitado de antibi6ticos na medicina veterinaria, muitas vezes sem
orientacdo profissional, tem influéncia significativa na resisténcia bacteriana. A pratica de
aquisicdo de antibidticos por tutores sem prescricdo ou supervisao contribui para 0 uso
inadequado desses medicamentos, que incluem interrupgdo prematura de tratamentos e uso de
doses incorretas, fatores que favorecem a selecdo de cepas resistentes. Além disso, 0 uso
profilatico de antibidticos e sua administragdo como promotores de crescimento em animais de
producdo adicionam uma pressdo seletiva, criando um ambiente que propicia 0

desenvolvimento de bactérias resistentes (Macedo; Gherardi; Almeida, 2023).

2.2.5. Bactérias patogénicas

2.2.5.1. Gram positivas
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2.25.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria de forma esférica (cocos), que se organiza em
arranjos caracteristicos semelhantes a cachos de uva. Apresenta uma parede celular espessa,
sendo catalase-positiva e coagulase-positiva, propriedades que a diferenciam de outras espécies
do género Staphylococcus. O cultivo de S. aureus é favorecido em meios enriquecidos, como
Agar Sangue, onde frequentemente produz hemolise, e Agar Manitol Salgado, que inibe o
crescimento de outras bactérias e demonstra sua capacidade de fermentar o manitol (Quinn et
al., 2018).

Os principais mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico incluem a producgdo de
proteinas de superficie que se ligam a anticorpos, dificultando a opsonizacdo, e a secre¢do de
toxinas, como as leucocidinas, que sdo capazes de destruir células do sistema imune.
Adicionalmente, a capsula extracelular contribui para a protecdo contra a fagocitose (Quinn et
al., 2018).

Clinicamente, S. aureus estd associado a uma ampla gama de doencas em diferentes
espécies animais. Em bovinos, € um dos principais agentes etioldégicos de mastite, uma
inflamacdo das glandulas mamarias que compromete a producdo de leite e frequentemente
evolui para formas cronicas. Em cdes e gatos, S. aureus é comumente responsavel por infeccdes
cutaneas, abscessos, feridas infectadas e doencas do trato respiratério e urinario (Acosta et al.,
2017).

Ademais, cepas resistentes a meticilina, denominadas Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), tém se tornado
um problema significativo na satde publica e veterinaria. Essas cepas possuem 0 gene mecA,
que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina alterada (PBP2a), conferindo resisténcia a
quase todos os antibidticos beta-lactamicos. Em medicina veterindria, 0 MRSA pode ser
transmitido entre humanos e animais (zoonose reversa), resultando em infecgdes graves e de

dificil manejo (Garcés et al., 2022).

De maneira semelhante, o Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina

(MRSP, do inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus pseudintermedius) é uma variante
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amplamente associada a cées e gatos. Este agente é frequentemente isolado em casos de
infeccOes cutaneas e complicagBes pds-cirargicas. Assim como 0 MRSA, o MRSP apresenta
resisténcia mediada pelo gene mecA e, frequentemente, multirresisténcia, limitando as opcdes
terapéuticas disponiveis. A disseminacdo dessas cepas em ambientes clinicos veterinarios
representa um desafio relevante, ndo apenas pelo impacto na saude animal, mas também pelo

potencial de transmissao entre espécies, incluindo humanos (Nocera et al., 2024).

2.25.2. Enterococcus faecalis

Apresenta-se como células de formato esférico, normalmente dispostas em pares ou
cadeias. Embora faca parte do microbioma intestinal de muitos animais, pode se tornar
patogénica em situacdes de imunossupressdo. O cultivo é feito em Agar Bile-Esculina, devido
a sua capacidade de hidrolisar esculina em presenca de bile,diferenciando-o de outras bactérias
(Quinn et al., 2018). Entre os mecanismos de evasdo do sistema imune estdo a producdo de
biofilme, que o protege contra a resposta imunolégica e dificulta a acdo de antibidticos.
Também possui resisténcia intrinseca a varios antibioticos, o que complica o tratamento. Em
grandes animais, como bovinos, pode estar associado a infec¢Bes urinarias e endocardite

bacteriana. Em cées e gatos, € relacionado a infec¢des urinérias e de feridas (Silva et al., 2024).

2.2.5.3.Gram negativas

2.2.5.3.1. Pseudomonas aeruginosa

Apresentando morfologia de bastonete e dotada de flagelos que conferem motilidade,
essa bactéria demonstra crescimento eficiente em meios simples, como Agar Nutriente, sendo
também oxidase-positiva. O Agar Cetrimida é frequentemente empregado para seu isolamento
especifico, pois inibe o crescimento de outras bactérias e evidencia a producdo de pigmentos

caracteristicos, como a piocianina, que confere uma coloracéo esverdeada (Quinn et al., 2018).
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Os mecanismos de evasdo imunoldgica dessa bactéria incluem a formacéo de biofilmes,
que protegem contra a agdo do sistema imunoldgico e de agentes antimicrobianos, bem como a
producdo de enzimas que degradam componentes do sistema imune. Adicionalmente, secreta
toxinas que inibem a fagocitose e induzem necrose tecidual, contribuindo para a persisténcia e

severidade das infecgdes (Quinn et al., 2018).

Clinicamente, esta associada a uma ampla gama de condicdes, incluindo infeccbes
respiratorias em bovinos e suinos, alem de otites, infeccBes urinarias e feridas abertas em cées
e gatos (Park et al., 2014).

Destaca-se também a presenca de mecanismos de resisténcia a antibi6ticos, como a
producdo de metalobetalactamases (MBLs, do inglés Metallo-B-Lactamases). Essas enzimas
sdo capazes de hidrolisar praticamente todos os antibidticos beta-lactamicos comercialmente
disponiveis, com excecdo dos monobactamicos, como o aztreonam, e dos aminoglicosideos,
como a gentamicina. A presenca de MBLs representa um desafio terapéutico significativo, pois
limita drasticamente as opg¢des de tratamento, tornando muitas infecgdes refratarias aos regimes

antimicrobianos convencionais (Dawadi et al., 2022).

2.2.5.3.2. Klebsiella pneumoniae

Apresentando morfologia de bastonete, essa bactéria é imovel, encapsulada e
fermentadora de lactose. Seu crescimento ¢ favorecido em Agar MacConkey, onde forma
colénias rosadas em decorréncia da fermentacdo da lactose, e em Agar Sangue, evidenciando
sua versatilidade em diferentes meios de cultura. A cépsula espessa é um dos principais
mecanismos de defesa, proporcionando protecdo contra a fagocitose e auxiliando na evasao do

sistema imunologico (Quinn et al., 2018).

Do ponto de vista clinica, essa bactéria esta associada a uma ampla gama de infecces.
Em equinos e bovinos, € uma das principais causadoras de pneumonia, que pode progredir para
septicemia em casos graves. Em cées e gatos, frequentemente provoca infec¢fes urinérias,
pneumonias e infecgdes de feridas, especialmente em animais hospitalizados, onde o risco de

infeccBes oportunistas é elevado (Sousa et al., 2019).
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Essa espécie também se destaca pela presenca de diversos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana, incluindo a producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL, do
inglés Extended-Spectrum Beta-Lactamases), que inativam a maioria dos antibioticos beta-
lactdmicos, como penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo e aztreonam . Além disso,
muitas cepas produzem carbapenemases (Klebsiella pneumoniae carbapenemase, KPC), o que
as torna resistentes a carbapenémicos, uma classe amplamente utilizada no tratamento de

infeccOes graves.

Entre os fatores de resisténcia mais alarmantes, destaca-se a presenca da enzima New
Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM), que confere resisténcia a praticamente todos o0s
antibidticos beta-lactamicos, com excecdo limitada aos monobactdmicos. Essa resisténcia
exclui a eficécia de diversas classes de antimicrobianos, dificultando o manejo terapéutico. A
disseminacédo dessas bactérias resistentes representa uma ameaca significativa a saude animal
e humana (Al-Sultani et al., 2019).

2.25.3.3. Escherichia coli

Possui forma de bastonete, mével efaz parte do microbioma intestinal de muitos
animais, mas pode causar doencas em certas circunstancias. O cultivo é feito em Agar
MacConkey, sendo que as col6nias de E. coli sdo tipicamente rosadas devido a fermentacdo da
lactose, e em Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), o qual evidencia a coloracio verde-
metalica caracteristica (Quinn et al., 2018). Os mecanismos de evasdo de E. coli variam
conforme a cepa, mas podem incluir a producgéo de toxinas, que danificam células do sistema
imunoldgico, e a capacidade de adesdo a células epiteliais, o que impede a a¢do de anticorpos
.(Kaper et al., 2017). Algumas cepas sdo capazes de formar biofilme, dificultando a resposta
imunologica e o tratamento. Em grandes animais, E. coli pode causar gastroenterite e mastite
em vacas. Em cdes e gatos, € uma das principais causadoras de gastroenterite e infeccdes

urinarias, especialmente em animais jovens ou imunossuprimidos (Camargo; Suffredini, 2014).
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2.2.6. Extrato vegetal

Os extratos vegetais sdo substancias concentradas obtidas a partir de diferentes partes
das plantas, como folhas, raizes, caules, flores, frutos ou sementes, utilizando métodos
especificos de extracdo. Essas substancias sdo ricas em compostos bioativos, como alcaloides,
flavonoides, terpenos e glicosideos, que apresentam propriedades terapéuticas e séo
amplamente utilizados na medicina veterinaria. A fitoterapia veterinaria tem ganhado destaque
na pratica clinica, oferecendo alternativas para o tratamento de diversas doencas, especialmente
aquelas em que os medicamentos convencionais podem apresentar efeitos colaterais ou

resisténcia microbiana (Silva et al., 2019).

O uso de extratos vegetais na rotina veterinaria € diversificado, sendo aplicados tanto
no tratamento de doengas infecciosas como na prevengdo de condigdes cronicas. Eles séo
utilizados no manejo de infeccGes bacterianas, parasitarias, inflamacgdes, entre outros. Por
exemplo, o extrato de Aloe vera é conhecido por suas propriedades anti-inflamatorias e
cicatrizantes, sendo amplamente utilizado no tratamento de feridas em animais (Machado;
Freitas, 2021). Além disso, extratos de plantas como Artemisia annua e Azadirachta indica tém
sido explorados no controle de parasitas, oferecendo uma abordagem natural e eficaz contra

infestacOes parasitarias em animais (Oliveira; Rodrigues; Souza, 2018).

Na medicina veterindria, a utilizacdo de extratos vegetais como terapéuticos e
adjuvantes esta relacionada a busca por alternativas mais seguras e sustentaveis, especialmente
diante do crescente problema da resisténcia antimicrobiana. O uso racional de fitoterapicos
pode reduzir a dependéncia de antibi6ticos e outros farmacos sintéticos, minimizando os riscos

de efeitos adversos e contribuindo para a saude animal e ambiental (Costa et al., 2020).

2.2.6.1. Métodos de extracdo

Os métodos de extragdo de extratos vegetais variam conforme o objetivo
terapéutico e a natureza dos compostos bioativos que se deseja isolar. Os principais métodos
incluem a maceracéo, infusdo, decoccdo, percolagéo e extracdo por solvente (Almeida et al.,
2017).
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A maceracdo consiste em deixar a planta em contato com um solvente (&4gua, etanol,
metanol, etc.) por um periodo prolongado, geralmente em temperatura ambiente. Esse método
é indicado para extrair compostos que sdo estaveis a temperaturas mais baixas (Farias et al.,
2020). A infusdo, por sua vez, é semelhante a maceracao, porém, a planta € colocada em contato
com agua fervente por um curto periodo, sendo adequada para partes delicadas da planta, como
flores e folhas, que contém compostos volateis (Santos et al., 2019). A decoccéo é utilizada
principalmente para partes mais duras da planta, como cascas e raizes. Nesse método, a planta
é fervida em agua por um periodo prolongado, 0 que permite a extracdo de compostos mais

resistentes ao calor (Rodrigues; Almeida, 2021).

A percolacdo é uma técnica de extracdo amplamente utilizada na obtencdo de compostos
bioativos de materiais vegetais. Esse método consiste na passagem lenta e continua de um
solvente através de um leito de material vegetal previamente triturado. O solvente é adicionado
de forma gradual, penetrando no material vegetal e promovendo a dissolu¢do dos compostos de
interesse. Durante o processo, 0 solvente saturado é recolhido e solvente fresco é adicionado,
garantindo a extracdo continua. Esse método é considerado eficiente, pois permite a obtencédo
de uma ampla variedade de compostos ativos, além de preservar a qualidade quimica dos
extratos obtidos (Gratéo, 2014; Moura; Lima, 2018).

Ademais a extracdo por solvente envolve o uso de solventes organicos, como etanol,
metanol e acetona, que sdo escolhidos com base na polaridade e na capacidade de solubilizar
0s compostos ativos desejados. Esse método é amplamente aplicado em pesquisas devido a sua
capacidade de produzir extratos concentrados e padronizados, garantindo maior

reprodutibilidade e eficacia nos estudos subsequentes (Oliveira; Vieira; Santos, 2016).

Os solventes mais comuns incluem agua, etanol, metanol, acetona e hexano, escolhidos
de acordo com a polaridade dos compostos que se deseja extrair. A escolha do solvente
influencia diretamente a qualidade e a eficacia do extrato, pois solventes diferentes podem
extrair diferentes grupos de compostos bioativos (Carvalho et al., 2023). No quadro 3 € possivel

observar qual composto quimico cada solvente é capaz de extrair:

Quadro 3 —Tipos de solventes utilizados na extracdo de fitoterapicos e seus

compostos quimicos soluveis:
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Solvente Composto Quimico
i Antocianinas, Amidos, Taninos, Saponinas, Terpenoides, Polipeptideos e
Agua Lectinas.
Taninos, Polifendis, Poliacetilenos, Flavonol, Terpenoides, Esterdis e
Etanol
Alcaldides.
Antocianinas, Terpenoides, Saponinas, Taninos, Xantoxilinas, Totarol,
Metanol Quassindides, Lactonas, Flavonas, Fenonas e Polifenadis.
Cloroférmio Terpenoides e Flavonoides.
Eter Alcaloides, Terpenoides, Cumarinas e Acidos Graxos.
Acetona Fenol e Flavonois.

Fonte: Tiwari et al., 2011.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que para Staphylococcus aureus S013 a CIM foi atingida na centracdo de
156,25 pg/mL e a CBM de 1.250 pg/mL (ver Apéndice A, Imagem 1). Para Enterococcus
faecalis E002 a CIM foi de 2500 pg/mL e a CBM foi 10.000 pg/mL, maior concentracao testada
do extrato (ver Apéndice A, Imagem 2). Para Escherichia coli E003 e Klebsiella
pneumoniae K001 a CIM foi de 39,06 pg/mL e 78,125 pg/mL, respectivamente, enquanto que
a CBM foi de 78,125 pg/mL para ambas (ver Apéndice A, Imagem 3 e 4). Por outro lado, a
maior concentracdo testada do extrato ndo apresentou efeito bactericida para Pseudomonas
aeruginosa P003, tendo somente efeito bacteriostatico.
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Figura 3 — Dados comparativos da concentracao inibitoria e bactericida minima do extrato de

P. pyramidalis frente a cepas bacterianas padronizadas

CIM (ng/mL) [Jj CBM (ng/mL)

10 000’00 10 000,00 10 000,00

8 000,00
6 000,00
4 000,00

2 500,00

2 000,00
1250.00

156,25 - 39,06 78,13 78,13 78,13
0,00

S. Aureus S013 E. Coli E003 K. Pneumoniae KOOl  E. Faecalis E002  P. Aeruginosa P03

Fonte: Autoral, 2024.

Em paralelo foi testada a vancomicina para comparar com o efeito antimicrobiano do
extrato, a qual apresentou para Staphylococcus aureus S013CIM de 62,5 pg/ml, enquanto a
CBM alcangou 250 pg/mL. Na cepa Escherichia coli E003, a CIM foi de 31,25 pg/mL e a
CBM, significativamente mais alta, sendode 1.250 pug/mL. Para Klebsiella pneumoniae K001,
a vancomicina apresentou CIM de 15,62 pug/mL e CBM de 31,25 pg/mL. Para Enterococcus
faecalis E002, a CIM foi de 15,65 pg/mL e a CBM, 31,2 pg/mL. Por fim, para Pseudomonas
aeruginosa P003, a CIM foi de 31,2 pg/mL, enquanto a CBM foi de 125 pg/ml (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) do extrato e da vancomicina para diferentes cepas bacterianas

CIM do Extrato oM dO CIMda CBM da
Bactéria ug/mL Extrato  Vancomicina Vancomicina
ug/mL pg/mL ng/mlL
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Staphylococcus 156.25 1250 62.5 250
aureus S013
Escheéi(;:g;a coli 39,06 78.125 31,25 L 250
pneu}irlwz?lsife”liom 78,125 78,125 15,62 31,25
mecalisEop 2500 10000 1565 312
seruginosapogs 10000 : 312 125

Fonte: Autoral, 2024

Com base nos resultados obtidos, € possivel observar que o extrato de Poincianella
pyramidalis apresentou acdo antimicrobiana variada entre as cepas testadas, com destaque para
a atividade contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e Klebsiella pneumoniae. Estes
resultados corroboram com estudos anteriores, como 0s de Novais et al.(2003) e Lima et
al.(2006), que reportaram eficacia do extrato da folhas e da casca das raizes de P. pyramidalis
contra essas bactérias, indicando o potencial da planta em atuar tanto de forma independente

guanto como adjuvante em terapias antimicrobianas.

No presente estudo, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) para S. aureus (CIM = 156,25 pg/mL; CBM = 1.250 pg/mL)
sugerem atividade antimicrobiana significativa. Este perfil esta alinhado com os achados de
Saraiva et al. (2012), que identificaram atividade antimicrobiana expressiva de extratos de
diferentes partes da planta, especialmente da casca das raizes, contra Staphylococcus aureus
multirresistente. 1sso indica que componentes presentes na P. pyramidalis podem atuar sobre
mecanismos de resisténcia bacteriana, como as bombas de efluxo descritas por Kaatz et al.
(2003).
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A atividade observada contra E. coli e K. pneumoniae, com CIMs de 39,06 pg/mL e
78,125 pg/mL, respectivamente, e CBM de 78,125 pg/mL para ambas, reforca o potencial do
extrato como agente bacteriostatico contra bactérias gram-negativas, apesar da auséncia de
efeito bactericida para Pseudomonas aeruginosa na maior concentracao testada o que torna o
extrato mais oneroso podendo acarretar complicacdes fisiolgicas in vivo. Esses dados sugerem
que, embora P. pyramidalis apresente atividade promissora, sua eficicia pode variar
significativamente de acordo com o tipo de bactéria, o que pode ser explicado pela composicédo
estrutural e pelos mecanismos de resisténcia de cada micro-organismo (Sharifi-Rad et al., 2018;
Salehi et al., 2019).

Além disso, quando comparados aos resultados obtidos com a vancomicina, observa-se
que esta apresentou menor CIM e CBM para a maioria das bactérias, exceto para E. faecalis e
P. aeruginosa, o que reflete sua eficacia robusta como antibidtico padrdo. No entanto, a
variacdo da CIM e da CBM entre as cepas para ambos 0s agentes (extrato e vancomicina) sugere
potencial complementaridade, em que o extrato de P. pyramidalis poderia atuar como
coadjuvante, conforme sugerido por estudos como os de Alviano et al.(2008), que discutem o
uso da planta em tratamentos combinados para aumentar a eficacia antimicrobiana e reduzir a

resisténcia bacteriana.

Por fim, o extrato da casca de P. pyramidalis demonstra acao antimicrobiana que merece
atencdo, especialmente em doses combinadas e fracionadas que poderiam potencializar sua
acao, conforme descrito por Luna et al.(2010) e Chaves et al.(2019). Assim, esta pesquisa
contribui para o entendimento do potencial terapéutico da P. pyramidalis, abrindo caminho para
seu uso como fitoterapico na medicina veterinaria em conformidade com a crescente busca por

alternativas aos antibi6ticos convencionais frente ao avancgo da resisténcia antimicrobiana.

4 CONCLUSAO

O extrato da casca de Poincianella pyramidalis apresenta acdo antimicrobiana
promissora contra algumas cepas bacteriana de referéncia, destacando-se a eficacia contra

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Contudo, para Pseudomonas
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aeruginosa o extrato demonstrou apenas efeito bacteriostatico na maior concentragdo testada,

sinalizando limitaces frente a esta espécie.

Desta forma, o extrato da casca de P. pyramidalis apresenta potencial na terapia
alternativa de infecgBGes bacterianas em animais, assim como para uso complementar em
combinacdo com antibidticos convencionais para intensificar a acdo antimicrobiana, visando

reduzir a resisténcia bacteriana.

Esses achados sugerem que o extrato da casca de P. pyramidalis merece investigacéo
aprofundada para avaliar sua aplicabilidade em tratamentos alternativos, alinhando-se a busca
urgente por novas alternativas aos antibioticos tradicionais, especialmente no contexto da

resisténcia antimicrobiana.
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APENDICE A - RESULTADOS

Imagem 1 — Concentracdo Bactericida minima do extrato de Poincianella pyramidalis frente
a cepas padrédo ATCC de Staphylococcus aureus S013. Da esquerda para direita foram
realizadas as microdiluigdes com o extrato vegetal (EV), diluicdo com o antibi6tico controle

(A), controle positivo da bactéria (CP) e por fim o controle de esterilidade da placa (CE).

Fonte: Autoral, 2024.
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Imagem 2- Concentragdo Bactericida minima do extrato de Poincianella pyramidalis frente a
cepas padrdo ATCC de Pseudomonas aeruginosa P003 e Enterococcus faecalis E002. Da
esquerda para direita foram realizadas as microdiluicdes com o extrato vegetal (EV), diluicdo
com o antibidtico controle (A), controle positivo da bactéria (CP) e por fim o controle de

esterilidade da placa (CE).

Fonte: Autoral, 2024.
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Imagem 3 — Concentragdo Bactericida minima do extrato de Poincianella pyramidalis frente

a cepas padrdo ATCC de Escherichia coli E003. Da esquerda para direita foram realizadas as

microdiluicdes com o extrato vegetal (EV), diluicdo com o antibiético controle (A), controle
positivo da bactéria (CP) e por fim o controle de esterilidade da placa (CE).

Fonte: Autoral, 2024.
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Figura 4 — Concentracdo Bactericida minima do extrato de Poincianella pyramidalis frente a
cepas padrdo ATCC de Klebsiella pneumoniae KOO1. Da esquerda para direita foram
realizadas as microdiluicdes com o extrato vegetal (EV), diluicdo com o antibi6tico controle
(A), controle positivo da bactéria (CP) e por fim o controle de esterilidade da placa (CE).

Fonte: Autoral, 2024.



