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Potencial antimicrobiano de extratos etanolicos de plantas frente
a bacilos gram negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de

ovelhas criadas na regiao de Petrolina-PE

Antimicrobial potential of ethanol extracts of plants against gram-
negative bacilli isolated from cervicovaginal mucosa of sheep bred in

the region of Petrolina-PE

Valdenice Félix da Silva'!"; Isabelle Franco?; Tacito Emanuel Ferreira Damasceno?;

Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida*; Mateus Matiuzzi da Costa*

Resumo

Infecgdes do trato reprodutivo sdo as principais causas de baixa eficiéncia reprodutiva de ovelhas.
Bacilos gram negativos pertencentes a microbiota genital podem ser patégenos oportunistas. Falhas
na antibioticoterapia e a preocupagdo com residuos destas drogas nos animais de produgdo tém
incitado pesquisas referentes a alternativas para o tratamento de enfermidades. A fitoterapia tem sido
considerada nesse ambito, sendo alvo de inimeras pesquisas. Este estudo teve por objetivo avaliar
o potencial antibacteriano de extratos etanolicos de plantas pertencentes a flora nordestina frente a
bacilos gram negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas. Foram selecionadas seis plantas
do bioma caatinga: Encholirium spectabile, Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana
cearensis, Hymenaea martiana ¢ Selaginella convoluta. O material vegetal foi processado até obtencao
do extrato bruto. Este foi testado por meio da microdiluicdo em placa e determinagdo da concentragdo
bactericida minima, segundo documento do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), sendo
os extratos diluidos em agua destilada e alcool. Foram utilizados 43 isolados gram negativos, sendo: 14
E. coli, 10 Enterobacter spp., 10 Acinetobacter spp. e 9 Klebsiella spp.. Na diluigdo aquosa o género
Klebsiella apresentou resposta somente as espécies B. laciniosa, S. convoluta ¢ H. martiana. Todos os
extratos testados apresentaram atividade antimicrobiana perante Acinetobacter spp e nenhuma atividade
frente E. coli e Enterobacter spp. Dentre os extratos diluidos em agua, H. martiana demonstrou a
maior atividade antibacteriana. Na dilui¢do alcoolica todos os extratos apresentaram atividade inibitoria
perante todos os géneros bacterianos, porém nao apresentaram diferenga estatistica entre eles.
Palavras-chave: Trato reprodutivo, bactérias oportunistas, fitoterapia

Abstract

Reproductive tract infections are the main causes of losses from the low reproductive efficiency of
sheep. Gram negative bacilli belonging to the normal flora of the genital region can trigger diseases.
The pathogenicity of these agents is expressed when females are with weakened immune system, either
by food or stress management. Flaws in and concern about antibiotic residues in animal production
have prompted research regarding alternatives for the treatment of diseases. The herbal medicine has
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been considered in this context is the subject of numerous studies. This study aimed to evaluate the
antibacterial potential of ethanol extracts of plants belonging to the flora of the Northeast against gram
negative bacilli isolated from cervical-vaginal mucosa of sheep. Six plants were selected from Caatinga
biome: Encholirium spectabile, Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis
Hymenaea martiana and Selaginella convoluta. The plant material was processed to obtain the crude
extract. This was tested by microdilution plate and determining the minimum bactericidal concentration,
the second document of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) and the extracts diluted in
water and alcohol. We used 43 gram negative isolates, as follows: 14 E. coli, 10 Enterobacter spp., 10
Acinetobacter spp. 9 and Klebsiella spp. In the aqueous dilution Klebsiella spp. showed response only
to species B. laciniosa, S. convoluta and H. martiana. All tested extracts showed antibacterial activity
against Acinetobacter spp and no activity against E. coli and Enterobacter spp. Among the extracts
diluted in water H. martiana showed the highest antibacterial activity. In all dilution alcoholic extracts

showed inhibitory activity against all bacterial genera, but no statistical difference between them.
Key words: Reproductive tract, opportunistic bacteria, phytotherapy

Introduciao

A principal causa da baixa eficiéncia reprodutiva
de ovelhas esta relacionada as infeccdes do
trato reprodutivo, que sdo responsaveis por
perdas ocasionadas pelo descarte de fémeas e
diminuicdo do numero de crias destinadas ao
abate (FORAR; GAY; HANCOCK, 1995). Bacilos
gram negativos sdo componentes da microbiota
normal da regido cérvico-vaginal em diversas
espécies domésticas (ROCHA et al.,, 2004;
MARTINS et al., 2009). Esses microrganismos,
principalmente enterobactérias, sdo considerados
como patéogenos oportunistas, desencadeando
doenca em situagdes de estresse, como o final
da gestacdo e poOs-parto. Mudangas bruscas de
temperatura, deficiéncias nos manejos alimentar,
de transporte e praticas como vacinagdes podem
desencadear desequilibrios entre os hospedeiros
e microrganismos fazendo com que estes
expressem sua patogenicidade (VERMA et al.,
1994). Artigos demonstram a prevaléncia de
enterobactérias na etiologia de enfermidades do
trato reprodutivo (HUSTED, 2003; ANDRADE
et al., 2005), sendo a Escherichia coli o principal
agente isolado.

Resultados insatisfatorios frente a utiliza¢do
de drogas antimicrobianas, a preocupa¢ao com
a resisténcia bacteriana ¢ os residuos teciduais
deixados pelas drogas nos animais destinados a
producdo de alimentos enfatizam a necessidade de

alternativas para o tratamento das enfermidades
do trato reprodutivo (AIELLO, 2001). Estudos
referentes a fitoterapicos tém se desenvolvido
no Brasil nas ultimas décadas, sendo parte
deles envolvendo espécies nativas do nordeste,
especificamente do bioma caatinga (AGRA et al.,
2008, ALBUQUERQUE; ANDRADE; SILVA,
2005). Alguns trabalhos vém demonstrando a
atividade antimicrobiana de extratos etandlicos
de plantas da flora nordestina. Pode-se citar a
Amburana cearensis (BRAVO et al., 1999),
Hymenaea courbaril, (NOGUEIRA et al., 2001),
Borreriaverticillata(PEIXOTO-NETO etal.,2002),
Croton sonderianus (MCCHESNEY; CLARK;
SILVEIRA, 1991), Hyptis suaveolens (IWU et al.,
1990), Maytenus rigida (KLOUCEK et al., 2005),
Pithecellobium cochliacarpum (ARAUJO et al.,
2002), Plumbago scandens (PAIVA et al., 2003),
Ximenia americana (KONE et al., 2004), Guazuma
ulmifolia (CACERES etal., 1993). A utilizagdo dessa
alternativa terap€utica por criadores e veterinarios
tem sido descrita, sendo os mesmos administrados
aos animais em forma de solugdes e pomadas para
uso local ou administragdo de plantas verdes ou
secas via oral (SCHUCH et al., 2008). Fernandes,
Santos e Pimenta (2005) verificaram atividade
antimicrobiana dos extratos hidroalcoolicos de G.
ulmifolia e H. courbaril frente E. coli.

Sendo assim esse trabalho teve por objetivo
avaliar a atividade antibacteriana in vitro do extrato
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etandlico de seis plantas pertencentes a flora
nordestina (bioma caatinga) frente a bacilos gram
negativos isolados da mucosa cérvico-vaginal de
ovelhas mesticas criadas na regido de Petrolina —
PE.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia do Campus de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco, no municipio de Petrolina — PE, a uma
latitude de -09° 23’ 557 e longitude de 40° 30’ 03,
sendo localizada no Nordeste do Brasil.

Material vegetal

O material botanico foi coletado no municipio
de Petrolina-PE e identificado pelo botanico André
Paviotti Fontana a partir do Centro de Referéncia
em Recuperagdo de Areas Degradadas (Centro de
Referéncia e Recuperagdo de Areas Degradadas -
CRAD) da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco. Exemplares encontram-se depositados
no Herbario Vale do Sao Francisco (HVASF) com os
codigos para as respectivas espécies: Encholirium
Mart spectabile. (6443), Bromelia laciniosa Mart.
(6442), Amburana cearensis (Fr. Allem.) AC Smith
(5445) e Hymenaea martiana Hayne (6444).

Processamento do material vegetal e obten¢do do
extrato etandlico bruto

O material vegetal foi dessecado em estufa
com circulacdo for¢ada a temperatura média de
40°C durante trés dias. Apds a secagem e completa
estabilizacdo (eliminacdo de agua, inativagdo de
enzimas, etc.) o material foi processado em moinho,
obtendo-se um material vegetal seco e pulverizado.
Este foi submetido a maceracdo exaustiva com
etanol 95%I. Foram feitas varias extragdes num
intervalo de 72 horas entre cada ecxtracdo até
completo esgotamento do material vegetal. A

solugdo extrativa obtida passou por um processo
de destilagao do solvente em evaporador rotativo a
pressdo reduzida a uma temperatura média de 50°C.
Apos este processo de evaporagdo do solvente,
obteve-se o extrato etandlico bruto.

Fitoquimica

A analise fitoquimica preliminar dos extratos
foi realizada. A presenca de alcaldides foi testado
com reagentes de Dragendorff e Mayer, flavonéides
com acido cloridrico e magnésio em pd, compostos
fenolicos com cloreto férrico e esterdides e
terpendides pela reagdo Liebermann-Burchard
(MATOS, 1997).

HPLC-DAD andlise de compostos fendlicos

A andlise do perfil de compostos fenodlicos foi
realizada em cromatdgrafo liquido Hitachi LaChrom
modelo Elite, colunm LiCospher 100 RP18 (5 mm)
com dimensdes (150 mm x 04 milimetros) Merck
equipado com detector de Diode Array (DAD).
A fase movel utilizada foi uma solucdo de H20/
H3PO4 0,1% (A) e MeOH (B) desde inicial de 75%
de A e 25% de B por 25 minutos. A temperatura
da coluna foi mantida constante em 30 °© C com
um fluxo de 1,0 ml / min. Para os extratos, foi
utilizado um volume de injeccdo de 20 pl. Os dados
espectrais foram registrados em 320nm durante a
corrida inteira.

Testes de sensibilidade aos extratos etanolicos

Foram utilizados 43 isolados, sendo distribuidos
da seguinte forma: 14 E. coli, 10 Enterobacter spp.,
10 Acinetobacter spp. e 9 Klebsiella spp. obtidos
da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas sadias, nao-
prenhes pertencentes aos rebanhos do municipio
de Petrolina e regido. Foram testados 0,25 g de
cada extrato etandlico, os quais foram diluidos
em agua destilada estéril e alcool absoluto, sendo
utilizados 10 mL em ambos os diluentes, obtendo-
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se uma solugdo estoque na concentragdo de 25
mg/mL. A microdilui¢do, baseada no documento
M7-A7 (CLSI, 2006), consistiu na distribui¢do
de 200 pL de caldo Muller-Hinton em placas de
microtitulacao; a seguir, 200 pL da solugdo estoque
do extrato eram acrescidos ao primeiro pogo e, apds
homogeneizacdo, transferia-se para o segundo e
assim sucessivamente, sendo obtidas as seguintes
concentracdes finais: 12.500; 6.250; 3.125; 1.562,5;
781,3; 390,6; 195,3 e 97,6 ng/mL. Na preparagao
do in6culo foi utilizado cultivo bacteriano em Agar
Muller-Hinton, para obtengdo de uma suspensao
bacteriana com turvacdo equivalente ao tubo
0,5 da escala de Mac Farland. Desta suspensao,
foi inoculado 10 pL nos pogos das microplacas
contendo a dilui¢ao do extrato etanolico. O material
foi incubado a 37°C por 24h em condigdes de
aerobiose. De todos os pogos retirou-se uma aliquota
de 10 pl, semeando-se na superficie de agar MH
e incubando por 24 horas a 37°C. A concentragdo
bactericida minima (CBM) foi definida como a
menor concentracao do extrato etandlico em estudo
capaz de causar a morte do inoculo. Para os extratos
diluidos em alcool, além do controle positivo e
negativo, foi realizada a dilui¢ao do etanol absoluto
sem os extratos, sendo consideradas as CBM dos
extratos, quanto menores que aquelas obtidas para o
etanol absoluto. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

Analise estatistica

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de 2 géneros
bacterianos x 6 (extratos etanolicos vegetais), em 6
repetigdes para a diluigdo em agua enquanto para
a dilui¢do em alcool em arranjo de 4 géneros x 6
(extratos etandlicos) em 18 repeticdes. Avaliou-se o
efeito dos isolados, dos extratos e a interagdo entre
estes fatores, e os tratamentos que apresentaram
significancia foram comparados pelo teste de Tukey
a 5%.

Resultados

As atividades antimicrobianas dos extratos
etanolicos deplantas diluidos em aguaestao dispostas
na tabela 1. O género Klebsiella apresentou resposta
somente as espécies Bromélia laciniosa, Selaginella
convoluta ¢ Hymenaea martiana, respectivamente
com as seguintes médias para CBM: 6.250 pg/mL,
4.167 pg/mL e 12.500 pg/mL. Todos os extratos
testados apresentaram atividade inibitoria frente a
Acinetobacter spp., obtendo as seguintes médias
para CBM: 10.417 pg/mL (E. spectabile), 8.333
ug/mL (B. laciniosa), 6.250 ug/mL (N. variegata),
9.375 pg/mL (4. cearensis), 1.042 pg/mL (H.
martiana) € 2.604 ng/mL (S. convoluta).

Quanto ao percentual de atividade, a H. martiana
apresentou a maior atividade entre as espécies de
plantas testadas, inibindo 70% (7/10) dos isolados
de Acinetobacter spp., enquanto que no género
Klebsiella a espécie de maior atividade foi a S.
convoluta, que inibiu 20% (2/10) dos isolados. O
género Enterobacter spp. e os isolados de E. coli
ndo apresentaram sensibilidade a nenhum dos
extratos testados.

Todos os extratos etanolicos quando diluidos
em alcool apresentaram atividade antimicrobiana
perante os isolados avaliados, porém ndo
demonstraram diferenga estatistica entre ecles. As
menores médias de CBM foram observadas no
género Acinetobacter spp. e foram propiciadas
pelos extratos de N. variegata, A. cearensis, H.
martiana e S. convoluta, com um valor de 1.302
pg/mL (Tabela 2). Enterobacter spp. apresentou os
melhores resultados com valores médios de CBM
de 520,83 pg/mL e 390,6 ug/mL, respectivamente
para N. variegata e A. cearensis. E. coli apresentou
a média de CBM de 1.302 pg/mL para todos os
extratos testados. Os extratos de H. martiana e
A. cearensis foram os extratos que apresentaram
melhores resultados de CBM para o género
Klebsiella spp. com médias de 954,9 pg/mL e 911,4

ug/mL respectivamente.
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Tabela 1. Concentragdo Bactericida Minima dos extratos etandlicos de plantas do bioma caatinga diluidos em agua
frente a bactérias gram negativas obtidas da microbiota cérvico-vaginal de ovelhas.

Géneros Bacterianos
Concentracao Bactericida Minima

Familia/Espécie Médias (ug/mL)
E.coli Enterobacter spp. Acinetobacter spp. Klebsiella spp
Bromeliaceae
Encholirium spectabile S/A S/A 10.417* S/A
Bromelia laciniosa S/A S/A 8.333% 6.250°
Neoglaziovia variegata S/A S/A 6.250%¢ S/A
Fabaceae
Amburana cearensis S/A S/A 9.375% S/A
Caesalpiniaceae
Hymenaea martiana S/A S/A 1.042¢ 4.167°
Selaginellaceae
Selaginella convoluta S/A S/A 2.604bc 12.500a

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey.
S/A= sem atividade.
Fonte: Elaboragao dos autores.

Tabela 2. Concentragao Bactericida Minima dos extratos etanolicos de plantas do bioma caatinga diluidas em alcool
frente a bactérias gram negativas obtidas da microbiota cervico-vaginal de ovelhas.

Géneros Bacterianos
Concentrag¢ao Bactericida Minima

Familia/Espécie Médias (ug/mL)
E.coli Enterobacter spp. Acinetobacter spp. Klebsiella spp
Bromeliaceae
Encholirium spectabile 1.302,1 585,9 1.563 1.041,7
Bromelia laciniosa 1.302,1 7813 1.475,7 1.041,7
Neoglaziovia variegata 1.302,1 520,8 1.302,1 1.041,7
Fabaceae
Amburana cearensis 1.302,1 390,6 1.302,1 911,4
Caesalpinaceae
Hymenaea martiana 1.302,1 542,5 1.302,1 9549
Selaginellaceae
Selaginella convoluta 1.302,1 7813 1.302,1 1.041,7
Fonte: Elaboragao dos autores.
Discussio das plantas que foram extraidos pela agua (QUINN et

Os extratos etandlicos das plantas, quando al., 2005). Resultados semelhantes foram relatados

diluidos em dagua apresentaram baixa atividade por Souza et al. (2004), que de dezoito plantas

o . \ L . testadas nenhuma apresentou atividade contra E.
antimicrobiana frente as bactérias gram negativas

testadas. Microrganismos dessa natureza possuem coli. Entretanto, Bravo et al. (1999), avaliando

. . substancias bioativas presentes em A. cearensis
uma parede celular quimicamente mais complexa

. ~ S . encontraram atividade biologica contra E. coli
que os demais, podendo nao ser atingida pelos ativos
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isolada de humanos. A atividade antibacteriana de
extratos de plantas frente ao género Acinetobacter
spp. ja foram relatadas (BORGES et al., 2007).
Manetti, Delaporte e Javerde Junior (2009) relatam
diferentes classes de substdncias bioativas nas
espécies da familia Bromeliaceae,
triterpenos, esteroides, flavonoides e glicerdis.
Entretanto, do ponto de vista farmacolégico,
existem poucos estudos disponiveis. A atividade

entre eles

inibitoria das plantas testadas sugere a presencga de
substancias ativas contra microrganismos, porém
estudos devem ser implantados a fim de identifica-
las. Pesquisas desenvolvidas com A. cearensis
revelaram a presenga de flavondides e cumarinas,
compostos tidos como responsaveis pela agdo
farmacologica da planta (CANUTO; SILVEIRA,

2006).

A melhor média de CBM, no extrato diluido
em agua, foi propiciada pela H. martiana tanto
para Klebsiella spp. como para Acinetobacter spp..
Nogueira et al. (2001) em estudos fitoquimicos
dessa espécie de planta verificaram a presenca de
diterpenos nas cascas e na resina exsudada do tronco,
sendo estes considerados protetores contra infecg¢des
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997). O género
Hymenaea tem sido um dos mais estudados do ponto
de vista antibacteriano, sendo relatada a presenca
de substancias ativas como oligopolissacarideos e
polissacarideos (VALENTIM, 2006). Sua utilizacao
na medicina popular para o tratamento de diversas
enfermidades é demonstrada em alguns artigos,
tanto para uso humano (SILVA; ALBUQUERQUE,
2005) como animal (ROCHFORT; PARKER;
DUNSHEA, 2008). Fernandes, Santos ¢ Pimenta
(2005) avaliando a atividade antimicrobiana de
plantas, entre elas H. courbaril, com o extrato diluido
em agua destilada estéril, verificaram atividade
inibitoria perante E. coli, nao corroborando com os
achados deste estudo.

Todos os extratos testados, quando diluidos em
alcool, demonstraram atividade inibitdria, sugerindo
que alguns compostos com agdo antibacteriana
foram extraidos pelo alcool e ndo pela dgua. Silva,

Teixeira e Galdino (2009) avaliando a atividade
antibacteriana do extrato de Anacardium occidentale
Linn. diluido em dlcool absoluto verificaram
inibicdo do mesmo perante E. coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella spp. Girolometto et al.
(2009) avaliando diferentes métodos para extragdo
de principios ativos da llex paraguariensis A.St.-
Hil. (erva mate), verificaram que, independente
da bactéria testada, a alcoolatura (folhas verdes
em etanol absoluto) apresentou melhor atividade
antibacteriana. Sousa, Conceigao (2007) verificaram
que solugdes alcodlicas de Rosmarinus officinalis L.
de 1 e 3% apresentaram atividade perante bactérias
gram positivas mas nao contra E. coli em ambas as
concentracdes. A atividade antibacteriana propiciada
pelo extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini (L.)
Skells a 10%, avaliada por Loguercio et al. (2005),
nao apresentou diferenca de sensibilidade entre
microrganismos gram positivos e gram negativos.
O autor relaciona ainda a atividade antimicrobiana
a presenca de grande quantidade de taninos na
planta. Segundo Scalbert et al. (1991) pressupde-se
que os taninos inibem enzimas bacterianas e agem
sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo.

O estudo do potencial antimicrobiano de
plantas pertencentes a flora nordestina ¢ de grande
importancia, pois estes estudos servirdo como base
para producao de fitoterapicos. Pesquisas referentes
a utilizagdo de plantas em Medicina Veterinaria
revelaram o uso de inlimeras espécies na terapéutica
dos animais domésticos (MARINHO et al., 2007).
Esclarecimentos a criadores e veterinarios com
relagdo a utilizagdo dessa alternativa se tornam
pertinentes, ja que se trata de uma opg¢ao de baixo
custo e alta disponibilidade (MARINHO et al.,
2007).

Conclusoes

Os extratos etandlicos quando diluidos em
alcool apresentaram melhor atividade bacteriana
frente as bactérias gram negativas. Entretanto,
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pesquisas referentes a fatores como toxicidade,
em virtude da utilizagdo desse diluente devem
ser consideradas. Na diluicdo aquosa, as espécies
H. martiana ¢ A. cearensis apresentaram maior
atividade antibacteriana, demonstrando o potencial
de utilizagdo dessas plantas para o desenvolvimento
de fitoterapicos.
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