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RESUMO

O extrato alcoolico de quebra-pedra, Phyllanthus niruri L., foi avaliado quanto a sua eficiéncia
como antisséptico in vitro/ in vivo paralelamente ao clorexidina 0,5%. Para isso, foi necessario
coletar a planta P. niruri, localizado no interior da UFERSA e realizar a confecgdo do extrato
alcoolico. Em seguida, este foi testado pelo método difusdo em agar Muller Hinton nas bactérias
Stomatococcus sp., Staphylococcus lugdunenses, Pseudomonas luteola, Enterobacter aglomerans,
isoladas da pele de gatas submetidas a OSH em experimentos anteriores. Para realizagdo do
processo in vivo, o trabalho foi submetido ao CEUA, recebendo parecer favoravel 09/2022.
Nesse sentido, 10 gatas sem raca definida (SRD), foram submetidas a castracdo, em clinica
filantropica, divididas em dois grupos de 5 animais cada. O primeiro grupo com solucéo
antisséptica de clorexidina a 0,5% (controle positivo) e o segundo grupo com o extrato alcodlico
de P. niruri 100 mg/ml. Nesse cenario, as gatas submetidas ao experimento, foram selecionadas
por idade entre 8 meses a 17 meses. Os tutores foram orientados sobre 0s riscos e cuidados no,
pos cirdrgico, além de assinarem o termo de compromisso para autorizacdo do experimento. O
pos-cirargico consistiu na realizagdo de curativos com antissepsia através dos produtos testados
de clorexidina 0,5% e P. niruri 100 mg/ml, diariamente durante 7 dias seguidos. Para tal, os
animais eram submetidos a contencao fisica, sendo possivel destilar os produtos sobre a inciséo,
deixando agir por 10 minutos. As feridas eram, ao mesmo tempo, avaliadas quanto aos aspectos
de hiperemia, crostas, secre¢é@o e deiscéncias. Em seguida os debris celulares eram coletados
através de suabes e mandados para processamento, onde passavam por uma lavagem em tubos
de ensaio de 2 ml e posterior submetidos a microdiluigdo seriada nas concentragdes de 102,10
2107 e distribuidos em placas contendo meio Plate Count Agar (PCA), para serem incubados
em estufa bacterioldgica a 37°C durante 24-48h, sendo posteriormente realizado a contagem
padrdo em placas das coldnias de bactérias, demonstrada em Log ° Unidades Formadoras de
Colénia por cm? ( Log 1° UFC/cm2). Esses dados foram submetidos ao aplicativo Sisvar versdo
5.6, sob anélise estatistica ANOVA, ao nivel (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
Concomitantemente a contagem padrdo, foram isoladas algumas colbnias de bactérias que

resistiram aos 3 primeiros dias de tratamento com P. niruri 200mg/ml para identificagéo, onde



foram realizadas citologia e testes bioquimicos, como Dnase, urease, catalase, Nacl,
fermentagao de carboidratos e motilidade. Portanto, pode-se concluir no processo in vitro, para
o tratamento de P. niruri nas concentragdes de 100 mg/ml, halos variando entre 0 mm a 31 mm,
24,6 mm para 50 mg/ml, 20 mm para 25 mg/ml, 18 mm para 12,5 mg/ml, respectivamente as
bactérias mencionadas anteriormente. No processo in vivo, através de citologia e teste
bioquimicos foi possivel identificar Klebsiella spp., Staphylococcus hyicus, Bacillus spp.,
Arcanobacterium e Staphylococcus intermedius. Os animais apresentaram cicatrizacdo visivel
em tempo similar entre 0 a 5 dias, além de reducéo significativa do crescimento bacteriano com
o0 tratamento de P. niruri 100mg/ml, mostrando resultados semelhantes ao clorexidina 0,5%.
(controle positivo). Em virtude dos fatos mencionados, pode-se constatar que P. niruri € um
fitoterapico com acdo antimicrobiana para ser utilizado como tecnologia alternativa a

antissépticos convencionais.

Palavras-chave: fitoterapico; Quebra-Pedra; antissépticos; castracao.



ABSTRACT
The alcoholic extract of stonebreaker, Phyllanthus niruri L., was evaluated for its efficiency as an
antiseptic in vitro/in vivo in parallel with 0.5% chlorhexidine. For this, it was necessary to collect the
plant P. niruri, located inside the UFERSA and carry out the preparation of the alcoholic extract. Then,
this was tested by the diffusion method in Muller Hinton agar on the bacteria Stomatococcus sp.,
Staphylococcus lugdunenses, Pseudomonas luteola, Enterobacter agglomerates, isolated from the skin
of cats submitted to OSH in previous experiments. To carry out the in vivo process, the work was
submitted to the CEUA, receiving a favorable opinion 09/2022. In this sense, 10 mixed-breed cats (SRD)
were submitted to castration in a philanthropic clinic, divided into two groups of 5 animals each. The
first group received 0.5% chlorhexidine antiseptic solution (positive control) and the second group
received 100 mg/ml P. niruri alcoholic extract. In this scenario, the cats submitted to the experiment
were selected by age between 8 months and 17 months. The tutors were instructed on the risks and care
in the post-surgical period, in addition to signing the term of commitment for authorization of the
experiment. The postoperative period consisted of dressings with antisepsis using the tested products of
0.5% chlorhexidine and P. niruri 100 mg/ml, daily for 7 consecutive days. Para tal, 0s animais eram
submetidos a contencdo fisica, sendo possivel destilar os produtos sobre a incisdo, deixando
agir por 10 minutos. As feridas eram, ao mesmo tempo, avaliadas quanto aos aspectos de
hiperemia, crostas, secrecdo e deiscéncias. Em seguida os debris celulares eram coletados
através de suabes e mandados para processamento, onde passavam por uma lavagem em tubos
de ensaio de 2 ml e posterior submetidos a microdiluicdo seriada nas concentragdes de 102,10
2,107 e distribuidos em placas contendo meio Plate Count Agar (PCA), para serem incubados
em estufa bacterioldgica a 37°C durante 24-48h, sendo posteriormente realizado a contagem
padrdo em placas das col6nias de bactérias, demonstrada em Log 1° Unidades Formadoras de
Colbnia por cm?2 ( Log 1° UFC/cm2). Esses dados foram submetidos ao aplicativo Sisvar versdo
5.6, sob anélise estatistica ANOVA, ao nivel (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
Concomitantemente a contagem padrdo, foram isoladas algumas col6nias de bactérias que
resistiram aos 3 primeiros dias de tratamento com P. niruri 200mg/ml para identificagédo, onde
foram realizadas citologia e testes bioquimicos, como Dnase, urease, catalase, Nacl,
fermentacdo de carboidratos e motilidade. Portanto, pode-se concluir no processo in vitro, para
o0 tratamento de P. niruri nas concentragdes de 100 mg/ml, halos variando entre 0 mm a 31 mm,
24,6 mm para 50 mg/ml, 20 mm para 25 mg/ml, 18 mm para 12,5 mg/ml, respectivamente as
bactérias mencionadas anteriormente. No processo in vivo, através de citologia e teste
bioquimicos foi possivel identificar Klebsiella spp., Staphylococcus hyicus, Bacillus spp.,

Arcanobacterium e Staphylococcus intermedius. Os animais apresentaram cicatrizagao visivel



em tempo similar entre 0 a 5 dias, além de redugdo significativa do crescimento bacteriano com
o0 tratamento de P. niruri 100mg/ml, mostrando resultados semelhantes ao clorexidina 0,5%.
(controle positivo). Em virtude dos fatos mencionados, pode-se constatar que P. niruri € um
fitoterapico com acdo antimicrobiana para ser utilizado como tecnologia alternativa a

antissépticos convencionais.

Keywords: herbal medicine; Stonebreaker; antiseptics; castration.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, estima-se que existem aproximadamente 350.000 espécies de plantas,
mas somente uma pequena porcentagem foi investigada, quanto a composic¢do fitoquimica e
potencial farmacoldgico (OLIVEIRA et al., 2019). Nesse sentido, o Brasil € composto por
inimeros biomas que contribuem significativamente para essa porcentagem com potencial
farmacoldgico. A Caatinga, por exemplo, € um vasto bioma, onde € possivel destacar varios
estudos realizados com plantas (UGALDE et al., 2020; NAVARRO et al., 2017; AL ZARZOUR et
al., 2017).

Dentre estes estudos podemos destacar, as plantas com potencial medicinal. O uso
destas plantas constitui um aspecto social de uma populacdo que necessita dos recursos naturais
para sua sobrevivéncia. Elas podem ser utilizadas para prevenir, aliviar ou curar doengas,
estando entre os primeiros recursos utilizados pelas civilizagbes antigas (CALDEIRA et al.,
2015).

Estas plantas constituem o que pode ser chamado atualmente de medicamentos
fitoterapicos, que sdo, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
preparacOes obtidas empregando-se exclusivamente matéria-prima vegetal ativa, que consistem
em uma mistura complexa de uma ou mais substancias presentes na planta. (MOTA et al.,
2018), utilizados pelo conhecimento popular, possuindo como base experimentacdes realizadas
de geracdo em geracdo e que contribuem até hoje para as pesquisas cientificas.

Nesse prisma, existem diversos trabalhos que utilizam o conhecimento popular sobre o
uso de plantas medicinais para pesquisar a fundo as propriedades bioativas presentes nos
produtos desenvolvidos pelas comunidades. Dentre varias pesquisas, podemos destacar o
trabalho de Rosario, et al., (2016), que confirmaram a existéncia de metabdlitos secundarios em
plantas medicinais, entre eles, esteroides, triterpendides, alcaloides, depsideos, depsidonas,
acucares redutores e antraquinonas. Em outro trabalho pode-se observar também substancias
como taninos, flavonoides, ligninas e compostos fendlicos em plantas (DOMINGUES et al.,
2015).

Nesse cenario, a utilizacdo de plantas medicinais através de seus compostos bioativos
tem sido de grande valia para 0 aspecto sanitario mundial, proporcionando abertura para
producdo de novos produtos com potencial farmacologico. Estes recursos tecnoldgicos tém sido
importantes, principalmente, devido a resisténcia adquirida pelos microrganismos aos produtos

industriais convencionais, Nicolau et al., (2022).
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Levando em consideracdo ndo somente a salde humana, como também a animal é
importante destacar trabalhos que avaliam a resisténcia de bactérias em animais mostrando a
importancia da introducdo de novas drogas na industria farmacéutica. Dentre esses trabalhos,
se pode destacar a avaliacdo da microbiota do sitio cirirgico de cées e gatos submetidos a
castracdo, bem como a resisténcia destas aos antimicrobianos, Fernando et al., (2015).
Trabalhos assim evidenciam a necessidade da busca de alternativas ao uso de produtos
farmacéuticos convencionais.

Considerando esses aspectos, a busca por substitutos dos produtos convencionais séo
discutidas e evidenciadas em varios trabalhos comprovando a eficacia dos fitoterapicos e suas
vantagens em relagdo aos medicamentos alopaticos como mencionado por Aleluia et al. (2017),
além disso o valor acessivel dos medicamentos fitoterapicos, juntamente com a possibilidade
de possuirem menos efeitos colaterais ou toxicos aumentam a aceitacdo da populacéo,
motivando a producdo destes medicamentos pela indUstria farmacéutica.

Com isso, podemos destacar a utilizacdo de Phyllanthus niruri, uma planta encontrada
no semiarido brasileiro, utilizada para varios tratamentos, especificamente para o sistema
urinario, circulatério e tegumentar, através de infusdes de partes da planta. Esta tem mostrado
diversos compostos bioativos capazes de agir de forma direta e indireta sobre o organismo
humano gerando efeitos significativos para a melhoria da satde, Rocha et al., (jo).

Como é mencionado no trabalho de Domingues et al., (2015), esta planta tem sido capaz
de inibir cepas de Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticcus e Candida albicans. Portanto, faz-se necessario a ampliacdo dos estudos sobre
os efeitos medicinais dessa planta, para descoberta de moléculas inovadoras e producdo de
produtos potentes que aumentem o acervo de medicamentos mediante a resisténcia dos

microrganismos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Verificar a agdo antimicrobiana tdpica do extrato alcodlico a base das folhas, caule e sementes
de P. niruri em feridas cirurgicas de gatas submetidas a ovariosalpingohisterectomia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a agdo antimicrobiana de P. niruri in vitro em cepas bacterianas isoladas da pele de
gatas submetidas a ovariosalpingohisterectomia.

- Avaliar a acdo antimicrobiana in vivo do extrato alcodlico de P. niruri 100 mg/ml utilizado
como antisséptico em feridas cirargicas de gatas castradas.

- ldentificar as bactérias resistentes aos tratamentos in vivo de clorexidine 0,5% e extrato
alcoolico de P. niruri 100 mg/ml.

- Comparar o tempo de cicatrizagdo in vivo entre os antissépticos testados de clorexidina 0,5%
e 0 extrato alcodlico de P. niruri 100 mg/ml.

- Comparar a atividade antisséptica do extrato alcoolico P. nururi in vitro e in vivo em relacdo
ao antisséptico convencional clorexidina 0,5%.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 CAATINGA

Segundo Tabarelli et al., (2018), a Caatinga apresenta ,atualmente, 912.529 km2, sendo
uma das seis grandes regides ecologicas brasileiras, com centro no nordeste brasileiro,
geralmente caracterizada por extensas superficies planas com altitudes variadas, revestidas por
florestas secas e vegetacdo arbustiva deciduas, cujas folhas sdo perdidas durante a estacéo seca.
Por suas caracteristicas branco-acinzentada com galhos secos, recebeu de povos nativos a
denominagdo de mata branca ou "caatinga”, na lingua tupi-guarani.

Nessa perspectiva, o bioma da Caatinga, por suas caracteristicas e riquezas se encontra
em uma situacdo claramente preocupante pela exploracao de séculos causado por perturbacdes
antropogénicas, Fonseca et al., (2018). Sabendo que essa vegetacdo possui uma grande parcela
de plantas com potencial farmacoldgico, que vém servindo durante anos para familias da regido
como unico meio medicamento para cura de enfermidades, faz-se mister salientar a sua
conservacao, Dario et al., (2018).

Nesse prisma, pesquisas tém registrado vérias espécies endémicas da Caatinga com
utilizacdo médica pela populacdo. Sabendo disso, estudos sobre esse uso vem merecendo
atencdo cada vez maior devido ao contingente de informacdes e esclarecimento que vem sendo
oferecido pela ciéncia. Vale salientar que a regido semidarida disponibiliza de muitos recursos
fitoterapicos como analgésicos, tonicos, anti-inflamatérios e antidiabéticos, os quais sdo
utilizados pelas populacées locais (PERIGOSO et al., 2021).

Nesse cenario, Spézia, et al. (2020) apresentam o género Phyllanthus (Phyllanthaceae),
denominado popularmente como "quebra-pedra”, encontrada em todo territorio brasileiro
tropical, principalmente na caatinga, sendo as plantas desse género, especialmente a
Phyllanthus niruri L. muito utilizadas popularmente para tratamentos voltados ao sistema
génito-urinario. Para tal, as populaces colhem esta planta e fervem com objetivo de retirar
suas propriedades curativas, deixando armazenado o cha em garrafas e tomando diariamente,

acreditando-se que servem como um “‘santo remédio” para remover pedras nos rins.

3.2 PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade as plantas medicinais permaneceram como um dos principais

métodos de tratamento considerado pelo homem, sendo utilizadas de diversas maneiras,
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principalmente através do uso de solugdes a base de plantas para fins terapéuticos. Nesse
contexto, no Brasil o inicio do uso das plantas medicinais deu-se através dos indios e
posteriormente com os conhecimentos oriundos dos europeus colonizadores (ALMEIDA et
al.,2020).

Além disso, seguindo o pensamento que as plantas utilizadas em seres humanos
poderiam ser utilizadas em animais, permitiu-se 0 uso na veterindria, utilizada por muitos
criadores, fazendeiros e veterinarios na prevencao ou tratamento de enfermidades em animais
domeésticos (NASCIMENTO et al., 2020). Assim, as populacGes foram passando para as
geragdes seguintes seus conhecimentos acerca das plantas que poderiam ser fornecidas ou
passadas sobre a pele de animais para curar e tratar feridas. Toda via, com o advento da indudstria
farmacéutica no Brasil, a utlizacdo das plantas como, a Unica forma de tratamento, foi
reduzindo, pois, farmacos altamente potentes foram desenvolvidos para tratar seres humanos e
animais de forma muito mais rapida, Rodrigues et al., (2018).

Atualmente, o uso das plantas medicinais tornou-se tendéncia no mundo globalizado,
voltando a perpetuar-se fortimente no tratamento dos animais e dos seres humanos. A industria
farmacéutica buscando atender a exigéncia do consumidor, tem optado por produtos cada vez
mais naturais, Dar et al., (2017). Atrelado ao fato de que produtos naturais sdo mais saudaveis
para quem o utiliza, esta o fato de que os microrganismos estdo cada vez mais resistentes aos
produtos convencionais utilizados para tratar e curar feridas. Sendo esta a exigéncia de muitos
consumidores, tornou-se essencial a procura por alternativas ao uso de farmacos convencionais
na medicina humana e veterinéria.

Isso se deve aos inumeros trabalhos realizados que comprovam as atividades
farmacoldgicas das plantas frente a patdgenos e enfermidades que acometem 0s seres Vivos.
Nesse sentido, o que hoje é conhecido como tratamento fitoterapico, € o mais antigo que existe,
sendo descoberto ao longo do processo evolutivo do homem, que, por necessidade, foi
aprendendo a selecionar plantas que pudessem ser usadas como alimentos, analgésicos,
antibidticos e também, quais eram venenosos e ndo poderiam ser utilizadas (Cabral et al., 2020;
Silva et al., 2021).

3.3 ASPECTOS SOCIAIS DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas no cotidiano das populagdes, ndo é algo que deve ser
negligenciado, é um aspecto social capaz de integrar a identidade cultural de cada espaco onde
se insere a presenca do homem, sendo levado de geracdo em geracdo, Melo et al., (2021). Ou
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seja, em cada pais, estado, cidade e comunidade a ser estudada, possui seus costumes, valores,
crengas e maneiras proprias de utilizacdo de plantas.

Nesse sentido, o bioma brasileiro possui uma gama de plantas com recursos naturais
voltados para a alimentacéo, chas, estética e cura de doencas, Filho et al., (2021), associado a
uma expressiva diversidade sociocultural, resultado da herancga indigena, europeia e africana,
que caracterizaram 0s povos e comunidades com visoes e saberes peculiares.

Dentro dessa expressiva diversidade sociocultural, as comunidades rurais fundadas a
partir de ocupacOes territoriais (assentamentos rurais) representam um destes grupos
importantes. Elas contribuem para estudos etnobotanicos sobre plantas para fins tecnoldgicos
que séo relevantes para informar sobre conhecimentos a respeito de plantas que podem apoiar
projetos de uso sustentavel da biodiversidade (ZACHARIAS et al., 2020).

Além das contribuicbes dos assentamentos rurais, existe a cultura indigena no uso das
plantas medicinais, buscando identificar a utilizagdo das mesmas para a cura do corpo e da
alma, apoiando-se na etnoboténica originaria da etnia como forma de dar visibilidade a esses
saberes tradicionais, empoderando-os e resguardando a identidade do povo (MATTOS et
al.,2021).

Podemos dizer, entdo, que quanto mais a ciéncia avanca no fornecimento de condic6es
e melhorias de salde, trazendo estratégias mais confortaveis para a maioria das pessoas, mais
se fortalecem as relagdes de produgéo que sustentam essas condi¢des (NEVES et al., 2020), ou
seja a ciéncia tem um papel essencial no ato de transformar um conhecimento empirico popular

e retornar esse conhecimento a sociedade de forma benéfica e segura.
3.4 ANTISSEPTICOS

A antissepsia é o ato de eliminar microrganismos existentes nas camadas superficiais e
profundas da pele, mediante aplicacdo de um agente antisséptico germicida hipoalergénico, de
baixa causticidade e passivel de ser aplicado em um tecido vivo (TRAJANO et al.,2020). Por
tanto, todas essas caracteristicas nos permitem utilizar um produto que seja eficiente para
inibicdo dos microrganismos e a0 mesmo tempo que ndo seja toxico para as camadas celulares
da pele.

Para esse fim, sdo utilizados dentre os mais comuns, o iodo, o alcool e a clorexidina,
pois estes antissépticos contemplam as exigéncias para serem usados em tecidos vivos. Tendo
em vista que, as solucdes iodadas e a clorexidina apresentam ag6es residuais, (Dantas et al.,
(2020).
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3.4.1 Antissépticos tradicionais
3.4.1.1 Clorexidina

Clorexidina é um antisseptico, composto por uma molécula simétrica que consiste em
quatro aneis clorofenilicos, e dois grupos biguanidas conectados por uma ponte de
hexametileno, sendo uma base forte dicatiénica com pH superior a 3,5 (RIBAS et al.,2020).
Possui propriedades hidrofilicas e hidrofébicas, geralmente utilizadas na forma de sal de
gluconato, sendo uma droga amplamente utilizada em protocolos médicos, odontolégicos e
cirargicos (ALENCAR et al., 2019).

Por ser um germicida do grupo das biguanidas a clorexidina, age melhor contra bactérias
Gram positivas do que Gram negativas e fungos, possuindo efeito residual, além de baixo
potencial de toxicidade e de fotossensibilidade ao contato, sendo pouco absorvida pela pele
integra (VALE et al., 2019). Estes pontos mencionados mostram que, além de um antisséptico
poderoso, possui seguranca para ser utilizado na pele sem que isso gere intoxicacdo grave as
ceélulas dos individuos.

Seu mecanismo de agédo age pelo aumento da permeabilidade das paredes celulares da
bactéria, gerando um precipitado dos componentes intracelulares. E importante salientar que,
associada ao alcool a clorexidina se torna mais eficaz, pois essa unido potencializa seus efeitos,

0 que torna a solucéo alcodlica mais efetiva (Tostes et al., (2021).
3.4.1.2 lodo

lodo € um antisséptico, empregado ha mais de 100 anos pela medicina na higienizacdo
de mucosas, no tratamento de queimaduras, feridas e infeccdes de pele. Porém, os efeitos
citotoxicos, causados pela alta concentracdo de iodo, somente foram reduzidos a partir o
desenvolvimento dos iodoforos (PIMENTEL et al.,2020).

O iodoforo mais conhecido e utilizado é a iodopovidona (polivinilpirrolidona-iodo ou
PVP-I), desenvolvido em 1955 nos Laboratorios de Toxicologia Industrial na Filadélfia por H.
A. Shelanski e M. V. Shelanski (GERMANQO et al.,2020).

Este produto, reage com um agente solubilizante que, quando em solugéo, libera iodo
livre, permitindo dessa forma, destruir o DNA e as proteinas microbianas (OLIVEIRA et al.,
(2018). Alem disso, torna a utilizacdo mais segura desse antisséptico diminuindo seus efeitos
toxicos e residuais.

O antisséptico iodo tem sido amplamente utilizado no cotidiano da medicina, tanto no
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pré-cirurgico como no pos-cirargico, com a finalidade de manter a antissepsia do campo
operatdrio ou para limpeza de feridas cirdrgicas, como visto no trabalho de autores como, Moya
etal., (2021).

3.4.1.3 Alcool

O termo alcool ¢ origindrio do arabe “Alkuhul”, um liquido incolor e volatil que pode
ser obtido a partir da destilacdo de suco de frutas fermentado, como o da uva ou de aglcares de
féculas, de sementes e cana. (TOIGO et al.,2020). Este é um produto, antisséptico amplamente
utilizado em clinicas e hospitais, mas que por muito tempo vem sendo usado de forma
indiscriminada pela maioria das populacdes.

O éalcool € um composto organico que possui em sua estrutura quimica carbono e
apresenta o grupo funcional hidroxila (-OH) ligado a um carbono saturado, com caracteristicas
anfifilicas, ou seja, este é solivel em composto polares e apolares (OLIVEIRA et al., 2021).
Seu mecanismo de acdo se deve ao fato de o alcool ser capaz de penetrar nas células dos
microrganismos causando a degeneracao de proteinas.

Existem varias apresentac@es do produto, sendo mais conhecido popularmente o alcool
etilico e o alcool isopropilico, em concentracdes que variam de 50% a 80%. S&o o0s mais
utilizados como antissépticos e desinfetantes, ja que apresentam acdo sobre fungos, virus e
bactérias inclusive bacilos alcool &cido resistentes, exceto sobre esporos (MISTRAO et al.,
2020).

Isso mostra a poténcia de sua acdo e a0 mesmo tempo justifica sua utilizagdo ser
amplamente difundida pelo mundo e sua utilizacdo pela populacdo mundial. Além disso o
alcool possui caracteristicas como, baixa toxicidade, baixo custo e cheiro agradavel, como
também é de facil manuseio e baixo risco, com tanto que seja manuseado longe do fogo, Araujo
etal., (2019).

3.4.2 Antissepticos Fitoterapicos

Estudos mostraram que alguns antissépticos podem desencadear reacdo cruzada e
gerar resisténcia a antibioticos, além de efeitos colaterais como distdrbios hormonais e alergia,
dentre outros, gerando a necessidade da busca por fitoterapicos (SILVA et al., 2018).

Fitoterapia € entendida como "terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda

que de origem vegetal (MONTEIRO at al., 2021). Mediante isso, muitas séo as plantas que em



24

sua grande biodiversidade de moléculas sdo capazes de produzir compostos bioativos com
potencial antimicrobiano, Minto et al., (2021).

Nesse prisma, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo mundial depende da medicina tradicional para o tratamento basico de salde e, quase
85% desta envolve o uso de plantas medicinais, seus extratos vegetais e principios ativos
(OLIVEIRA et al., 2019). Esses dados corroboram com estudos que mostram a importancia das
plantas para cura e tratamento de doengas, como em grande parte dos casos, a Unica forma de

tratamento.
3.4.2.1 Phyllanthus niruri L.

O género Phyllanthus abrange arbustos, arvores e ervas raras da familia Euphorbiaceae,
sendo a espécie P. niruri, conhecida como quebra-pedra, uma erva simples, ereta, que cresce
até 30 a 40 centimetros de altura, suas folhas, possuem de 7 a 12 centimetros de comprimento,
sdo alternadas, oblongas e sésseis, como mostra a figura 1, (KAUR, 2017; MELO et al., 2021).

Sua maior utilizacdo esta voltada popularmente para a elaboracdo dos chas, empregados
na medicina popular para o tratamento de problemas urinarios, da pele, boca e garganta,
afeccOes da prostata, figado, calculos renais, catarros vesicais, cistite, cdlica renal, contusdes,
diabetes (FERREIRA et al., 2021).

Os efeitos advindos da utilizacdo dessa planta se devem ao fato de ela possuir em suas
folhas, frutos, caule e raizes, metabolitos secundarios bioativos como polissacarideos,
saponinas, taninos, flavonoides e antraquinonas (FERNANDES et al., 2021). Estes sdo capazes
de, em contato com o organismo vivo, desencadear mecanismos responsaveis pela cura e
tratamento de algumas doencas.

Nesse cendrio, recentes estudos vém mostrando o potencial antimicrobiano do extrato
alcodlico de P. niruri, observando a eficacia contra cepas de Staphylococcus, Micrococcus e

Pasteurella, bem como atividade antimalarica in vivo, Spézia et al., (2020).
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Figura 1: Planta Phyllanthus niruri L.

Fonte: arquivo pessoal

3.4.2.2 Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir

Jurema preta como também é conhecida, é uma arvore pertencente a familia Fabaceae,
encontrada na regido semiarida brasileira, possui de 4-7 metros de altura, decidua na estacédo
seca, apresentando espinhos em seu caule, com casca de cor castanho escura, folhas compostas,
alternas e fruto do tipo vagem deiscente. Esta é popularmente usada para tratar Ulceras, feridas,
acnes, queimaduras, como também infec¢des da boca e da garganta (MENEZES et al., 2021).
Por se tratar de uma planta muito conhecida na regido e ser bastante utilizada, surgiu interesse
de muitos pesquisadores em realizar experimentos acerca de suas propriedades fitoquimicas.

A eficécia dessa planta foi testada por varios cientistas e foram analisados, um total de
33 compostos quimicos em M. tenuiflora. Essas substdncias pertencem a quatro classes
quimicas diferentes, incluindo saponinas triterpendides e esteroides (Jose et al., 2021). O que
mostra um grande leque de agentes quimicos que podem ser utilizados para melhoria da satde
da populacéo e desenvolvimento de novas tecnologias

Além disso, é importante destacar trabalhos como de Soares et al., (2020), que obteve
resultados significativos com a utilizagdo desta planta através do extrato pirolenhoso sobre
bactérias dos tetos de cabras no pds-dipping. 1sso mostra que é possivel implementar novas
tecnologias através do uso de plantas. Em consonancia com esse estudo se tem trabalhos como

o de Silvaet al., (2021) que avaliou potencialidades do extrato vegetal de jurema preta Mimosa
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tenuiflora para uso em embalagens ativas antimicrobianas e antioxidantes, obtendo achados
significativos.

Figura 2: Planta Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir

Fonte: Soares (2020).

3.4.2.3 Spondias mombin L.

E uma arvore da familia Anacardiaceae, nativa do Brasil, encontrada principalmente nas
regides norte e nordeste. Seu tamanho pode atingir até 20 m, seu caule possui coloracdo
amarelada ou marrom-clara, com folhas alternadas e flores brancas, com fruto amarelo-claro.
As folhas sdo usadas para o tratamento de varias doencas inflamatorias topicas e sistémicas e
para disturbios gastrointestinais. (BRITO et al., 2018). Isso se deve muito provavelmente aos
compostos fitoquimicos presentes em S. mombin, capazes de agir diretamente ou indiretamente
sobre o organismo do individuo ou dos patogenos.

Nessas perspectivas, pesquisadores tém encontrado varias maneiras de comprovar as
acoOes das plantas sobre o organismo dos seres vivos. Da mesma forma, S. mombin ndo tem sido
diferente, em experimentos a planta apresentou diversos derivados de compostos polifenolicos
e flavonodides, alem de acido elagico e isoquercitrina, acidos graxos, ésteres e alcoois
(SAMPAIO et al., 2018). Todos esses compostos agem de certa forma sobre 0 organismo vivo
gerando uma acao que pode ser benéfica ou maléfica e que precisa ser estudada.

Além disso, é importante salientar que existem varios trabalhos publicados com
resultados significativos sobre a mesma. Dentre eles pode-se destacar 0s observados em

extratos hidroalcodlico do caja mostrando desempenho superior ao hipoclorito de sédio 2,5%



27

sobre cepas bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (SANTOS et al., 2020).
N&o somente neste, mas em outros trabalhos S. mombin apresentou atividade bactericida na
forma de extrato hidroalcoolico, podendo ser considerado alternativa viavel como antibidtico
devido a menor toxicidade comparada aos farmacos disponiveis comercialmente (FREITAS et
al., 2020).

v

Fonte: Cristofolli"(’2017).

3.5 Antissepsia cirargica

A antissepsia vai desde a limpeza de todo o ambiente interno do centro cirtrgico, até as
boas préticas de higiene realizada por toda a equipe cirurgica. Onde podemos escolher dentre
as opcoes disponiveis qual apresenta melhor resultado (PEREIRA JUNIOR et al., 2021). Nesse
sentido é importante citar que toda intervencéo cirdrgica esta sujeita a processos infecciosos,
no qual a pele do paciente é uma das fontes de infec¢do, portanto essencial a antissepsia do
campo operatdrio de cées e gatos, evitando morbidade e mortalidade no pés-cirdrgico (Trajano,
et al (2019).

E importante salientar que, existem varias técnicas para realizar a antissepsia do campo
cirurgico, no qual deve obedecer ao sentido de dentro para fora e nunca de fora para dentro.
Essa regra impede que os microrganismos ja retirados do interior do campo cirurgico, sejam
repostos novamente pelo movimento de fora para dentro.

Nesse sentido, como descrito por Fossum et al., (2014), sobre a pele integra e ja feita a
tricotomia é aplicado o agente antisséptico por todo o campo cirdrgico, e em seguida com

movimentos de dentro para fora, desenhando uma espinha de peixe, € distribuido com auxilio
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de um algoddo, até que tenha sido retirado toda sujidade da camada da pele, reduzindo dessa

forma a carga de microrganismos no campo cirurgico.

3.5.1 Ovariosalpingohisterectomia

A ovariosalpingohisterectomia (OSH) é um procedimento cirargico frequentemente
empregado na medicina veterinaria, na qual consiste na realizacdo de laparotomia com ablagéo
dos ovérios, trompas e utero (CARNEIRO et al., 2020). Como salientado por Bessa et al.,
(2020), a OSH pode ser indicada em diversas situacOes, principalmente em doencas
neoplésicas, doencas herdaveis, inflamagdes uterinas, mas também como medida eletiva,
evitando proles indesejadas e diminuindo distarbios comportamentais.

Dentre os principais cuidados que devem ser tomados mediante as cirurgias de OSH,
estd a manutencdo de uma ferida cirtrgica saudavel (Bortulucci et al., (2020). Sendo assim, é
de extrema importancia a realizacdo dos curativos de forma asséptica, tendo uma boa
comunicacdo com o proprietario para identificacdo precoce e eficaz das infeccdes nos sitios
cirurgicos, e estar sempre atento aos sinais de inflamacdo (MENEZES et al., 2021).

Uma ferida cirurgica saudavel é aquela capaz de iniciar imediatamente, seu processo de
cicatrizacdo, atraveés de fases continuas e complexas como inflamacdo, desbridamento,
reparacdo e maturacdo (Castro et al., 2015), de maneira que ndo venha a sofrer grandes
interferéncias externas. Para tal, € necessario no pds-operatorio, que a ferida seja cuidada
diariamente, mantendo o local livre de contaminantes.

Possamai et al., (2019) salienta que, os animais devem permanecer de roupa cirdrgica,
colar elizabetano, sob restricdo de seus movimentos e repouso por um periodo determinado pelo
profissional médico veterinario.

Portanto, todos esses pontos sdo importantes para uma boa cicatrizacdo da ferida,
levando o animal a uma répida recuperacdo, diminuindo os riscos com deiscéncia de pontos,

prolapsos, hemorragias e obitos, Oliveira et al., (2020).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL

O experimento foi realizado na Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
localizada na cidade de Mossoro, estado do Rio Grande do Norte, Brasil, no periodo de 20 de
janeiro a 15 de abril do ano de 2022. Ocorrendo a producdo do extrato alcodlico de quebra-
pedra (Phyllanthus niruri L.) e processamento das amostras coletadas, no laboratério de
microbiologia veterindria (LAMIV). As cirurgias aconteceram em clinica particular
filantropica.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O trabalho recebeu parecer favoravel, 09/2022, pelo conselho de ética no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), estando, segundo o parecer,
de acordo com os preceitos da lei 11.794 de 8 de outubro de 2009 e com as normas editadas

pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.3 COLETA DA PLANTA PHYLLANTHUS NIRURI L.

As folhas, caule e sementes de Phyllanthus niruri L. foram colhidas manualmente no
horario de 06:00 da manha a partir de espécimes presentes nas proximidades da UFERSA. Elas
foram acondicionadas em sacos individuais de cor preta e levadas ao Laboratdrio de
Microbiologia Veterinaria, da universidade, para a confeccdo do extrato.

As exsicatas foram levadas ao Herbario Dardaro de Andrade Lima, recebendo as

seguintes numeracdes: Phyllanthus niruri L. — 15131.

4.4 PREPARACAO DO EXTRATO

Foi realizada a lavagem, secagem e pesagem das partes da planta, obtendo
aproximadamente 120 g de cada coleta. Posteriormente, a planta foi submetida a secagem
natural na temperatura ambiente por 7 dias. Em seguida as folhas, caule e sementes foram
trituradas com auxilio de uma tesoura e acondicionadas em erlenmeyer. Em segudia, foi

adicionado alcool absoluto a 99,8%, aproximadamente 925 ml e deixado em repouso por 72



30

horas. Transcorrido o tempo o material foi levado para um evaporador rotativo para ser
concentrado. O material concentrado foi entdo colocado em banho maria a 50°C para que todo
0 restante do alcool fosse evaporado e ficasse apenas o residuo da planta, assim como mostra a

figura 5.

Figura 4: Processo de confeccdo do extrato alcoolico de P. niruri.

a) coleta; b) pesagem; c) extracdo; d) filtragcdo; e) evaporacao rapida; f)evaporacéo lenta; g)

diluig&o.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE “IN VITRO”

Para realizacdo desse teste foi necessario separar 10 bactérias, Pseudomonas luteola,
Enterocter aglomerans 2 cepas, Moraxella, Staphylococcus lugdunenses, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus, Stomatococcus, Aerococcus, Staphylococcus saprophyticcus,
encontradas da pele de gatas submetidas a OSH em um experimento anterior, como mostra a
figura 10. Estas foram encubadas e identificadas através de provas bioguimicas e armazenadas

sob refrigeragdo em tubos de ensaio de 2 ml contendo meio BHI.
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Figura 5: Bactérias repicadas em tubos de procedimento estéril contendo meio BHI
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Fonte: Arquivo pessoal

4.5.1 Técnica de difusédo em agar

Para realizacdo do teste de sensibilidade aos antissépticos testados, foi realizado um
método por difusdo em &gar, tendo como base a metodologia do Teste de Sensibilidade a
Antimicrobianos por Disco-difusdo descrito pelo NCCLS (2003), adaptado de acordo com
Carvalho et al. (2010) descrita a seguir. Para tanto, dentro de uma capela de fluxo laminar foi
depositado em placas de petri estéril 50 ml de meio agar Muller-Hinton.

Ap0s secagem completa do meio, houve a perfuracdo com o auxilio de um canudo de
plastico revestido com papel aluminio devidamente esterilizado, produzindo pogos de didmetro
de 2 mm no meio de cultura. O &gar retirado dos pocos foi descartado e os fundos dos po¢os
foram cobertos com uma fina camada de Agar Muller-Hinton ainda liquido, retirado de uma
erlenmeyer contendo meio estéril recém-saido da autoclave, através de um pipetador
automatico de 1000 pL.

Posteriormente, um suabe de algoddo estéril foi introduzido em um tubo de 2 ml com
meio BHI contendo a bactéria teste. Este mesmo suabe era passado em seguida por toda a
superficie de 3 placas, como mostra a figura 7, contendo o meio dgar Mueller-Hinton, devendo
assegurar a distribuicdo uniforme do indculo.
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Figura 6: Distribuigdo das bactérias em meio &gar Muller Hinton.

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.1.1 Deposicao dos antissépticos nos pocos

Foram utilizadas 3 placas para cada bactéria testada, sendo 6 pocos em uma placa, em
um total de 18 pocos testados: 3 pogos para a concentracdo de 100 mg/ml, 3 pocos para 50
mg/ml, 3 pocos para 25 mg/ml, 3 pocos para 12,5 mg/ml, 3 pogos para dgua destilada estéril e
3 pocos para clorexidina a 0,5%. Para isso, foi colocado 50 pL de clorexidina a 0,5% em 3
pocos, 50 pL de agua destilada estéril em 3 pocos, 50 UL do extrato alcodlico de quebra-pedra
(Phyllanthus niruri) na concentragdo 100 mg/ml em 3 pocos, 50 pL do extrato alcodlico a 50
mg/ml em 3 pocos, 50 uL do extrato alcoolico a 25 mg/ml em 3 pocos, 50 pL do extrato
alcodlico a 12,5 mg/ml em 3 pocos.

O Clorexidina foi usado como controle positivo e a agua destilada estéril como controle
negativo, sendo o extrato alcodlico a 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml e 12,5 mg/ml o teste,
assim como mostra a figura 6. Apos 24h, foram medidos os halos de inibi¢do produzidos em

volta do pogo. A concentragdo com o maior halo foi a escolhida para a aplicagao “in vivo”.
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Figura 7: Antissépticos utilizados no experimento

Fonte: Arquivo pessoal

4.5.1.2 Incubacéo das placas

ApoGs a realizacdo desses procedimentos, as placas de Muller Hinton contendo as
bactérias destribuidas e os antissépticos nos pocos, foram acondicionadas em estufa
bacteriologica a temperatura de 37° C durante 24 horas para em seguida, realizar a medicéo dos

halos com régua.

4.6 ANIMAIS

Para realizacdo do experimento foram selecionadas 10 gatas com idade entre 8 meses a
17 meses de idade. Os responsaveis pelos animais receberam, todas as orientagdes necessarias,
quanto ao experimento e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
permitindo a realizagdo da cirurgia de ovariosalpingohisterectomia. As castragdes aconteciam
toda semana, nas tercas e quinta até a castracdo completa das 10 gatas.

Os animais eram deslocados ao local da cirurgia alojados em caixas de transporte.
Posteriormente, encaminhados para sala pré-anestésica, onde aconteciam 0s protocolos
anestésicos e demais procedimentos necessarios, para posteriormente serem submetidos ao
procedimento cirtrgico. Apos o procedimento, os animais eram alojados em gatis higienizados

como mostra a figura 4, e recebiam diariamente racdo, limpeza do ambiente e 4gua ad libitum.
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Figura 8: Alojamento dos animais em experimento

Fonte: Arquivo pessoal

4.7 DETERMINACAO “IN VIVO” DA EFICIENCIA DO EXTRATO

Seguindo o principio da causalidade, as gatas foram divididas em 2 grupos sendo 5
animais em cada grupo, totalizando 10 gatas. O grupo 1 correspondeu aos animais que
receberam aplicacdo de clorexidina 0,5% (controle positivo), o grupo 2 foi determinado como
grupo teste, correspondendo ao tratamento com extrato alcoolico de quebra-pedra na
concentragdo de 100 mg/ml.

Todos os animais receberam seus respectivos tratamentos diariamente, a cada 24 horas,
durante 7 dias. Esse tratamento consistia na aplicacdo do produto teste e controle positivo, na
regido de sitio cirdrgico. Para tanto, o animal era contido de forma manual e em seguida era
aplicado o produto, deixando que ele agisse durante 10 minutos. Transcorrido o tempo

utilizava-se um suabe estéril para coletar no local de sitio os debris celulares.
4.7.1 QUANTIFICACAO DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS

Os suabes que foram passados nos sitios cirargicos das gatas tratadas com os produtos
de clorexidina 0,5% e extrato alcodlico de quebra-pedra, foram levadas para processamento em
capela de fluxo laminar. Consistiu o processo, em colocar o suabe da coleta dentro de um tubo
com 2 ml de &gua destilada estéril, para que os debris celulares fossem todos para o liquido, em
seguida o contetido do tubo foi submetido as diluicdes 102, 102 e 103, Nessa perspectiva, 1ml
de cada diluicdo foi semeado em &gar Plate Count e essas placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas, tempo necessario para que fosse feito a contagem de
bactérias pela técnica de contagem de mesofilas presentes em cada diluicdo (TORTORA, 2016).
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4.7.2 IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

Ap0s a contagem do numero de coldnias bacterianas em agar Plate Count, elas eram
cultivadas em caldo BHI por 24 horas a 37° C até a fase log durante tempo aproximado de 18 a
24 horas, ajustado pela escala de MacFarland. Com isso, as bactérias foram identificadas por
meio de citologia e provas bioquimicas. (MacFaddin, 2006).

4.7.2.1 Citologia

As bactérias cultivadas em caldo BHI foram submetidas a coloracdo de Gram através
da seguinte metodologia: Uma aliquota da referida amostra foi depositada sobre uma lamina
com auxilio da alca de platina, foi em seguida a lamina contendo a aliquota foi fixado sobre a
chama do bico de Bunsen e submetida a seguinte sequéncia: cristal violeta — 1 minuto; lugol
— 1 minuto; alcool — 1 minuto; fucsina — 30 segundos. Por fim, as bactérias foram visualizadas
ao microscopio 6ptico, como mostra a figura 8, modelo CX41RF, da marca OLYMPUS

OPTICAL CO, LTDA, e identificadas quanto sua pigmentacao, morfologia e particularidades.

Figura 9: Citologia bacteriana durante o experimento

Fonte: Arquivo pessoal

4.7.2.2 Provas bioquimicas

Estando as bactérias identificadas de acordo com suas caracteristicas morfo-tintoriais,
estas foram submetidas a testes com provas bioquimicas como mostra a figura 9, de acordo
com MacFaddin (2006).
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Figura 10: Provas bioguimicas para identificacdo das bactérias isoladas

Fonte: Arqivo pessoal
1: Citrato de simmons + ; 2: OF glicose fermentador ; 3: OF glicose oxidador ; 4: Ureia - ; 5: Agar
indol sulfeto motilidade (SIM) indol - ; 6: Esculina - ; 7: Ureira + ; 8: Agar triplice agtcar ferro (TSI)

enterobactéria ; 9: OF glicose fermentador ; 10: SIM indol +.
4.7.2.3 Catalase

A prova bioquimica catalase é capaz de revelar a habilidade da bactéria analisada em
reagir com o peréxido de hidrogénio e quebra-lo em agua e oxigénio. 1sso acontece devido
algumas bactérias serem capazes de produzir uma enzima chamada catalase.

Nesse contexto, ao adicionarmos agua oxigenada, perdxido de hidrogénio, em uma
coldnia de bactérias a mesma pode apresentar ou ndo uma reacao, produzindo dessa forma,
varias ou poucas bolhas, isso revela que existe a presenca de oxigénio livre e demonstra que a
prova é positiva. Porém, se ndo houver a formag&o de bolhas de gés, a prova é negativa.

Para tanto, foi manipulada uma aliquota da bactéria contida em um tubo de ensaio com
meio BHI, para realizar o teste. Sobre uma lamina de vidro foi colocado um parte da coldnia
e em seguida foi acrescentado uma gota de adgua oxigenada, e através do resultados pode-se
avaliar as bactérias testadas em catalase negativa ou positiva.

4.7.2.4 Oxidase

A realizacdo desse teste se baseia na producdo intracelular da enzima oxidase pela
bactéria, ajudando a distinguir bactérias ndo fermentadoras de enterobactérias. Com o auxilio
de uma al¢a de platina, a coldnia foi posta sobre o papel de filtro, observando se houve
formacdo da cor roxa. Havendo a mudanca da cor para o roxo de imediato a prova € oxidase
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positiva, ndo havendo mudanca de cor do papel da inoculagdo da bactéria, a prova é oxidase

negativa.
4.7.2.5 DNase

Essa prova ¢ usada para identificar a degradacio do Acido Desoxirribonucleico (DNA),
presente no meio de cultura, realizada pelas bactérias que possuem a desoxirribonuclease, uma
enzima extracelular, responsavel pela reacdo. A enzima quebra o DNA em subunidades
compostas de nucleotideos.

Nesse sentido, foi realizado o cultivo das bactérias em agar DNase através de uma alca
de platina, onde a aliquota foi semeada no meio de cultura em linha reta Unica. Apos o
crescimento das culturas, acrescentou-se &cido cloridrico na linha de crescimento bacteriano
para revelar a atividade enzimética.

Portanto, onde formou uma margem transparente circundando toda a linha de
crescimento bacteriano o resultado era considerado positivo, da mesma forma, em placas onde

a zona transparente ndo era visualizada o resultado era considerado negativo.
4.7.2.6 Urease

Esta prova consiste em inocular a bactéria em um tubo de procedimento estéril contendo
meio de cultura &gar de ureia e deixa-la em incubacéo por 24-48 horas em estufa a 37°C. Nessa
perspectiva, existem bactérias produtoras da enzima urease sendo capazes de quebrar a ureia
presente no meio de cultura produzindo aménia, gas carbonico e agua, gerando mudanca no Ph
do meio.

Ao realizar esta reacdo 0 meio podera torna-se basico mudando a coloracdo inicial
laranja para rosa, resultado em urease positivo. Da mesma forma, a bactéria poderia vir a ndo
utilizar a ureia presente no meio de cultura mantendo sua coloracdo inalterada, sendo

considerada urease negativa.
4.7.2.7 Fermentacdo e oxidacdo de carboidratos

Essa prova consiste na capacidade da bactéria em utilizar um carboidrato especifico para
oxida-lo e/ou fermenta-lo em duas situacbes, uma em aerobiose, oxidacdo e outra em
anaerobiose, fermentacdo. No meio destinado ao teste de fermentacdo em anaerobiose eram
adicionados 1 ou 2 ml de 6leo mineral para cobrir a superficie evitando a passagem de

oxigénio. As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo o meio para a
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fermentacdo e oxidacdo de carboidratos (OF), incubadas em estufa por 24 horas, sendo o
resultado positivo a medida que o meio mudava de coloracdo verde para amarelo. Nos casos

em que ndo havia mudanca na coloracéo o teste era considerado negativo.
4.7.2.8 NaCl 5%

Visando avaliar a tolerancia das bactérias ao cloreto de sodio, inoculou-se as bactérias
em tubos de ensaio contendo meio liquido NaCl 5% e incubou-se em estufa bacterioldgica a
37° C por 24 horas, onde houve crescimento (turbidez) o resultado foi considerado positivo.

4.7.2.9 Motilidade

O teste foi realizado ao microscopio 6ptico, com a bactéria entre lamina e laminula, para
verificar se existia movimentacdo da bactéria por meio da visualizacdo direta. As amostras em

gue se observou movimentacdo foram positivas para a prova.
5. OBSERVACAO DOS ASPECTOS PATOLOGICOS E TEMPO DE CICATRIZACAO

Os sitios de incisdo cirdrgica tratados com 0s antissépticos mencionados acima foram
analisados quanto aos seguintes aspectos patoldgicos: hiperemia, edema, secre¢do, crostas e

deiscéncia.
6. ESTATISTICA
Mediante as analises microbiolégicas os seus resultados foram submetidos a anélise de

variancia, tendo suas médias comparadas entre si pelo teste de teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade, com o auxilio do software estatistico Sisvar® 5.6 (FERREIRA, 2000).
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6. RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados da acdo antisséptica do extrato alcodlico de P. niruri nas concentragdes
de 100mg/ml, 50mg/ml, 25mg/ml, 12,5mg/ml, clorexidina 0,5% e agua destilada no método de
difusdo em &gar, podem ser evidenciados na tabela 1. Ao obter-se uma média dos halos em
triplicata de cada bactéria, levou-se em consideracdo o modelo de classificacdo de halos de
inibicdo proposto por Ostrosky et al., (2008).

Nesse prisma, foi possivel observar que para o tratamento de P. niruri nas concentracfes
de 100 mg/ml obtivemos halos variando entre 0 mm a 31 mm, 50 mg/ml halos variando de 0
mm a 24,6 mm, 25 mg/ml halos variando de 0 mm a 20 mm, 12,5 mg/ml halos variando de 0
mm a 18 mm, para as bactérias testadas tais como Stomatococcus sp., Staphylococcus
lugdunenses, Pseudomonas luteola, Enterobacter aglomerans, e as demais representadas na
tabela 1.

O controle positivo feito com clorexidina a 0,5% evidenciou halos de inibigéo para as
mesmas bactérias testadas com P. niruri, variando de 22 mm a 34 mm. Da mesma forma, o
controle negativo realizado ndo evidenciou halos de inibicdo para nenhuma das estirpes
bacterianas testadas.

Tabela 1: Média dos didmetros dos halos de inibicdo (mm) do Extrato alcodlico de P. niruri a
(100, 50, 25 e 12,5mg/ml), clorexidina 0,5% e agua destilada estéril (UFERSA- Mossor6/RN,
2022).

Diametro de inibicéo dos halos

Concentracéo do extrato alcodlico de P. niruri (mg/ml) Clorexidina (%) Agua destilada
Microrganismos 100 50 25 125 05

Pseudomonas luteola 16.0 abA 14.6 aA 14.6 aA 0.0 aA 26.0 aA 0.0 aA
Enterobacter aglomerans 14.0 abA 11.6 aA 9.6 aA 0.0 aA 22.0 aA 0.0 aA
Moraxella 14.0 abAB 12.0 aAB 0.0 aA 0.0 aA 27.0 aB 0.0 aA
Enterobacter aglomerans 9.6 abA 9.6 aA 0.0 aA 0.0 aA 25.0 aA 0.0 aA
Staphylococcus lugdunenses 22.0 abA 19.0 aA 18.0 aA 14.7 aA 23.33A 0.0 aA
Pseudomonas aeruginosa 16.0 abA 14.6 aA 12.08A 10.0 aA 24.3 aA 0.0 aA
Streptococcus 8.0 abAB 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 28.6 aB 0.0 aA
Stomatococcus 31.0bB 24.6 aAB 20.0 aAB 18.0 aAB 34.0 aB 0.0 aA
Aerococcus 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 24.0 aA 0.0 aA
Staphylococcus saprophyticcus 0.0 aA 0.0 Aa 0.0 aA 0.0 aA 22.0 aA 0.0 aA

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna e letras mailsculas iguais na mesma linha

ndo apresentam diferenca estatistica (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
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O extrato alcodlico de P. niruri tem se mostrado capaz de inibir bactérias quando
testados nas diferentes concentracfes. Isso provavelmente se deve pelas suas caracteristicas
fisicas, quimicas e organolépticas, capazes de gerar reacdes quimicas sobre o organismo dos
individuos de forma direta ou indireta. No tratamento em questdo o extrato de P. niruri nas
diferentes concentracdes e clorexidina 0,5%, foram capazes de realizar halos inibitorios.

Essa acdo inibitdria apresentada pela planta P. niruri, pode ser justificado pela presenca
de compostos bioativos como alcaloides, lignanas e compostos fendlicos (UGALDE et al.,
2020); além de (+) -Catequina, (-) -Epi-catequina, Quercetina, Rutina, Acidos Galico e Cafeico,
(NAVARRO et al., 2017); antraquinonas, flavonoides, terpenoides, naftoquinonas, saponinas,
carboidratos, esteroides, taninos, ligninas, lignanas e cumarinas (AL ZARZOUR et al., 2017).

Como apresentado em estudos cientificos, essas classes metabolicas secundarias tais
como, acidos organicos, cumarinas, fenois, flavonoides e polissacarideos tém apresentado
intensa atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2020). Estes por sua vez variam quanto seu
potencial de a¢do devido as condi¢des ambientais como, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, adicdo de nutrientes, poluicdo ambiental, dentre outros fatores intrinsecos
e extrinsecos (MENEZES FILHO & CASTRO, 2019; TELES et al., 2019).

Entre esses compostos secundarios podemos destacar, os alcaloides, inibidores de
sendo dessa forma constituintes com possiveis efeitos antimicrobiano (SOUTO et al., 2020).
Além disso, apresentam caracteristicas de neurotransmissores, demonstrando papel de
regulacao, estimulacdo e inducédo de func@es, o que pode favorecer a inibicao bacteriana. Esses
metabdlitos podem interagir com diversos alvos, como canais de Na+, receptores muscarinicos,
acetilcolinesterase, receptores opioides, entre outros (SENA et al.,2019).

Nesse contexto, € importante também destacar os compostos fendlicos, estes podem
modificar as caracteristicas fisico-quimicas dos microrganismos, contribuindo para atividade
antioxidante, e interferindo na viabilidade de bactérias (LEITE et al., 2018). Estes sdo formados
por um ou mais anéis aromaticos com no minimo um grupo hidroxila, em geral, isso permite
que eles reajam com radicais livres, podendo favorecer a inibicdo de microrganismos (LIRA et
al., 2018).

Os dados apresentados pelo experimento, comprovados na tabela 11, corroboram com
outros realizados com P. niruri, obtendo resultados positivos, onde a planta apresentou agédo
antibacteriana contra algumas cepas bacterianas do trato urinario, ou ainda cepas isoladas de
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sapphyticcus,
Candida albicans, Staphylococcus, Micrococcus e Pasteurella (LOPES et al., 2021; SPEZIA
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etal., 2020; DOMINGUES et al., 2015; NONATO et al., 2018).

Figura 11: Representacdo do teste agar difusdo na bactéria Pseudomonas luteola com o0s
respectivos halos de inibicdo quanto aos tratamentos de P. niruri a (100, 50, 25 e 12,5 mg/ml),

clorexidina 0,5% e &gua destilada estéril

Fonte: arquivo pessoal

a) Extrato teste com P. niruri (100 e 50mg/ml); b) Extrato teste com P. niruri (25 e 12,5mg/ml)
; €) controle positivo clorexidina 0,5% (CL) e controle negativo agua destilada (CN).

Os resultados da contagem média de Log ' UFC/cm?, no periodo de tratamento de 7
dias com P. niruri 100 mg/ml e clorexidina 0,5%, estdo dispostos no Grafico 01. Onde podemos
obeservar que, no DO antes do tratamento a contagem médias de bactérias foi de 1,39 Log *°
UFC/cm?, no D1 reduziu para 0,69 Log ° UFC/cm?, D2 permaneceu esse valor e a partir do dia
D3 ao D7 a contagem apresentou 0 Log ° UFC/cm?, mostrando que o tratamento teste de P.

niruri provavelmente foi capaz de inibir esse crescimento ao longo dos dias de tratamento.

Gréfico 1: Contagem bacteriana média (Log ° UFC/cm?) das bactérias no periodo de 7 dias,
com base nos tratamentos de P. niruri 200mg/ml e clorexidina 0,5% (UFERSA- Mossor6/RN,
2022).
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Fonte: arquivo pessoal
Médias seguidas das mesmas letras nao apresentam diferenca significativa (p > 0,05) pelo teste de

Tukey.

Assim como feito em P. niruri, da mesma forma realizou-se com clorexidina 0,5%
sendo o grupo teste, no que diz respeito sobre a contagem de bactérias Log ° UFC/cm?no
periodo de 7 dias de tratamento, temos que desde o dia DO antes do tratamento até o dia D7 a
contagem de bactérias permaneceu inalterada, mostrando a capacidade antimicrobiana desse
antisséptico.

Mediante a contagem média de bactérias Log ° UFC/cm? apresentados no grafico 1 para
P. niruri, podemos constatar que houve crescimento de algumas coldnias de bactérias durante
o tratamento, onde foi possivel isolar aliquotas de bactérias tais como Klebsiella spp.,
Staphylococcus hyicus, Bacillus spp., Arcanobacterium e Staphylococcus intermedius.

A presenca dessas bactérias durante o tratamento pode advir de varios aspectos, como
bactérias resistentes a antissépticos convencionais e alternativos. Nesse sentido, é importante
destacar, que no ambiente existem inimeros microrganismos capazes de sobreviver aos
produtos domissanitarios utilizados nas limpezas e portanto apresentar-se como fonte de
contaminacdo, Gildo et al., (2018). Outro fator € o microbioma dos préprios animais, que em
condicdes de desequilibrio anatomofisioldgica sdo capazes de agir causado infeccOes
oportunistas, assim como salientado por Costa et al., (2021).

Klebsiella sp, é uma bactéria de formato bacilar Gram-negativo, membro da familia
Enterobacteriaceae, capaz de colonizar o corpo dos animais, sobrevivendo ainda, em objetos
inanimados ou fémites (SANTANA et al., 2021), podendo justificar, dessa forma, a sua
presenca na pele das gatas castradas.

Staphylococcus tem sido descrito por varios trabalhos como sendo bactérias
frequentemente isoladas da pele de cdes e gatos (CELESTINO et al., 2019). As bactérias desse
género podem ser ainda agentes de piodermites e infeccGes de ferida tanto em pacientes
ambulatoriais como em pacientes hospitalizados, inclusive apresentando com fenétipo de
multirresisténcia (WOLLHEIM et al., 2020), apresentando resisténcia a diversos antissépticos.

Pode-se destacar ainda a presenca de Bacillus sp. localizado na pele e mucosas, no qual
sdo encontrados com frequéncia em diversas superficies, podem estar presentes mediante
procedimentos invasivos que causam traumas na barreira cutanea (DRESCH et al., 2018).

Arcanobacterium sp. € uma bactéria cocobacilo gram-positivo, isolada frequentemente

de lesGes de pele, abscessos em mamiferos, em amostras de urina humana, em membranas
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mucosas e tradicionalmente consideradas patdgenos oportunistas (Aaltonen et al., (2021);
ALSSAHEN et al., (2020); KHEDHER et al., (2021).

Quanto a observacéo das feridas cirurgicas durante o periodo de 7 dias de tratamento
com os antissepticos de clorexidine 0,5% e P. niruri 100 mg/ml, foram analisadas, através de
observagOes os parametros de hiperemia, edema, secrecdo, crostas e deiscéncia, que sé&o
correspondentes ao processo de cicatrizagdo, como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Aspectos cicatriciais das feridas cirurgicas das gatas submetidas a OSH no periodo
de 7 dias de tratamento (UFERSA-Mossor6-RN 2022).

Parametro Clorexidina Phyllanthus niruri L.
0,5% 100mg/ml
Hiperemia Sem alteracOes Sem alteragoes
Edema 1 1
Secregao 2 Sem alteraces
Crostas 2 1
Deiscéncia Sem alteracdes Sem alteracGes

Fonte: Arquivo pessoal

E importante destacar que durante o tratamento com P. niruri, as gatas apresentaram
relutancia em lamber os sitios cirtrgicos. Isso se deve muito provavelmente, devido fatores
antinutricionais gerado pelas plantas, tais como compostos fendlicos, ligninas e taninos,
promovendo sabor e odor desestimulando, Souza et al., (2019).

A avaliacdo macroscopica das feridas foi realizada diariamente durante a troca dos
curativos, de forma visual, atendo-se ao tempo de cicatrizacdo total, que variou de um a cinco
dias, assim como é apresentado no trabalho de Leal et al.,(2020). Nesse contexto, todos 0s
animais, independentemente da idade, tiveram cicatrizacdo visivel em tempo similar como

mostras a figura 12.
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Figura 12: Observacdo dos sitios cirurgicos das gatas submetidas aos tratamentos de P. niruri
100 mg/ml e clorexidina 0,5%.

Clorexidina Clorexidina

» Dia7 »
Fonte: Arquivo pessoal

Em consideracdo a analise macroscopica, pode-se observar a presenca de alguns
achados patolégicos como o edema. Levando a acreditar que, sua provavel causa advém do
aumento da pressao hidrostatica capilar, diminuicdo da pressao oncdtica capilar, obstrucéo
linfatica ou aumento na permeabilidade vascular, Souza Dias et al., (2019).

A secrecdo de pele, também presente, provavelmente ocorreu pela infeccdo de pele e
subcutaneo. Em um ambiente hospitalar, seja humano ou veterinario, a equipe de profissionais
circulantes e os materiais utilizados nos diversos procedimentos sdo os principais carreadores
de microrganismos causadores de infecgdes hospitalares (ZARPELLON et al., 2021).

Portanto, a cicatrizacdo envolve fenémenos bioldgicos, caracterizado por alteracoes
vasculares e celulares, proliferacéo epitelial, proliferacdo de fibroblastos, revascularizacéo e
contracdo da ferida (RODRIGUES et al.,2020) e esses fendbmenos podem variar entre 0s

organismos e seus comportamentos, além de sofrer interferéncias ambientais.



45

7. CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude dos fatos mencionados, P. niruri L. apresenta eficacia antisséptica nos testes
feitos in vitro, bem como nos testes feitos in vivo, podendo ser utilizado como tecnologia
alternativa a antissépticos convencionais.

No que tange as bactérias isoladas e identificadas das feridas cirurgicas das gatas,
encontrou-se cepas de Klebsiella spp., Staphylococcus hyicus, Bacillus spp., Arcanobacterium
e Staphylococcus intermedius.

Na cicatrizacdo das feridas, o extrato alcodlico de P. niruri contribuiu para o processo
de cicatrizacdo de forma semelhante aos animais tratados com clorexidina a 0,5%,
demonstrando que existem substancias no extrato que auxiliam nesse processo.

Quanto ao efeito repelente, pode-se concluir que as gatas tratadas com P. niruri ficaram
menos interessadas por lamber o sitio cirdrgico, possivelmente devido ao sabor e odor das
substancias presentes no antisseptico.

O presente estudo sugere, mediante a isso, a busca por novos estudos cientificos visando
integrar este extrato a tecnologias farmacéuticas com a finalidade de produzir um produto que
possa ser utilizado como antissépticos em feridas cirlrgicas de gatas submetidas a

ovariosalpingohisterectomia.
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ANEXQOS
Parecer do conselho de ética do uso de animais CEUA — UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossord, 09 de marco de 2022.

PARECER 09/2022

Certificamos que o projeto intitulado 4AVALIACAO ANTIMICROBIANA IN VITRO/IN
VIVODO DECOCTO DAS FOLHAS. DE PHYLLANTHUS NIRURI EM FERIDDAS
CIRURGICAS DE GATAS (FELIS CATUS) SUBMETICAS A
OVARIOSSALPINGOHISTERECTOMIA)”

sob a responsabilidade de Francisco Marlon Carneiro Feij0 o qual envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (excetohumanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com 0s
preceitos da lei 11.794de 8 de outubro de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido -UFERSA.

Periodo previsto para utilizacdo dos | 15/03/2022 a 30/04/2022
animais
Espécie/linhagem gato doméstico Felis catus
N. de Animais 30
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Origem £ Clinicas veterindrias privadas de Mossoro
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