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RESUMO

A utilizagdo empirica de plantas com potencial medicinal esta presente em todas as
regides do Brasil e tem contribuido para solucionar problemas de satide animal, devido seu
baixo custo e grande eficacia. A Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ, conhecida
como “Jucd” é uma planta medicinal brasileira que foi incluida na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Satide (RENISUS). Assim, este trabalho teve
por objetivo avaliar a acdo antimicrobiana do decocto a base das folhas de Libidibia ferrea
(Jucd) em cepas padroes e clinicas que sdo potencialmente patogénicas para pequenos animais,
como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Proteus mirabilis,
a partir da técnica de disco-difusdo e microdilui¢ao em caldo nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, em
diluicdo seriada. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do software
Sisvar®. Ao final do experimento foi observado que o decocto pasteurizado ndo possui agao
antimicrobiana, enquanto para o decocto in natura possui potencial antimicrobiano diante da
atividade de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e P. mirabilis nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL.
Portanto, pode-se concluir que o decocto in natura de L. ferrea apresenta boa atividade
antimicrobiana, necessitando-se ainda novas pesquisas para isolar composto(s) terapéuticos do
Juca, que se mostra uma alternativa na elaboragao de substancias antimicrobianas para combate
a cepas resistentes.

Palavras-chave: Decocto Jucé; Atividade antimicrobiana; Fitoterapico; Etnoveterinaria.



ABSTRACT

The empirical use of plants with medicinal potential is present in all regions of Brazil
and has contributed to solving animal health problems, due to their low cost and great
efficiency. Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ, known as “Jucd” is a Brazilian
medicinal plant that was included in the National List of Medicinal Plants of Interest for the
Unified Health System (RENISUS). Thus, this study aimed to evaluate the antimicrobial action
of the decoction based on Libidibia ferrea (Jucd) leaves in standard and clinical strains that are
potentially pathogenic for small animals, such as Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Proteus mirabilis, a using the technique of disk-diffusion and
microdilution in broth at times 0, 7, 14 and 21 days, in serial dilution. The results were subjected
to analysis of variance and the means compared to each other by the Scott-Knott test, at the
level of 5% probability, with the aid of the Sisvar® software. At the end of the experiment it
was observed that the pasteurized decoction has no antimicrobial action, while for the fresh
decoction it has antimicrobial potential in the presence of E. coli, P. aeruginosa, S. aureus and
P. mirabilis at concentrations of 10 and 5 mg/mL. Therefore, it can be concluded that the fresh
decoction of L. ferrea has good antimicrobial activity, requiring further research to isolate
therapeutic compounds from Jucd, which is an alternative in the development of antimicrobial
substances to combat strains resistant.

Keywords: Decocto Juca; Antimicrobian activity; Phytotherapic; Ethnoveterinary
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1 INTRODUCAO

Diversos autores relatam que partes como raizes, cascas, folhas, sementes e frutos de
varias espécies de plantas sdo utilizadas pelas populagdes como medicinais (AGRA et al., 2007;
LEONEZ et al., 2017; DANTAS, 2018; FERNANDES, 2019; HOLANDA, 2019). Esse uso
empirico ndo ¢ um fendomeno recente, pois historiadores relatam que ha séculos diversas
comunidades no mundo aprenderam, fizeram uso e passaram aos seus descendentes os
conhecimentos sobre a existéncia de plantas medicinais e suas diversas possibilidades de uso
(DANTAS, 2018).

Considerando que, ndo existe ainda uma lista completa das espécies de plantas
conhecidas para a ciéncia, pois hd muitas sendo descobertas, € que os paises tropicais
concentram grande parte da biodiversidade mundial, criou-se o conceito de “pais megadiverso”,
onde Brasil foi um dos primeiros a ser contemplado (MITTERMEIER, 1988; CATALOGO DE
PLANTAS E FUNGOS DO BRASIL, 2010), uma vez que possui cerca de 20% do numero
total de espécies do mundo (ALBUQUERQUE et al., 2007; MACIEL et al., 2002).

O uso empirico e eficiente de plantas pela populagdo no tratamento de enfermidades,
tém despertado o interesse da comunidade cientifica na investigagdo das propriedades
medicinais dessas plantas (KUMAR et al., 2013), principalmente para o fornecimento de
matéria-prima para produ¢do de novos medicamentos eficientes contra microrganismos de
interesse em saude, devido a dificuldade no controle de bactérias e a ineficacia dos agentes
antimicrobianos (MELO et al., 2006).

Embora crescente, estima-se que das 300 mil espécies de plantas no mundo, apenas 15%
delas tenham sido submetidas a estudos cientificos para avaliar suas potencialidades na
preparagio de novos produtos (BRANDAO et al., 2010). Calcula-se que somente nos ultimos
25 anos, 77,8% dos agentes anticancerigenos testados e aprovados foram derivados de produtos
naturais (NOGUEIRA et al., 2010), evidéncias que tornam a contribui¢do dos produtos naturais
no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos inquestionavel e eleva a importancia da
busca por drogas de origem fitoterapica que possam vir a ser mais efetivas.

O Brasil apresenta seis grandes Dominios Fitogeograficos (VELOSO et al., 1991): a
Amazodnia, ocupando 49,29% do territorio; o Cerrado, 23,92%; a Mata Atlantica, 13,04%; a
Caatinga, 9,92%; o Pampa, 2,07%; e o Pantanal, 1,76% (IBGE, 2010), onde destes, apenas a
Caatinga ¢ exclusivamente brasileira.

Diversas plantas da Caatinga sdo comumente utilizadas pela populacdo por suas

propriedades terapéuticas, uma vez que muitas comunidades rurais do Nordeste estdo inseridas
15



em areas dessa vegetacdo. Por serem produtos naturais e de facil obtencdo, evidencia-se a

importancia de ampliag¢@o dos seus estudos.

O Ministério da Saude (MS) aprovou em 22 de junho de 2006 a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos por meio do decreto 5.813, justificada pelo uso empirico de
fitoterapicos pela populagdo, além do fato de o Brasil ser o pais detentor da maior
biodiversidade do planeta (BRASIL, 2006). O projeto objetivou promover o uso sustentavel
dos componentes da biodiversidade brasileira, bem como melhorar a aten¢do a satde dos
usudrios do Sistema Unico de Saude (SUS), conduzindo a gera¢io de riquezas com inclusdo
social e melhoria na qualidade de vida, sem deixar de valorizar e preservar o conhecimento das
comunidades e povos tradicionais (BRASIL, 2009).

A Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ, popularmente conhecida como
“Jucd” ou “Pau-ferro” ¢ uma planta brasileira utilizada empiricamente no tratamento de diversas
afecgdes de saude, como ja evidenciado por Monteiro et al. (2011).

Em um estudo desenvolvido por Tomaz et al. (2013), o extrato do fruto da Caesalpinia
ferrea mostrou atividade antimicrobiana contra as bactérias oriundas de amostras de leite de
vacas com mastite (S.aureus, Bacillus sp., Streptococcus sp. e Corynebacterium sp),
evidenciando esta planta como uma alternativa terapéutica potencial para o controle da mastite
bovina. Wyrepkowski (2016), avaliaram a atividade anti-leishmania do extrato de L. ferrea, e
seu efeito topico para o tratamento da forma cutanea da doenga. Portanto, faz-se necessario a
ampliacdo dos estudos sobre os efeitos medicinais desta planta.

A utilizacdo de fitoterapicos em afecgdes tipicas de animais foi relatada por Teixeira et
al. (2015) ao quantificar o uso de plantas medicinais por regido geografica do Brasil, onde foram
citadas 96 plantas, sendo a maioria utilizada para o tratamento de parasitoses e doengas
infecciosas. A etnoveterinaria se mostra como uma alternativa para solucionar grande parte dos
problemas de saude animal enfrentados pelos criadores, mas a caréncia de estudos resulta em
prejuizos na area da farmacologia veterindria para o tratamento de enfermidades animais.

Dentre as doengas que mais acometem os pequenos animais, pode-se citar as doengas
infecciosas, fato que merece atencdo especial quanto ao diagnostico correto e praticas de
prevengdo, uma vez que estas sao responsaveis por causarem grande numero de Obitos. Seus
agentes causadores sdo, na maioria dos casos, virus ou bactérias, que atuam como agentes
primarios da infec¢do ou como doengas concomitantes. Nesse contexto, segundo Thrke (1996),
as doencas bacterianas da pele sdo vistas com uma certa frequéncia em cdes, enquanto Cury

(2013) afirma que as dermatopatias sd3o menos comuns em gatos, onde seu diagnostico pode

10



ser um desafio para o clinico devido limitado nimero de padrdes de resposta cutanea desses
animais.

A falta de cuidado com as doengas infecciosas em pequenos animais associado ao mau
uso de antimicrobianos representam um perigo para saide humana, uma vez que € possivel a
transmissdo de bactérias de animais de companhia para humanos, incluindo as que tém
resisténcia a antimicrobianos (TTIWARI et al., 2013; VINCZE et al., 2014; LACERDA, 2018).
Mesmo os microrganismos naturais aos animais podem liberar toxinas e enzimas responsaveis
pela resisténcia destes microrganismos a antimicrobianos (SALYERS; GUPTA; WANG, 2004;
LACERDA, 2018).

Portanto, a pesquisa por novos principios ativos no combate a cepas potencialmente

patogénicas a animais e humanos faz-se necessaria.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais no Brasil

O uso de plantas para fins medicinais é uma arte que remete as origens da Humanidade
(BANDEIRA, 2014; HOLANDA, 2019), uma vez que o homem selecionava uma gama de
plantas para a sua alimentagdo. O resultado desse processo ¢ que muitos povos passaram a
dominar o conhecimento do uso de plantas, minerais e produtos de origem animal de modo
empirico. A transmissdo desse conhecimento através de geragdes, o qual é mais evidenciado
em pessoas idosas, raizeiros, populacdes mais isoladas e donas de casa, vem colaborando para
que o cultivo e uso das plantas medicinais se perpetuem, aumentando seu uso até mesmo em
meios urbanos (HOLANDA, 2019).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) divulgou que
aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de satde (VEIGA JUNIOR et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2009; BANDEIRA, 2014), sendo seu uso justificado devido fatores
socioecondmicos, pois 0s custos sdo menores, € a sua grande disponibilidade para populagao
de baixa renda.

Dentre as politicas e acordos internacionais, em 1978, a OMS, na Conferéncia
Internacional sobre Atencdo Primaria em Sautde, realizada em Alma-Ata, publicou um
documento orientando aos paises membros a proteger € promover a saide dos povos do mundo,

dentre outras coisas, pela formulagdo de politicas e regulamentagdes nacionais referentes ao
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uso de remédios populares de eficacia comprovada (OMS, 1979; CARVALHO, 2011;
BANDEIRA, 2014).

O Brasil possui, devido ao seu nivel continental, uma ampla biodiversidade, seja ela
animal ou vegetal. Podendo-se destacar também o conhecimento popular muito rico e
enraizado, consequente da mistura de culturas indigenas, europeias e a africanas
(FERNANDES, 2019). O pais também possui grande potencial para o desenvolvimento de
produtos fitoterapicos por ser detentor da maior diversidade vegetal do mundo, ampla
sociodiversidade, tendo o uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradicional,
contendo ainda tecnologia para validar cientificamente este conhecimento (BRASIL, 2006).

Um estudo realizado por Martins et al., (2000) mostra que das mais de 200.000 espécies
vegetais que possam existir no Brasil, pelo menos a metade pode ter algumas propriedades
terapéuticas uteis a populacao. No entanto, 1% dessas espécies foi motivo de estudos adequados
(BANDEIRA, 2014). Souza et al. (2017) identificaram as plantas medicinais mais utilizadas
pelas comunidades do municipio de Curitiba-PR, as plantas mais citadas foram arnica, erva
cidreira, horteld, caléndula, capim limao, carqueja, cavalinha, espinheira santa e guaco, que
geralmente eram utilizadas para afec¢des nos sistemas digestorio, nervoso, respiratorio e
circulatorio, nas apresentacdes de infusdo, decoc¢do, chimarrdo, maceragdo, xaropes,
compressas € pomadas.

No Brasil, a utilizagdo de plantas para fitoterapia ¢ incentivada pelo Ministério da
Satude, onde o interesse popular e institucional vem crescendo no sentido de fortalecer a
Fitoterapia no Sistema tnico de Saude (SUS). A partir da década de 80, diversos documentos
foram elaborados enfatizando a introdugdo de plantas medicinais e fitoterapicos na ateng¢ao
basica no sistema publico, podendo-se destacar: a resolugdao Ciplan N° 8/88, que regulamenta a
implantacao da Fitoterapia nos servigos de satde e cria procedimentos e rotinas relativas a sua
pratica; o Relatério da 10* Conferéncia Nacional de Saude, realizada em 1996, que incorpora
no SUS as praticas de saude como a Fitoterapia, acupuntura e homeopatia, contemplando as
terapias alternativas e praticas populares; o Decreto presidencial de 17/02/05 que cria o Grupo
de Trabalho para elaboracdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2006); e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) do
SUS, estabelecida por Decreto Presidencial e que ja se encontra na sua segunda edigdo
(BRASIL, 2016), teve como objetivo oferecer a populagao servicos e produtos relacionados a

fitoterapia, acupuntura, homeopatia e termalismo social.
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Pode-se destacar ainda o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) (BRASIL, 2009), estabelecido pelo MS, e que tem como diretrizes a promog¢ao da
segurancga, da eficacia e da qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterapicos, visando a
atualizagdo permanente da Relagdo Nacional de Fitoterapicos (RENAFITO) e da Relagao
Nacional de Plantas Medicinais (RENAPLAN) (BRASIL, 2016), a partir do diagndstico
situacional das plantas e fitoterapicos usados em programas estaduais e municipais de satide e
da elaboragdo de critérios para inclusdo e exclusdo de plantas e fitoterapicos baseados nos
conceitos de seguranga e eficécia.

Entretanto, foi apenas em 2009 que o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Satde divulgou a Relacao de Plantas Medicinais de Interesse
para o Sistema Unico de Satide (RENISUS). Esta relagdo apresenta 71 plantas medicinais que
apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS), ¢ foi
fruto de discussdes entre pesquisadores, 6rgdos reguladores e representantes de servigos de
fitoterapia (CARVALHO, 2011). A finalidade da RENISUS ¢ subsidiar o desenvolvimento de
toda cadeia produtiva, inclusive nas agdes relacionadas a regulamentacdo, cultivo/manejo,
producao, comercializagdo e dispensacdo de plantas medicinais e fitoterapicos, também
desenvolvidas pelos outros ministérios participantes do PNPMF. Tendo também a fungdo de
orientar pesquisas que possam subsidiar a elaboragdo da RENAFITO, o desenvolvimento e a
inovac¢do na area de plantas medicinais (BRASIL, 2009; NASCIMENTO JUNIOR, 2010).

Pesquisas nesta linha t€ém fornecido importante contribuicdo para o conhecimento da
flora medicinal brasileira, desde a Regido Norte até a Regido Sul do pais, como as realizadas
por HOLANDA (2019), LEONEZ et al. (2017), MARINHO et al. (2011), MONTEIRO et al.
(2011) e ZUCCHI et al. (2013). Analisando-se em conjunto, estudos elaborados nas cinco
regides do pais percebe-se que a importancia das espécies varia, conforme as principais doencas
que afligem a populagdo local NEGRELLE; FORNAZZARI, 2007).

Muitos desses marcos legais contemplam diretrizes que destacam a importancia da
valorizacdo do conhecimento tradicional e o respeito as praticas culturais de cura e manutengao
da satide. Assim, diante desse quadro, verifica-se que as pesquisas sobre essas plantas devem
receber apoio total do poder publico. Pois, além do fator economico, ha que se destacar a
importancia para a seguranca nacional e para a preservacao dos ecossistemas, nos quais existem

tais espécies.
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2.2 Caatinga e Semiarido nordestino

Hé muitos registros sobre a realidade da Caatinga e do Semidarido brasileiro tendo como
referéncias um espago-problema: uma terra de secas e uma regido de fome e de miséria, que
explicam o atraso econdmico e as disparidades regionais. Entretanto, a capacidade de
convivéncia do homem do campo junto a Caatinga e ao Semidrido nordestino tem servido de
subsidio para inumeras pesquisas, que tem ajudado no desenvolvimento de tal regido, uma vez
que novos pilares puderam se inserir do ponto de vista socioecondomico do Semidrido tais como,
as universidades, agéncias governamentais € uma gama de organizagdes ndo governamentais,
gerando uma maior dindmica desenvolvimentista (CARVALHO, 2011; FERNANDES, 2019).

As populagdes distribuidas dentro deste bioma, em sua maioria, dependem diretamente
dos recursos vegetais disponiveis para o sustento (ROQUE, 2010). Portanto, devido estas
condi¢des, praticas de automedica¢do, mesmo nao sendo recomendadas, e do uso de plantas
medicinais ¢ comumente realizado na regido (MORALIS et al., 2006).

Para Pilla et al. (2006) e Bandeira (2014), a medida que essa relacdo com a terra se
moderniza € o contato com centros urbanos se intensifica, a cadeia de transmissao cultural do
conhecimento sobre plantas medicinais pode perder-se ou sofrer alteragdes, fazendo-se
necessario o resgate deste conhecimento e técnicas terapéuticas, para registro do modo de
aprendizado dos costumes curandeiros.

O ecossistema Caatinga cobre quase 1 milhdo de km? Nordeste brasileiro, enquanto o
Semiarido corresponde a 1,03 milhdo de km? (Figura 1) (SUDENE, 2017). Nessa regido, o
clima ¢ semiarido, quente, com temperatura média de 27 °C e pluviosidade variante entre 250
e 800 milimetros (mm) anuais, podendo-se distinguir duas estagcdes: uma chuvosa, com 3 a 5
meses, € uma seca, com 7 a 9 meses, e elevada radiacao ultravioleta (MAIA, 2004). A vegetacao
¢ xero6fila (cactaceas), lenhosa e herbacea, possuindo também bromelidceas (DRUMOND et al.,

2000).
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Figura 1. Delimitacdo da area de abrangéncia do Semidrido brasileiro: do
Ceara a Minas Gerais.

LEGENDA .
Liméte municipal [ Area de atuacio da Sudene noverrtro ¢
[ Limite estadual ] Limite do Semiarido (1262 municipios) *

Fonte: SUDENE (2017).

A Caatinga ¢ um bioma exclusivamente brasileiro, sendo esta uma das maiores e mais
distintas. Contudo, ¢ o menos conhecido botanicamente, e uma das vegetagdes mais ameagadas
do planeta (DANTAS et al., 2010; BANDEIRA, 2014).

Segundo Drumond et al. (2000) e Silva (2014), pau-ferro (Libidibia ferrea Mart. ex Tul.
LP. Queiroz), sabia (Mimosa caesalpiniifoli Benth.), angico (Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan), aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr.Allemao), juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.),
catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.) e marmeleiro (Croton sonderianus Muell. Arg.),
entre outras, se destacam como medicinais na caatinga, ¢ sao usadas pela populagdo por possuir
propriedades  diuréticas, antiasmaticas, antidiarréicas, adstringentes, antissépticas,
antiulcerogénicas e antifebris.

Holanda (2019) relata que plantas como Amburana (Amburana cearenses), Mandacaru

(Cereus jamacaru), Pata-de-vaca (Bauhinia cheilantha) ¢ Mulungu (Erythrina velutina)
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também sdo utilizadas como terapéuticas, ¢ sdo administradas de qualquer forma ou por
qualquer via (ALBUQUERQUE et al., 2007; LEITE; CORADIN, 2011; MELO-BATISTA;
OLIVEIRA, 2014).

O uso empirista dessas plantas pode levar a efeitos colaterais preocupantes devido
potencial toxicoldgico, teratogénico, embriotdxico e abortivo, uma vez que sdo substancias
xenobidticas e muitas com compostos bioativos desconhecidos (BRASIL, 2005; ALVES et al.,
2007). Outro fator importante é que o extrativismo indiscriminado pode levar a uma coleta
excessiva de partes das plantas, ameagando biomas como o da Caatinga, que ainda hoje sao
pouco conhecidos (INARA et al., 2003). Portanto, o manejo apropriado e o cultivo de espécies
medicinais sdo alternativos para conservagao e obtengdo de matérias primas de interesse
farmacéutico. Biotecnologias, como a simbiose micorrizica relatada por Silva (2014), devem
ser mais exploradas pela comunidade cientifica a fim de estabelecer o cultivo de plantas
utilizadas pela populagdo como medicinais.

Portanto, ¢ ao realizar pesquisas de levantamento dos recursos vegetais disponiveis na
regido e em determinadas comunidades, que poderdo ser tracados planos de recuperacdo e de
conservagao da area em questdo, assim como obter-se uma maior otimizagao dos usos originais
utilizados pelos moradores, que podem vir a complementar sua renda a0 mesmo tempo em que
se ampliam as perspectivas de fixagdo e desenvolvimento de geragdes futuras para usufruto

destes recursos (ROQUE, 2010).

2.3 O uso de produtos etnoveterinarios pelas comunidades tradicionais

A utilizagdo de fitoterapicos no Brasil se faz presente em todas as regides do pais, o que
pdde ser evidenciado em um estudo desenvolvido por Teixeira et al. (2015) para quantificagao
do uso de plantas medicinais por regido geografica do Brasil somente em afecgdes tipicas de
animais onde, das 96 plantas citadas, 27 sdo utilizadas na regido Norte, 23 no Sul, 20 no Sudeste,
16 no Nordeste ¢ 10 no Centro-oeste, a maioria utilizada para o tratamento de parasitoses e
doencas infecciosas. O maior uso destas na regido Norte, pode ser justificado por ser a regido
com maior concentracdo de populacdes tradicionais e isoladas, como as indigenas, que
basicamente fazem uso apenas de fitoterapicos.

Os curriculos académicos de faculdades e universidades tém negligenciado o
conhecimento medicinal popular, bem como os profissionais em satde animal tém relutado em
se instalar em areas rurais e em atender em locais que pastores e pequenos agricultores vivem.

Aqueles que o fazem, munidos de poucos recursos para o fornecimento de servigos adequados,
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tém utilizado os conhecimentos e praticas populares para prevenir e tratar doencas de rebanhos
e de animais domésticos (MONTEIRO, 2011), o que proporcionou um aumento do uso
empirico dos recursos disponiveis, conhecidos como produtos etnoveterinarios (MATHIAS,
2007).

O termo etnoveterinaria, utilizado pela primeira vez em 1980 por McCorkle, ¢ uma area
da ciéncia que aborda o conhecimento, as praticas, crengas e métodos populares relacionados a
promogdo da satde animal, portanto, um dos seus métodos consiste na fitoterapia, ou seja, a
utilizagdo de plantas medicinais no tratamento de enfermidades animal (BARBOZA et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2015).

Poucos estudos etnoveterinarios atendem aos padrdes estabelecidos pela medicina, que
se baseia em estudos randomizados, controlados e duplo-cegos, demonstrando que ainda ha
muito a ser feito para preencher essa lacuna. Mas a escassez de estudos de validacao clinica nao
¢ motivo para desacreditar as praticas tradicionais. A medicina veterinaria moderna deve ter um
olhar mais atento aos sistemas etnoveterinarios, com o objetivo de combinar o melhor do
moderno e do tradicional, promovendo a medicina veterinaria sustentavel, proposta por Lin et
al. (2003).

Em um estudo sobre medicina etnoveterindria desenvolvido por Monteiro et al. (2011)
em uma comunidade no arquipélago do Marajo, no Para, a populagdo alvo afirmou que, em sua
maioria, usavam plantas medicinais para tratar suas proprias doencgas e as de seus animais e, de
acordo com os autores, o conhecimento do uso de plantas medicinais na area estudada foi
transmitido de uma geracao para outra através da comunicacao oral. Ainda no mesmo estudo,
a partir do questiondrio, pode-se perceber que, ao questionar a populagdo sobre a eficacia de
plantas medicinais ¢ a de drogas sintéticas, mais da metade dos informantes tinham mais
confianga nas plantas.

Amorim et al., (2018), ao pesquisar sobre a utilizagdo de plantas medicinais na
promogdo da satde animal na Microrregido do Alto Médio do Gurguéia, no Piaui, relataram
um notavel conhecimento em relagdo as propriedades terapéuticas das espécies Babosa (A4loe
vera L.), Pau-tudo (Drimys brasiliensis) e Catinga de Porco (Poincianella pyramidalis (Tul.))
que, ndo por coincidéncia, sdo plantas que se destacam em diversas pesquisas etnobotanicas e
podem ser promissoras em estudos de bioprospecgao.

Especialmente na regido Nordeste, a etnoveterindria se mostra como uma alternativa
que contribui para solucionar grande parte dos problemas de satide animal enfrentados pelos

criadores, partindo do principio de que seu uso praticamente ndo possui custos e apresenta uma
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grande eficacia (MONTEIRO, 2010). Além disso, a fitoterapia vem sendo apontada como uma
das alternativas aos altos pregos cobrados pelos medicamentos de uso veterinario, aos efeitos
secundarios e toxicidade de drogas modernas sintéticas, evolu¢do de microorganismos de
resisténcia a multiplas drogas, bem como a incapacidade da medicina moderna para encontrar

curas eficazes para uma série de doengas (RAHMATULLAH et al., 2010).

2.4 Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ

A Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. QUEIROZ var. ferrea, basionimo de Caesalpinia
ferrea (Mart. ex. Tul.) é popularmente conhecida como “Juca” ou “Pau-ferro”. E uma espécie
da familia Fabaceae ou Leguminosae, que inclui cerca de 650 géneros e aproximadamente 18
mil espécies (SOUZA; LORENZI, 2012), representando uma das maiores familias de
Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista econdmico (NETO, 2018).

Esta familia tem distribuicdo cosmopolita, estando presente principalmente em regides
tropicais e subtropicais (APGIIL, 2009). Tem como caracteristicas a presenca de frutos em
forma de vagem e engloba desde espécies arboreas até espécies herbaceas (EMBRAPA, 2017).
Nela também ha ampla ocorréncia de substancias da classe dos flavonoides e isoflavondides, o
que pode estar associada com atividades antimicrobianas (WYREPKOWSKI, 2016).

Arvore nativa do Brasil, o juca tem distribuigio registrada em todo o territério nacional
(LORENZI, 2002), sendo amplamente encontrada nas regidoes Norte e Nordeste (NETO, 2018).
E uma arvore com 5 a 7 metros (m) de altura; o tronco é liso e cinza-branco com manchas, de
uma madeira muito resistente, que mede de 10 a 30 centimetros (cm) de diametro; suas folhas
sdo verdes escuro por cima e verde claro por baixo, bipinadas, com inflorescéncia paniculada,
de coloragao amarelada; os frutos desta planta sdo em forma de vagem, com 6 a 8§ cm de
comprimento ¢ aproximadamente 1,5 cm de largura, coridcea e com polpa seca (Figura 2)
(LORENZI, 2002; SOUZA; LORENZI, 2012; SILVA, 2014). Os insetos, beija-flores e
morcegos auxiliam na polinizagdo, assim como a dispersao por meio da agua e do vento
(GONZALEZ, 2004; CRISCI et al., 2013).

A Libidibia ferrea tem suas cascas, raizes, folhas e as sementes utilizadas como
medicinais em forma de chds, decocto e extratos aquosos (MACHADO et al, 2006;
CAVALHEIRO et al., 2009; FREITAS et al., 2015; VASQUEZ et al., 2014; REIS; PEREIRA;
CANSANCAO, 2017; MOREIRA; OLIVEIRA, 2017; GOMES et al., 2017; HOLANDA,

2019).
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Figura 2. Libidibia ferrea (1- Casca, 2- Arvore, 3- Parte aérea, 4- folhas, 5- vagem,
6A- vagens, 6B- sementes).

Fonte: PAULO AIRES, 2014.

Segundo Holanda (2019) a folha ¢ o 6rgdo vegetal metabolicamente mais ativo, visto
que, apresenta maior diversidade de substancias fitoquimicas. Para tanto, até o presente
momento, foram identificadas nas folhas de Juca substancias como flavonoides, saponinas,
taninos, alcaloides, cumarinas, antraderivados, triterpenos, lactonas-sesquiterpenicas e
derivados das quinonas (GONZALEZ, 2004; ALMEIDA et al., 2005; SOUZA et al., 2006;
CAVALHEIRO et al., 2009; HOLANDA, 2019), que sdo sintetizados por plantas em resposta
a infecgdes microbianas, sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana
plasmatica das bactérias invasoras (DIXON, 1983).

Estudos etnofarmacologicos realizados, demostram que seus extratos possuem
propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas, anticoagulantes, antipiréticas, larvicida contra
Aedes aegypti e atividade antileishmania, além ser relatado seu uso para o tratamento de

diabetes, afeccdes bronco-pulmonares, distirbios gastrintestinais, diarreias e infecgdes

25



(FRASSON; BITTNCOURT; HEINZMANN, 2003; CAVALHEIRO et al., 2009; SAMPAIO
et al., 2009; LIMA et al., 2012; WYREPKOWSKI, 2016).

Segundo Cavalheiro et al. (2009), o extrato bruto das sementes de L. ferrea nao
apresentou toxicidade aguda em camundongos mesmo quando administrada a dose maxima,
além de ndo apresentar alteragdes de comportamento, perda de peso ou diarreia. Enquanto
Freitas et al. (2012), utilizou ratos para avaliar a dose oral toxica, o qual ndo apresentou
toxicidade.

A indicagdo terapéutica empirica do pau-ferro foi investigada cientificamente, sendo
comprovada sua atividade anti-ulcerogénica, anti-inflamatéria, analgésica, hipoglicemiante,
anticancerigena, anti-histaminica, antimicrobiana, anticoagulante, e cicatrizante (BACCHI et
al., 1995; CARVALHO et al., 1996; COELHO, 2004; GONZALEZ, 2004; SAMPAIO et al.,
2009; CAVALHEIRO et al., 2009; OLIVEIRA et al.,2010; TOMAZ et al., 2013; HOLANDA,
2019), e por isso, em fevereiro de 2009, foi incluida pelo Ministério da Saude na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema Unico de Satde (RENISUS)
(BRASIL, 2009).

As atividades biologicas evidenciadas nos compostos de L. ferrea e sua ampla
ocorréncia na regido, favorecem a continuidade dos estudos com esta espécie de leguminosa,
visando aprofundar os estudos farmacoldgicos para sua utilizagcdo como fitoterapico auxiliar no
tratamento de infec¢des, que acometem comumente uma grande parcela da populacdo humana

e animal.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

- Verificar a acdo antimicrobiana do decocto a base das folhas de Libidibia ferrea (Jucd)

em cepas padrdes e clinicas que sdo potencialmente patogénicas para pequenos animais.

3.2 Objetivos Especificos:

- Quantificar as bactérias mesoéfilas quando utilizado decocto a base das folhas de L.

ferrea in vitro,
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- Comparar atividade antimicrobiana do decocto das folhas de jucad com antimicrobianos

convencionais, como a gentamicina;

- Verificar a viabilidade dos decoctos jucé in natura e pasteurizado, quanto suas acoes

antimicrobianas, ao longo das semanas de uso.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O experimento foi realizado na Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA,
localizada na cidade de Mossoro, Rio Grande do Norte, no periodo de novembro a dezembro
de 2019. Ocorrendo a produ¢do do decocto de Libidibia ferrea e processamento de

microdilui¢do das amostras das cepas no laboratorio de microbiologia veterinaria (LAMIV).

4.2 Material Botanico

As amostras de folhas da L. ferrea provem de um espécime da UFERSA onde o
experimento foi desenvolvido, e foram coletadas manualmente as 07 horas da manha,
acondicionadas em sacos de cor preta e levadas ao LAMIV para posterior confec¢do dos
decoctos.

Uma exsicata da espécie foi levada ao Herbario Dardano de Andrade Lima -
MOSS/UFERSA e encontra-se depositada neste sob n°: 14997.

4.3. Amostras de cepas bacterianas

Foram utilizadas quatro cepas bacterianas, sendo destas, duas amostras padrdo
(Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus) e duas clinicas (Escherichia coli LM 001
e Proteus mirabilis LM 002).

As cepas clinicas foram coletadas no ano de 2019 de pacientes, independente do sistema
de afec¢do, atendidos no Hospital Veterinario da UFERSA e estavam armazenadas no banco
de microrganismos do LAMIV, as quais foram identificadas conforme os métodos de

identificacdo bacteriana empregados rotineiramente. J4 as amostras padrao utilizadas foram
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cepas de referéncia American Type Culture Collection (ATCC), Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
Todas as amostras foram reativadas em caldo de infusao cérebro e coracao (BHI — Brain

Heart Infusion) e encubadas por 24 horas de crescimento em temperatura controlada a 37°C.

4.4 Preparacao dos decoctos in natura e pasteurizado

As folhas passaram pelo processo de selecdo e limpeza manual com papel toalha. Em
seguida, as folhas foram trituradas em liquidificador industrial e, posteriormente, foram pesadas
em balanca semi-analitica série UX-620H, capacidade 620 gramas (g) e precisao 0,001g.
Posteriormente, foram pesados 200g de folhas de juca, que foram separadas em dois Becker’s,
totalizando 100g em cada, e logo adicionado 500 ml de 4gua destilada em cada um.

Uma das preparagdes foi submetida ao processo de decocgdo, que consiste na sua
fervura por 15 minutos, para a produc¢ao de 500 ml de decocto (Figura 3). A segunda preparacao
foi submetida ao processo de fervura em banho-maria e, assim como na pasteurizacdo lenta,
permaneceu na temperatura de 63°C durante trinta minutos e posteriormente foi resfriado a 8°C

por 10 minutos (Figura 4) (SCHUSTER et al., 2006).

Figura 3. Processo de preparagdo do decocto de juca in natura.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4. Processo de preparagdo do decocto de juca pasteurizado.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ao término da preparacao dos decoctos, cada solucao foi coada em filtro de papel e funil
estéreis e armazenada individualmente em garrafas estéreis (Figura 5) e mantidos sobre

refrigeragdo, para posteriores utilizagdes nas analises.

Figura 5. Armazenamento em Becker’s individuais dos
decoctos pasteurizado e in natura, respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.5. Determinacao da atividade antimicrobiana dos decoctos das folhas de Libidibia ferrea

em meio solido

A metodologia do teste da atividade antimicrobiana dos decoctos, foi determinada,
inicialmente, segundo a metodologia proposta por Bauer, adaptado de acordo com Carvalho et
al. (2011), por difusao em meio sélido.

Foi esterilizada semanalmente uma placa de petri para cada microrganismo, nas quais
foram depositados 30ml de Agar Soyabean Casein Digest em cada, e posteriormente furados
seis pocos de 2 mm. O agar retirado dos pogos foi descartado e os fundos foram cobertos com
uma camada fina do mesmo Agar com a ajuda de uma pipeta.

Em seguida, um suabe de algodao estéril foi introduzido na suspensao com o in6culo, o
qual foi girado cinco vezes seguidas em sentido horario, apertando-o firmemente contra a
parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, de forma a retirar qualquer excesso de indculo
no suabe. Na placa de Agar Soyabean foi distribuido o micro-organismo, passando-se o suabe
em toda a superficie estéril do Agar de forma a assegurar a distribuigdo uniforme do indculo

(Figura 6). Essa semeadura foi realizada para cada um dos microrganismos.

Figura 6. Inoculacdo de microrganismo na placa de Petri para teste de sensibilidade
aos decoctos.

Fonte: Arquivo pessoal.

30



Posteriormente, foi depositado em cada placa 50 uL do decocto in natura e 50 uL do
decocto pasteurizado na concentragdao de 10 mg/mL, sendo reservados trés pocos pra cada
solucdo, correspondendo um teste em triplicata. A Gentamicina 20 mg/mL foi usada como
controle positivo e a dgua destilada estéril como controle negativo. Todas as placas semeadas
foram acondicionadas em estufa bacteriologica a temperatura de 37°C durante 24h. Apds o

periodo de incubagao, foram medidos os halos de inibi¢ao produzidos em volta do poco.

Foi determinada a Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) em meio solido de acordo
com Ostrosky et al. (2008), que estabeleceu métodos de avaliagdo da atividade antimicrobiana
e da determinacdo da CIM de plantas medicinais, comparando a dimensdo do halo de inibi¢ao

do tratamento com o halo obtido com o controle positivo (Quadro 1).

Quadro 1. Modelo de classificacao de halos de inibigao proposto por OSTROSKY et al. (2008)
e adaptado pela autora.

) Halo maior que o controle positivo ou
Sensivel
menor que este em até 3 mm

. Halo maior que 2 mm e menor que o
Moderadamente Sensivel N '
controle positivo em mais de 3 mm

Resistente Halo igual ou menor que 2 mm

4.6. Teste de microdiluicao

O experimento foi realizado utilizando-se duas placas de ELISA com 96 pogos cada
uma (ALAMAR®, Diadema, Sao Paulo, Brasil), dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas
(A a H). Cada micro-organismo foi testado em triplicata e analisado também em relagdo ao
controle positivo com Gentamicina, também feito em triplicata.

Cada cepa foi analisada em 10 pocos, sendo cinco pogos seguindo concentragdes de 10,
5,2,5,1,2¢0,6 mg/mL, em triplicata para cada bactéria. Foram ainda reservados um pogo com

controle positivo e outro com controle negativo para cada bactéria.
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Dos pogos um ao cinco, foi inserido 100 pl de caldo infusdo cérebro e coragao (BHI)
em cada e posteriormente colocou-se 100ul do decocto in natura de juca, o que se seguiu a
dilui¢do seriada desses pogos passando para as concentragdes 10, 5, 2,5, 1,2 e 0,6 mg/mL. No
quinto pog¢o equivalente ao decocto in natura, 100 pl foram descartados a fim de que os pogos
permanecessem com quantidades iguais. Posteriormente foi realizada a inoculagdo de Sul de
suspensao dos micro-organismos em todos os 92 pogos.

Apbs o periodo de incubagdo de 24h a 37°C, o crescimento do microrganismo foi
determinado pela leitura visual direta ou turbidimétrica pelo uso de espectrofotometro em

comprimento de onda apropriado (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991).

Ap6s o processo de microdiluicao, as placas passaram pelo leitor de absorbancia (URIT
660 — MICROPLATE READER) onde foi feita a leitura dos pogos (Figura 7). Essa leitura foi
realizada antes da inocula¢do dos microrganismos, € apds a inoculagdo na hora zero e na hora

24 nos dias 0, 7, 14 e 21, onde foram utilizados os mesmos decoctos em todos os dias testados.

Figura 7. Leitor de absorbancia usado para leitura das microplacas apos
o periodo de encubacio.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.7 Estatistica

Os resultados das analises microbioldgicas foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, com o

auxilio do software estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da agao antimicrobiana do decocto in natura das folhas de Juca no método
de difusdo em agar, podem ser evidenciados na Figura 9 e 10. Ao obter-se uma média dos halos
em triplicata de cada bactéria, levou-se em consideragdo o modelo de classificagdao de halos de
inibi¢do proposto por Ostrosky et al. (2008), observa-se que Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis apresentaram halos de inibi¢cdo entre 5
e 13,33 milimetros. O controle positivo feito com gentamicina 20 mg/mL, evidenciou halos de

inibicao para estas bactérias de respectivamente 14, 18, 15 ¢ 19 mm.

Figura 8. Média dos diametros dos halos de inibi¢do (mm) do decocto in natura
das folhas de Libidibia ferrea (UFERSA — Mossord, 2019).

20 19

16 15
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10,33 ¥

Tamanho dos halos em milimetros (mm)

B E. coli P. aeruginosa S. aureus B P. mirabilis

Controle positivo da bactéria representada a esquerda
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Figura 9. Halos de inibi¢do do decocto in natura das folhas de Libidibia ferrea (Jucd)
frente as bactérias testadas, representados na porcao inferior de cada placa. Os halos
formados podem ser evidenciados como uma regido sem crescimento bacteriano em volta
do pocgo, evidenciados no circulo amarelo, onde: A- Pseudomonas aeruginosa; B-
Staphylococcus aureus; C- Proteus mirabilis; D- Escherichia coli. Os pogos do decocto
pasteurizado estdo evidenciados pelas setas brancas, na por¢ao superior de cada placa,
onde percebe-se a ndo formacgao dos halos.

Portanto, segundo a classificagdo proposta, todas as bactérias demonstraram-se
moderadamente sensiveis ao decocto in natura de folhas da L. férrea. Tais resultados
corroboram com estudo desenvolvido por Tomaz (2010) que constatou pelo método de difusao
em pocos a acdo antimicrobiana do extrato alcoolico dos frutos de L. ferrea frente a cepas
padrao e de campo de E. coli, S. aureus, Streptococcus sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp,
Bacillus sp e Corynebacterium sp, tendo como controle positivo a estreptomicina e a
gentamicina.

A acdo antimicrobiana do decocto de Juca pode ser justificada pela presenca de
substancias como saponinas, flavonoides, cumarinas, antraderivados, taninos, quinonas,
triterpenos, alcaldides, lactonassesquiterpénicas e de alguns polifendis (GONZALEZ et al.,
2004; ALMEIDA et al., 2005; SOUZA et al., 2006; CAVALHEIRO et al., 2009) cujas fungdes
sdo proteger as plantas contra herbivoros e patdgenos (como virus, bactérias, fungos e
nematoides). Estudos t€ém demonstrado a presenga de um composto derivado de chalconas na
L. ferrea, que foi denominado de pauferrol-A (NOZAKI et al., 2007).

Segundo Farias (2013), ao avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato bruto
etanodlico da L. ferrea, cepas como Staphylococcus sp. € Streptococcus sp, apresentaram halos

de inibicdo de 8 a 24 mm que, quando comparados a ciprofloxacina, que apresentou halo entre
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0 e 35 mm, demonstrando a viabilidade dos uso do extrato etandlico de Juca como
antimicrobiano natural, o também corrobora com este estudo visto que os halos das bactérias
estdo dentro do evidenciado pela autora referenciada.

Os resultados para E. coli e P. aeruginosa encontrados nesse estudo corroboram com a
pesquisa desenvolvida por Lima et al. (2016) que relataram o uso de Caesalpinia ferrea pelo
método de difusdo em meio so6lido com pocos nas bactérias S. aureus, E. coli, Klebsiella
pneumoniae ¢ Pseudomonas aeruginosa, o qual apresentou boa atividade antimicrobiana. Tais
resultados diferem de Holanda (2019), ao relatar que as cepas padrdo de E. coli, ndo formaram
halos de inibi¢do satisfatorios em nenhuma das concentragdes do extrato de L. ferrea testadas,
provavelmente devido a estrutura bacteriana da parede celular de bactéria Gram negativas e
Gram positivas (TORTORA, 2017).

As diferengas também podem ser justificadas pelos componentes existentes na estrutura
das plantas, uma vez que Paes et al. (2010), descreveram diferentes concentragcdes de taninos
em raizes, sementes e folhas de uma mesma planta, e Simdes et al. (2007) relatam que variagdes
nas composi¢des dos extratos sdo observadas dependendo do estdgio de desenvolvimento da
planta, sua origem ou ainda da parte da planta utilizada.

Quanto ao teste de disco-difusdo para o decocto pasteurizado, neste nao foi evidenciados
halos para as bactérias testadas e, portanto, este nao foi submetido ao teste de microdiluicao.
Provavelmente esses resultados estdo baseados no tipo de extra¢do, ja que a temperatura
utilizada foi 63°C, o que poderia produzir menor quantidade de principios ativos, € o
estabelecido pela Farmacopeia Brasileira para produgao de decoctos ¢ a fervura a 100 °C.

Nas tabelas que se seguem, pode-se observar a agdo antimicrobiana do decocto in natura
através do método de microdiluicao em caldo, nos tempos de 24 horas, 7, 14 e 21 dias, de acordo
com as concentragdes de 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,6 mg/mL, utilizadas nos pogos da placa para
microdilui¢do de acordo com cada bactéria. O crescimento bacteriano pode ser visualizado a
partir da diferenca entre os valores de absorbancia do momento da semeadura (hora zero) e apds
o periodo de incubacao (24 horas).

Semanalmente, todas as bactérias apresentaram sensibilidade para a concentragio de
10mg/mL, que foi utilizada na técnica de difusdo em meio s6lido, bem como apresentaram-se
responsivas a concentracao de 5 mg/mL. Tais resultados mostram-se satisfatorios, ja que a
técnica de decoccao de L. ferrea é simples, e ambas concentragdes inibiram a multiplicacdo dos
microrganismos testados. Evidenciou-se ainda que a sensibilidade das bactérias ao decocto

decai a cada diminui¢do da concentragdo. Respostas como esta ja foram observadas para o
35



extrato da casca da C. ferrea frente a cepas de S. aureus ¢ E. coli (PEREIRA et al. 2006), bem
como para o extrato alcoolico do fruto da mesma planta frente a bactérias causadoras de mastite
bovina (TOMAZ, 2010).

Em um estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2013), ao testar a atividade
antimicrobiana in vitro dos extratos da casca e do caule da vagem de Libidibia ferrea frente a
microrganismos da cavidade bucal, evidenciou-se que as concentracdes inibitorias minimas dos
extratos variaram entre 9,3 e 37,5 mg/mL, o que demonstra que a concentragdo de 10 mg/mL
esta dentro da faixa testada, corroborando com os resultados encontrados em ambos os estudos.
Pode-se constatar ainda que a concentragdo de 5 mg/mL testada neste experimento, também
demonstrou atividade antimicrobiana, ainda que seja menor do que a concentragdo minima
evidenciada por Oliveira e colaboradores.

Na Tabela 1, ao comparar os valores de absorbancia do momento de inoculagao com os
apos 24 horas de incubag¢ao das bactérias para avalia¢ao do potencial antimicrobiano do decocto
in natura de Libidibia ferrea, no dia zero, Escherichia coli (B1) e Pseudomonas aeruginosa
(B2) ndo apresentaram diferenca estatistica nas concentracdes 10, 5 e 2,5 mg/mL, embora tenha
ocorrido um aumento final nos valores de absorbancia de ambas as bactérias, nas concentragdes
mencionadas.

Tabela 1. Absorbancias médias em fun¢do das concentragdes dos extratos de juca in natura e

do tempo de cultivo das bactérias durante 24 horas utilizado no dia de sua fabricagdo (dia 0).

i . B1 B2 B3 B4
Concentracao/Bactérias
Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
10 1,008a | 1,172a| 1,275? 1,281a | 1,195a | 1,167a | 1,078a | 1,340a
5 0,888a | 0,909a| 1,086° 1,101a | 0,987a | 0,864a | 0,812a | 1,181b
2,5 0,562a | 0,765a| 0,670? 0,845a | 0,674a | 0,846a | 0,492a | 0,802b
1,25 0,379a | 1,064b| 0,357* | 0,814b | 0,305a | 0,894b [ 0,337a | 1,092b
0,6 0,265a | 0,824b| 0,221* | 0,994b | 0,197a | 1,095b | 0,229a | 1,002b

B1: Escherichia coli; B2: Pseudomonas aeruginosa; B3: Staphylococcus aureus; B4: Proteus mirabilis.
*médias seguidas de mesma letra minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Quanto ao Staphylococcus aureus (B3), assim como em Bl e B2, ndo houve diferenca
estatistica nas concentragdes de 10, 5 e 2,5 mg/mL, ainda que tenha ocorrido redugdo de 0,028

nm ao utilizar a maior concentragdo apds o periodo de 24 horas de incubagdo. Este resultado
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corrobora com o evidenciado por Holanda (2019), onde a cepa de S. aureus reduziu em 0,07
nm a carga bacteriana final, sem também diferir estatisticamente do seu valor inicial.

Em um estudo desenvolvido por Ferreira et al. (2016), onde avaliou-se a atividade
antimicrobiana e moduladora do extrato etandlico de L. ferrea , os autores relatam que extrato
ndo teve agdo antibacteriana para E. coli, P. aeruginosa ¢ S. aureus com relevancia clinica,
entretanto foi constatada a atividade sinérgica da sua a¢do com antibidticos comerciais como
clindamicina, amicacina e gentamicina. Estes resultados corroboram com o que foi evidenciado
no presente estudo, onde a atividade antimicrobiana do decocto das folhas de Jucd, nao
reduziram significativamente as cargas destas bactérias apds 24 horas de incubagao, mas ainda
sim evidenciam o seu potencial para o aprofundamento de pesquisas na descoberta de novas
fontes de medicamentos, utilizando-os de forma associada ou néo.

Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005), relataram ao testar a atividade
antimicrobiana do extrato hidro-alcoodlico de Copaifera langsdorffii (copaiba), planta
pertencente a mesma familia da Libidibia ferrea (Familia Caesalpiniaceae), acao
antimicrobiana desta planta contra Proteus mirabilis (B4), o qual pode ser confirmado nesse
estudo, uma vez que, para esta bactéria nao houve diferenca estatistica entre 0 momento zero
do cultivo e as 24 horas apds incubacao na concentragdo de 10 mg/mL do decocto in natura de
L. ferrea, mesmo ocorrendo aumento de 0,262 nm no niimero de bactérias apds 24 horas. Em
todas as outras concentracdes, ocorreu diferenga estatistica por aumento da absorbancia final,
observando a falta de ag¢do bacteriostatica do principio ativo nas concentragdes mais baixas,
como 2,5 mg/mL.

O constante comportamento de elevacdo dos valores finais das absorbancias, devido
multiplicagdo das colonias bacterianas, pode sugerir que o decocto das folhas de Jucéa possui
atividade bacteriostatica em bactérias Gram positivas e Gram negativas, uma vez que ndo ha
diminui¢do dos valores ap6s 24 horas de incubacao, mas sim um ligeiro aumento destes, sem
diferenciagdo estatistica quando comparado aos seus valores no momento de inoculagdo (hora
Zero).

De acordo com a Tabela 2, referente a agdo do decocto sete dias apds a sua fabricacao,
ao comparar os valores de absorbancia nos momentos de semeadura com os valores apds o
periodo de 24 horas, a B1 ndo apresentou diferenca estatistica apenas nas concentragoes de 10
e 5 mg/mL, mesmo havendo elevagdo da absorbancia final da concentracdo de 10 mg/mL

(0,192 nm), e reducao da absorbancia na concentragao de 5 mg/mL (0,190 nm).
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Tabela 2. Absorbancias médias em fun¢do das concentragdes dos extratos de juca in natura e

do tempo de cultivo das bactérias durante 24 horas utilizado sete dias apos sua fabricagdo (dia

7).

Bactérias / Bl B2 B3 B4
Concentracgéo Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
10 1,285a | 1,477a | 1,269a | 1,331a | 1,098a | 0,918a | 1,093a | 1,268a
5 0,909a | 0,719a | 0,993a | 0,537b | 0,873a | 0,981a | 0,878a | 0,873a
2,5 0,545a | 1,147b | 0,500a | 0,927b | 0,447a | 0,872b | 0,526a | 0,936b
1,25 0,303a | 0,847b | 0,281a | 0,752b | 0,243a | 0,769b | 0,296a | 1,029b
0,6 0,245a | 0,795b | 0,216a | 0,913b | 0,140a | 0,791b | 0,210a | 0,787b

B1: Escherichia coli; B2: Pseudomonas aeruginosa; B3: Staphylococcus aureus; B4: Proteus mirabilis.
*médias seguidas de mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao

nivel de 5% de probabilidade.

Para a B2, ndo houve diferenga estatistica na concentragdo de 10 mg/mL mesmo
havendo eleva¢ao de 0,062 nm na sua absorbancia final. Esta bactéria mostrou diferenca
estatistica na concentragdo de 5 mg/mL, devido uma reducdao de 0,456 nm nos valores de
absorbancia 24 horas apds incubagdo. Quanto as concentragdes de 2,5, 1,25 e 0,6 mg/mL de
B2, ocorreram diferencas estatisticas de 0,427, 0,471 e 0,694 respectivamente, devido aumento
da absorbancia final apds as 24 horas.

Os resultados satisfatorios da a¢ao antimicrobiana do decocto no controle de B1 ¢ B2,
diferem dos encontrados por Silva et al. (2006) ao testar o extrato aquoso da Caesalpinea
echinata L (Pau-brasil), planta da mesma familia da L. ferrea (Leguminosae), frente a
espécimes de bactérias e fungos de origem clinica, que também foram utilizados como a E. coli
e P. aeruginosa, onde o extrato mostrou-se totalmente inativo e, segundo o autor,
provavelmente devido aos métodos de extracdo utilizados ou ainda pela idade e horario de corte
da planta.

Para B3, ndo houve diferenga estatistica entre os valores de absorbancia do momento de
semeadura para os valores apos 24 horas nas concentra¢des de 10 e 5 mg/mL, com reducgdo de
0,180 nm da absorbancia ap6s 24 horas na concentragcdo de 10 mg/mL, e aumento de 0,108 nm
na concentragdo bacteriana de Smg/mL. Nas concentra¢des 2,5, 1,25 ¢ 0,6 mg/mL, houve
variagdo estatistica com aumento das absorbancias finais. A a¢do antimicrobiana do decocto

sete dias depois da sua fabricacdo relatada para esta bactéria nas concentracdes de 10 e 5
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mg/mL, difere do relatado por Silva et al. (2006), uma vez que os autores nao evidenciaram
acao bactericida ou bacteriostatica para S. aureus utilizando o extrato aquoso da C. echinata.

Para B4, nao houve diferenca estatistica nas concentracdes de 10 e 5 mg/mL, apesar de
ter ocorrido aumento de 0,175 nm na absorbancia final da concentracdo de 10 mg/mL. Quanto
as concentragdes de 2,5, 1,25 e 0,6 mg/mL ocorreu aumento de absorbancia final de 0,410,
0,733 e 0,577 nm respectivamente, representando-se diferentes estatisticamente. Estes
comportamentos evidenciam a a¢do antimicrobiana do decocto in natura do Jucd como
bacteriostatica sete dias apds a sua fabrica¢do nas concentragdes 10 e 5 mg/mL. Pode-se supor
que os maiores valores de absorbancia final desta bactéria ocorrem pelo fato de que esta cepa ¢
clinica, podendo entdo apresentar maiores indices de resisténcia em comparagdo as cepas
padrdo, uma vez que estdo sujeitas a uma maior pressao de selecdo (WHITE; MCDERMOTT,
2001; TOMAZ, 2010).

De acordo a Tabela 3 do decocto de Jucé in natura, quatorze dias apds a sua fabricacao,
ndo houve diferenca estatistica entre os valores iniciais e finais de absorbancia nas
concentragdes 10 e 5 mg/mL de B1, ainda que tenha ocorrido aumento de 0,149 nm no valor
final da maior concentracdo, e efeito satisfatorio para a concentragao de 5 mg/mL por redugao
de 0,051 nm no valor final. Freire (2004) relata que a C. echinata ¢ capaz de impedir o
desenvolvimento de bactérias gram negativas como E. coli, corroborando com a atividade

encontrada neste estudo para a mesma bactéria ao utilizar L. ferrea.

Tabela 3. Absorbancias médias em fun¢do das concentragdes dos extratos de juca in natura e
do tempo de cultivo das bactérias durante 24 horas utilizado 14 dias apds sua fabricacdo (dia

14).

Bactérias B1 B2 B3 B4
Concentracao Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
10 1,197a | 1,346a | 1,092a | 1,419a | 1,391a | 1,556a | 1,363a | 1,553a
5 0,784a | 0,733a | 0,612a | 1,035a | 1,054a | 1,106a | 0,700a | 0,974b
2,5 0,439a | 1,005b | 0,408a | 0,780a | 0,579a | 0,401a | 0,470a | 0,949b
1,25 0,304a | 0,713b | 0,281a | 0,719b | 0,271a | 0,803b | 0,316a | 1,078b
0,6 0,245a | 0,755b | 0,216a | 1,007b | 0,183a | 1,124b | 0,254a | 0,971b

B1: Escherichia coli; B2: Pseudomonas aeruginosa; B3: Staphylococcus aureus; B4: Proteus mirabilis.
*médias seguidas de mesma letra minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.
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A B2 ndo apresentou diferenca estatistica entre os valores iniciais e finais das
concentragdes 10, 5 e 2,5 mg/mL, mesmo havendo elevacdao de 0,327, 0,423 ¢ 0,372 nm,
respectivamente, dos seus valores finais. J4 nas concentragdes 1,25 e 0,6 mg/mL observou-se
esta diferenca consequente de uma elevagdo de respectivamente 0,438 e 0,791 nm dos seus
valores apds o periodo de incubacgdo, verificando a auséncia do efeito bacteriostatico para a P.
aeruginosa. Segundo Santos, Nogueira e Mendonga (2015), esta bactéria possui resisténcia
intrinseca, como hiperexpressao de sistemas de efluxo e alteragdo da permeabilidade da
membrana, além de facilmente desenvolve mecanismos de resisténcia adicionais, através de
mutagdes ¢ da aquisicdo de elementos genéticos moveis. Dessa forma, P. aeruginosa &
considerada um patdégeno multirresistente, o que limita as alternativas terapéuticas capazes de
combaté-lo, comportamento que pode ser observado nos resultados desse estudo.

A B3 nao apresentou diferencas estatisticas entre os valores de absorbancia inicial e
final nas concentragdes de 10, 5 e 2,5 mg/mL. Para B4 ndo houve diferengas estatisticas apenas
na concentracdo de 10 mg/mL, ainda que tenha ocorrido aumento de 0,190 nm no seu valor
final. Estes dados corroboram com Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005), ao relatarem que
o extrato hidro-alcodlico de Hymenaea courbaril (jatobd), planta pertencente a mesma familia
da Libidibia ferrea (Familia Caesalpiniaceae), possui a¢do antimicrobiana contra P. mirabilis e
S. aureus.

Avaliando-se o decocto de Jucd in natura ap6s 21 dias de sua fabricagdo, a Bl ndo
apresentou diferencas estatisticas nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL, apesar de ter ocorrido
acréscimo de 0,173 nm dos valores finais da concentragdao de 10 mg/mL, e diminuicao de 0,126
nm dos valores finais da concentracdo de 5 mg/mL. Quanto as concentragdes 2,5, 1,25 ¢ 0,6
mg/mL, houve uma elevagao entre 0,746 e 1,139 nm de bactérias apos as 24 horas de incubagao,
o que se refletiu em valores estatisticamente diferentes ao compara-los com os valores iniciais
de semeadura. Os resultados evidenciados para a Bl nas concentragdes de 10 ¢ 5 mg/mL
corroboram com os encontrados por Tomaz (2010), onde a bactéria E. coli apresentou

sensibilidade a maior dilui¢do testada, e moderadamente sensivel as outras dilui¢des.
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Tabela 4. Absorbancias médias em funcao das concentracdes dos extratos de jucd in natura e

do tempo de cultivo das bactérias durante 24 horas utilizado 21 dias apds sua fabricacao (dia

21).

Bactérias / Bl B2 B3 B4
Concentracéo Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
10 1,446a | 1,619a | 1,360a | 1,132a | 1,131a | 0.411a | 0,859a | 1,319b
5 1,111a| 0,985a | 0,741a | 0,948a | 0,565a | 1,003b | 0,523a | 0,427a
2,5 0,563a | 1,139b | 0,469a | 1,002b | 0,391a | 0,897b | 0,373a | 0,857b
1,25 0,321a | 0,869b | 0,302a | 0,688b | 0,227a | 0,972b | 0,252a | 0,638b
0,6 0,226a | 0,746b | 0,215a | 0,901b | 0,208a | 1,079b | 0,231a | 0,945b

B1: Escherichia coli; B2: Pseudomonas aeruginosa; B3: Staphylococcus aureus; B4: Proteus mirabilis.
*médias seguidas de mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Para B2, nao foi observada diferenciacao estatistica iniciais e finais nas concentragoes
10 e 5 mg/mL, ainda que tenha ocorrido elevagao de 0,288 nm para a maior concentragdo e de
0,207 nm para a de 5 mg/mL nos valores de absorbancia apos 24 horas de incubacido. Quanto
as concentracdes 2,5, 1,25 e 0,6 mg/mL, houve aumento dos seus valores finais em 0,533, 0,386
e 0,686 nm que refletiram em valores estatisticamente diferentes ao compara-los com os valores
iniciais de inoculagdo. Para B3, houve diferenga estatistica nas concentragdes de 5, 2,5, 1,2 ¢
0,6 mg/mL, devido aumento entre 0,411 ¢ 1,079 nm nos valores finais das concentragoes, €
diminui¢do de 0,720 nm do valor final da concentragdo 10 mg/mL. Os resultados da acao
antimicrobiana do decocto para B2 e B3 nas concentragoes de 10 e 5 mg/mL, diferem dos
relatados por Cavalheiro et al. (2009) uma vez que este ndo evidenciou a¢ado inibitdria do extrato
aquoso da C. ferrea em S. aureus ¢ P. aeruginosa, evidenciando a necessidade de maiores
estudos sobre a a¢do desta planta em bactérias gram positivas e negativas.

Quanto a bactéria B4, nas concentracdes de 10, 2,5, 1,25 e 0,6 mg/mL houve diferenca
estatistica decorrente de aumento bacteriano entre 0,638 e 1,319 nm apo6s 24 horas de
incubac¢do. Para a concentragdo de 5 mg/mL, ndo houve diferenga estatistica, ainda que tenha
ocorrido diminui¢do de 0,096 nm no valor ap6s 24 horas. Portanto, apos 21 dias da sua
fabricacdo, o decocto apresentou acdo bacteriostatica na concentracao de 10mg/mL para todas
as bactérias testadas, com exce¢do de P. mirabilis. Freire (2004) relata que a C. echinata ¢ capaz
de impedir o desenvolvimento de bactérias gram negativas como P. mirabilis corroborando

com a atividade encontrada neste estudo para a mesma bactéria ao utilizar L. ferrea.
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Na Tabela 5, pode-se observar a acao antimicrobiana do decocto in natura através do
método de microdiluicdo em caldo, nos tempos de 24 horas, 7, 14 e 21 dias, de acordo com as
concentracgoes de 10, 5, 2,5, 1,25 ¢ 0,6 mg/mL, utilizadas nos pogos da placa para microdilui¢ao
de acordo com cada bactéria. O crescimento bacteriano pode ser visualizado a partir da
diferenca entre os valores de absorbancia do momento da semeadura (hora zero) e apds o

periodo de incubagdo (24 horas).

Tabela 5. Absorbancias médias em funcdo das concentrag¢des do extrato de juca in natura e do

tempo de cultivo de todas bactérias durante 21 dias de uso.

Bactérias / 0d 7d 14d 21d
Concentragio Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
10 1,139a 1,240a | 1,187a | 1,248a | 1,271a | 1,368a | 1,199a | 1,121a
5 0,943a 1,014a | 0,913a | 0,778a | 0,788a | 0,962a | 0,735a | 0,84la
2,5 0,599a | 0,815b | 0,505a | 0,971b | 0,474a | 0,784b | 0,449a | 0,974b
1,25 0,345a | 0,966b | 0,281a | 0,849b | 0,293a | 0,828b | 0,276a | 0,792b
0,6 0,228a | 0,979b | 0,203a | 0,822b | 0,225a | 0,964b | 0,220a | 0,918b

*médias seguidas de mesma letra mintscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Avaliando-se o potencial do decocto de Jucé in natura utilizado no periodo de 21 dias,
percebe-se que todas as bactérias apresentaram valores de absorbancia iniciais de semeadura
semelhantes estatisticamente aos seus valores finais nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL,
mesmo que tenha ocorrido, no decorrer das semanas de testes, aumento final entre 0,735 a 1,368
nm.

Kobayashi et al. (2015) relata o a eficiéncia do extrato etanolico dos frutos de Jucéa no
tratamento de feridas cutaneas em ratos por um periodo de nove dias. Entretanto, a maioria das
pesquisas feitas pra avaliacdo do potencial antimicrobiano de plantas por decoc¢do, utilizam-
no por um periodo de até sete dias (LEONEZ et al, 2017; HOLANDA, 2019; FERNANDES,
2019; DANTAS, 2018), sendo necessaria sua confec¢do semanal. O presente estudo demonstra-
se inovador ao evidenciar que um mesmo decocto utilizado por um periodo de quatro semanas
conservou sua atividade antimicrobiana para as bactérias testadas nas concentragdes de 10 e 5
mg/mL.

As bactérias gram negativas, como E. coli, P. aeruginosa e P. mirabilis, apresentam nas

estruturas da sua parede celular lipideos e lipopolissacarideos (TORTORA; FUNKE; CASE,
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2012) que podem dificultar a entrada de moléculas hidrofilicas presentes no decocto,
justificando a menor eficiéncia de sua a¢do antimicrobiana, evidenciada pelos maiores valores
de absorbancia finais ao longo dos tempos testados. Ja a Staphylococcus aureus, por ser um
agente microbiano gram positivo, possui uma parede celular mais simplificada do que das
bactérias gram negativas, o que justifica a sua agdo por muitas vezes redutiva dos valores de
absorbancia ap6s 24 horas de incubacao, atividade que pode ser evidenciada ao final dos 21
dias de teste.

Ao constatar a agdo antimicrobiana do Juc4d em bactérias que potencialmente podem
causar infec¢des em felinos, o estudo amplia as possibilidades de fabrica¢dao de novos farmacos
para animais, pois ainda segundo Cavalheiro et al. (2009) e Freitas et al. (2012), os extratos de
L. ferrea ndo apresentam toxicidade em camundongos, mesmo quando administrada em doses
maximas de 300 mg/kg e 2000 mg/kg, o que diminui a possibilidade de intoxicagdo por
farmacos provenientes desta planta e ainda permite testar o aumento da concentrag¢do dos seus
principios ativos em estudos posteriores, podendo assim, evidenciar melhora na sua acao

antimicrobiana.

7 CONCLUSOES

O decocto in natura das folhas de Libidibia ferrea possui atividade antimicrobiana para
0s microrganismos com potencial patogénico em pequenos animais como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis, uma vez que estas
permaneceram estatisticamente semelhantes em nimero ao comparar as absorbancias do
momento de inoculagdo e ap6s 24 horas de incubacdo nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL. Este
comportamento foi evidenciado durantes as quatro semanas de experimentacao, o que permite
a utilizag¢do do decoto por um periodo maior do que sete dias.

Na técnica de disco-difusdo, as bactérias testadas demonstraram-se moderadamente
senviveis ao decocto in natura das folhas de Jucd, ao compara-los com a Gentamicina a 20
mg/mL. Ja o decocto pasteurizado fabricado na temperatura de 63°C ndo apresentou agao
atimicrobiana no método de disco-difusao.

Portanto, sdo necessarias ainda novas pesquisas com a finalidade de isolar o(s)
composto(s) com fungdes terapéuticas existentes no Juca, propiciando um aumento do leque de
substancias antimicrobianas, uma vez que este se apresenta como uma boa alternativa a

elaboragdo de novos medicamentos fitoterapicos € no combate a cepas resistentes.
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