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Resumo

A conjuntivite pode ameacar a integridade do olho e produzir destrui¢ao tecidual
significativa. O conhecimento do agente causador do processo e progressao da
doenca, bem como estabelecimento de tratamento coerente eficaz, influencia na
evolucdo e prognostico da doenca. O tratamento usual € a antibioticoterapia,
porém o uso prolongado de antimicrobianos de uso tépico pode resultar em
multirresisténcia de bactérias patdgenas e/ou fungos. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato bruto etandlico de
Caesalpinia ferrea (pau-ferro), frente a isolados clinicos de bactérias causadoras
de conjuntivite em cdes e a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) avaliando-se o
perfil de sensibilidade dessas cepas frente a ciprofloxacina, antimicrobiano
usado rotineiramente na clinica médica veterinaria e o extrato da planta. Testes
fitoquimicos comprovaram a presenca de flavonoides e taninos hidrolisaveis, que
apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.. O antibiograma foi avaliado pelo
método de poco e disco-difusédo, e todas as cepas mostraram-se sensiveis ao
extrato de C. ferrea, com halos de inibicdo de 8 a 24 mm, quando comparados
ao antibiético padrdo, o qual apresentou halos inibitérios de 0 a 35 mm,
demonstrando a viabilidade do uso do extrato etandlico de C. ferrea como
antimicrobiano natural, sendo uma possivel opcdo terapéutica para ensaios
biolégicos in vivo, no tratamento complementar da conjuntivite em cées.

Palavras chave: Caesalpinia ferrea, Atividade antimicrobiana, Conjuntivite, Céo.
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Abstract

Conjunctivitis can compromise the integrity of the eye and produce significant
tissue destruction. Knowledge of the causative agent and progression of the
disease, including the establishment of an effective and consistent treatment will
influence the prognosis and evolution of this disease. The usual treatment is
antibiotic therapy, but long term use of topic antimicrobials can result in multidrug
resistance of pathogenic bacteria and/or fungi. The aim of this study was to
evaluate the "in vitro" antimicrobial activity of the raw ethanolic extract of
Caesalpinia ferrea, and determine the minimum inhibitory concentration (MIC)
against bacterial agents collected from dogs with conjunctivitis from our routine
ophthalmology ambulatory services, and evaluate the sensitivity profile of these
strains to ciprofloxacine, a commonly used antimicrobial in veterinary medical
clinic, and the plant extract. Phytochemical tests confirmed the presence of
bioactive compounds (flavonoids and hydrolysable tannins), that demonstrated
significant antimicrobial activity against Gram-positive Staphylococcus sp. and
Streptococcus sp. Antibiogram evaluation by disc diffusion method confirmed that
all strains were sensitive to the C. ferrea extract, with inhibition zones ranging 8
to 24 mm when compared to standard antibiotic with zones with 0 to 35 mm. This
demonstrated the viability of ethanol extract the C. ferrea as a natural
antimicrobial agent and the possibility of its use as a therapeutic option for
biological tests in vivo and as a complementary treatment for conjunctivitis in
dogs.

Key words: Caesalpinia ferrea, Antimicrobial activity, Conjunctivitis, Dog.
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1 INTRODUCAO

As propriedades curativas dos principios e medicamentos fitoterapicos na
medicina veterinaria sdo cada vez mais estudadas por profissionais adeptos da
fitoterapia, que externam com alta frequéncia, bons resultados em tratamento
de parasitose e doencas infecciosas (PEREIRA et al., 2009). Ha varios estudos
gue investigam o uso de plantas como atividade nematocida e antimicrobiana,
sendo assim uma area promissora para pesquisas (ROCHFORT et al., 2008)
contudo, Silva (2008) alerta que o0 uso pouco cuidadoso de plantas medicinais
fora de seu contexto original, e sem respaldo académico, tem dado origem a
intoxicacdo, atribuiveis aos efeitos ja conhecidos de plantas ou ainda ao uso
incorreto destas, principalmente pela dificuldade na identificacéo das espécies.

A conjuntiva possui grande importancia na dindmica lacrimal, na protecao
imunolégica do olho, nos movimentos oculares e na cicatrizagdo corneana,
agindo como barreira a entrada de microrganismos patogénicos ou ndo A
superficie ocular € colonizada por microbiota bacteriana que ajuda na sua
defesa e, juntamente com fatores humorais, inibe o0 estabelecimento de
microrganismos patégenos. Entretanto, podem ocorrer mudancas, principalmen-
te pela diminuicdo da imunidade local e sistémica do animal (GELATT, 2003)
podendo causar afeccdes oculares como a conjuntivite. A conjuntivite € a
inflamacdo da conjuntiva, o tratamento usual em cdes é realizado com
administracdo de antimicrobianos (PEREIRA, 2007; SLATTER, 2005).

Caesalpinia ferrea Mart. vulgarmente conhecida como juca ou pau-ferro,
€ uma espécie da familia Leguminosae, uma das maiores familias dentre as
dicotiledbneas com cerca de 650 géneros, que reinem mais de dezoito mil
espécies. A subfamilia Caesalpinioideae consiste, de aproximadamente 150
géneros e 2.200 espécies, distribuidas nas regibes tropicais e subtropicais
(CRONQUIST, 1981). C. ferrea é uma arvore nativa do Brasil, amplamente
distribuida principalmente nas regides Norte e Nordeste (PETER et al., 2008).
Na medicina popular é usada para tratamento de afec¢gées bronco-pulmonar,
diabete, reumatismo, cancer, inflamacao, distlrbios gastrointestinais, diarreia,

inflamagédo e dor (OLIVEIRA et al, 2010). Devido a sua importancia na
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etnomedicina, a espécie integra a lista das 71 plantas medicinais
tradicionalmente usadas no Brasil, que poderdo resultar em fitoterapico para ser
distribuido pelo Programa Governamental de Saude/SUS- RENISUS/ 2009
(Pharmacia Brasileira, 2009). Diversos estudos confirmaram que a planta possui
compostos com acao farmacolégica com atividade antimicrobiana (PEREIRA et
al.; 2009 ; SAMPAIO et al., 2009 ; TOMAZ, 2010) , cicatrizante (OLIVEIRA et al.,
2010) hipoglicemiante (VASCONCELOS et al., 2011), anticoagulante
(CAVALHEIRO et al.,, 2009) e antiinflamatoria (CARVALHO et al., 1996 ;
FREITAS et al., 2012 ; PEREIRA et al., 2012). De acordo com Sampaio (2009)
essas propriedades podem estar relacionadas a presenca de compostos como
flavonoides, antraquinonas, lactonas, alcaloides, saponinas, taninos,
sesquiterpenos e triterpenos na planta, sendo assim uma possivel opc¢ao
terapéutica para ensaios biologicos in vivo. O conhecimento do agente causador
do processo e progressdo da conjuntivite, bem como, estabelecimento de
tratamento coerente e eficaz, influencia na evolucdo e prognéstico da doenca
(UESUGUI et al. , 2002). Considerando que o uso indiscriminado de antimicrobi-
anos promove na maioria das vezes, o0 desenvolvimento de cepas
multirresistentes, as plantas medicinais se apresentam como nova alternativa ao
tratamento convencional. Sendo assim, e visando contribuir com o
conhecimento da Caesalpinia ferrea, idealizou-se esse trabalho que tem o
objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico da

planta frente a bactérias causadoras da conjuntivite em cées.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS: ASPECTOS HISTORICOS

O uso popular de plantas medicinais € uma arte que acompanha o ser
humano desde os primordios da civilizacdo, sendo fundamentada no acumulo
de informacdes repassadas oralmente (FRANCO, 2005).

Registros arqueoldgicos provam que, ha milénios, diversos povos,
principalmente os orientais, conheciam o poder das plantas medicinais, sejam
como substancia aromatica, remédios, venenos, expansoras da consciéncia ou
para apurar os sentidos (FERNANDES e ROCHA, 1997). E o acumulo de
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conhecimento secular e empirico sobre a acdo dos vegetais, por diversos
grupos étnicos. Observacgfes realizadas até agora permite supor que todas as
formacdes culturais fazem uso de plantas como recurso medicinal (SIMOES,
2001).

Na América do sul, durante muitos séculos, os indios da Bolivia e do
Peru obtinham de uma arvore chamada quino, que crescia de forma silvestre,
uma substancia vegetal denominada quinina, que era utilizada para curar a
febre malérica, eles ensinaram seus conhecimentos herbalisticos aos
conquistadores espanhois, porém se negaram a ensinar os lugares onde
crescia a planta. No principio do século XIX, era muito dificil obter-se a quinina,
e a exploracdo das colbnias asiaticas pelos europeus era dificultada pelas
epidemias de malaria; contudo, os indios sul-americanos resistiam em divulgar
0s seus segredos. Por fim, Charles Ledger conseguiu algumas sementes de
quino que foram doadas pelo seu criado. Ledger dedicou-se, entdo, a cultiva-las
em Java e no Ceildo. O seu criado indio Aymara, foi assassinado pelos
membros da sua tribo por doar as sementes ao seu amo (HARVEY, 1978). Os
Incas também desenvolveram sua terapia natural, baseados nos conhecimentos
das tribos que dominavam, com o emprego de plantas psicoativas, buscando
estados alterados de consciéncia que lhes possibilitavam “ver’, com a
percepcdo, a causa das doencas e o remédio na natureza para se realizar a
cura (FERNANDES e ROCHA, 1997).

No Brasil, 0 uso das plantas medicinais também tem origem na cultura de
diversos grupos indigenas que habitavam o pais e que sempre reconheceu sua
eficacia e legitimidade. Usavam as plantas no tratamento das doencas e em
rituais religiosos, faziam uma bebida com uma planta chamada jurema, que era
ingerida no meio de cerimdnias que os levava a sublimacdo (CAMARGO, 1998).
Faziam também uso da ipecacuanha, jaborandi, guarana e o taiuia (SIMOES et
al., 1998) por intermédio dos pajés, os conhecimentos das ervas locais e seu
uso era transmitidos e aprimorados de geracdo a geracdo. Tais conhecimentos
foram prontamente absorvidos pelos europeus que passaram a viver no pais,
principalmente aqueles que passaram a fazer incursées mais prolongadas no
interior (nos “sertdes”), geralmente com o intuito de apresar indios ou buscar
pedras e metais preciosos. A necessidade de viver do que a natureza tinha a

oferecer localmente, assim como o contato com os indios normalmente usados
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como “guias” terminaram por ampliar estes conhecimentos da flora local
brasileira. Os novos conhecimentos do uso das ervas acabaram-se fundidos
aqueles trazidos da Europa, além disso, muitas plantas conhecidas no velho
mundo por suas propriedades medicinais induziram 0s europeus a testarem uso
similar para as espécies nativas proximamente relacionadas. Muitas vezes 0s
mesmos principios podiam ser encontrados nas espécies nativas,
ocasionalmente em maior quantidade ou qualidade (LORENZI, 2002).

O Padre José de Anchieta nos anos de 1560 a 1580 fez um relato
detalhado sobre as plantas comestiveis e medicinais do Brasil, em suas cartas
ao superior geral da Companhia de Jesus. Dentre estas especificamente,
Anchieta falou muito em uma “erva-boa”, a horteld pimenta, que era utilizada
pelos indios contra indigestdo, para aliviar nevralgias, reumatismo e doencas
nervosas. Exaltou também as qualidades do capim-rei, do ruibarbo do brejo, da
ipecacuanha-preta, da cabriiva-vermelha e do balsamo-da-copaiba, usado para
curar feridas (CAMARGO, 1998). Uma das primeiras publicacbes na area foi a
do frei José Mariano da Conceicdo Velloso (1742-1811), autor da “Flora
Fluminense” considerado um dos primeiros relatos de informagdes sobre
nossas plantas medicinais, porém o trabalho mais significativo dessa época é
atribuido a Karl Friedrich Philipp von Matius (1794-1868), editor da “Flora
Brasiliensis”, a mais completa obra botanica publicada no pais em 1843
relatando as virtudes medicinais das plantas. Esta pode ser considerada a

primeira publicacédo sobre esse assunto no Brasil (LORENZI e MATOS, 2002).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Muitos medicamentos disponiveis hoje no mercado tiveram a sua origem
em protétipos de substéncias quimicas, na maioria dos casos de origem
vegetal. De inUmeras espécies vegetais de valor medicinal, os pesquisadores
das areas da Farmacologia e Medicina, isolaram compostos identificados como
substancias basicas, para a sintese de centenas de substancias ativas. Assim
foi descoberta a morfina, a reserpina, a digoxina, o taxol, a emetina, atropina e
inUmeros outros compostos que modificaram a histéria médica e tornou o
tratamento das doencas uma realidade, e ndo apenas uma promessa de cura
(DI STASI, 2007), mas o progresso da industria farmacéutica, o acesso a

medicamentos sintéticos e 0 pouco cuidado com a comprovacdo das
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propriedades farmacolégicas, tornou o conhecimento da flora medicinal
sindnimo de atraso tecnolégico (LORENZI e MATOS, 2002), fazendo com que
sucumbissem as iniciativas nas praticas e pesquisas.

A nivel nacional, inUmeras pesquisas com 0 objetivo de embasar,
cientificamente, a utilizacdo de plantas com recursos terapéutico foram
retomados. Muitos grupos, na sua totalidade concentrados nas Instituicoes de
Ensino Superior (IES), realizavam projetos de pesquisas na area de botanica,
agronomia, quimica, farmacologia e tecnologia farmacéutica, e seus esforgos
eram direcionados para avaliacdo das potencialidades da nossa flora, com o
apoio do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais, iniciado em 1983, e
vinculado a antiga Central de Medicamentos (CEME). A interrupcdo desse
programa, em 1995 exerceu um impacto negativo profundo no desenvolvimento
dessas areas. Destacamos a deficiéncia em recursos humanos qualificados
para &reas especializadas, como a de desenvolvimento tecnoldgico e a de
ensaios clinicos, que vinham sendo apoiadas pelo referido programa (SIMOES
e SCHENKEL, 2002), porém as novas tendéncias globais e preocupacédo com a
biodiversidade e as ideias de desenvolvimento sustentavel, trouxeram novos
ares ao estudo das plantas medicinais brasileiras, que acabaram despertando
novamente um interesse geral nesta area. Novas linhas de pesquisas foram
estabelecidas nas universidades, algumas delas buscando bases mais sélidas
para a validacado cientifica da indicacéo e uso das plantas medicinais (LORENZI
e MATOS, 2002). Considerando o decreto federal 5.813 de 22 de junho de
2006, que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
associado a portaria de 03 de maio do mesmo ano no Ministério da Saude, que
aprova a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema Unico de Satde (SUS) e a relevancia de pesquisas de drogas naturais,
ja que o uso de plantas medicinais e de fitoterapicos no pais sera no futuro, uma
realidade nos servicos publicos de salde e também uma alternativa terapéutica
completamente legalizada (DI STASI, 2007).

Um dos maiores problemas de saulde publica, enfrentado em todo o
mundo nas ultimas décadas foi 0 agravamento da resisténcia a antimicrobianos
em populacdes bacterianas (OLIVEIRA et al., 2010). Atualmente, registra-se um
aumento significativo na frequéncia de isolamento de bactérias que eram

conhecidamente sensiveis as drogas de rotinas utilizadas na clinica, que agora
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se apresentam resistentes a todos ou quase todos os antibioticos disponiveis no
mercado como ocorrem com muitas bactérias multirresistentes. Este problema
da resisténcia tornou-se mais grave devido as dificuldades para a descoberta e
o lancamento de novos antimicrobianos no mercado, o que vem tornando esse
produto cada vez mais escasso e mais caro. Estima-se que Sdo necessarios
mais de 10 anos, a custo de 200 milhdes de ddlares, para que um
antimicrobiano esteja a disposicdo da medicina (FERRONATTO et al., 2007).
Além do Linezolide (Zyvox®) a ultima classe de antibiético que chegou ao
mercado farmacéutico do EUA foi ha 30 anos (ESTEVAM et al., 2009).

Estudos buscam por um antimicrobiano ideal, ou seja, aquele que
apresente maior espectro de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor
indicio de resisténcia bacteriana. A atividade antimicrobiana desejada pode ser
encontrada em espécies vegetais. Pesquisas de tal natureza no Brasil sdo de
grande valia, pelo fato do pais ser considerado um dos maiores reservatoério de
biodiversidade do mundo e, além disso, a grande extensédo territorial abriga
diversos ecossistemas, cada um com suas particularidades, o que torna uma
verdadeira fonte quase que inesgotavel, de moléculas a serem descobertas
(FERREIRA et al.,, 2011) que na maioria, ainda n&o foram pesquisadas
cientificamente para este fim (FERRONATTO et al., 2007).

Tresvenzol et al. (2009) comprovaram que o extrato etandlico das raizes
de Memora nodosa, conhecida vulgarmente como carobinha, espécie muito
comum no cerrado, apresentou atividade inibitéria para Bacillus subtilis,
Micrococcus roseo, Staphylococcus aureus, Bacilus cereus e Pseudomona
aeruginosa, pertencentes a colecdo padrdo da American Type Culture
Collection, e a isolados da bacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia Médica
do Instituto de Patologia e Saude Publica da Universidade Federal de Goias.
Soares (2008) verificou que o extrato etandlico das folhas da mesma espécie
apresentou eficacia razoavel na protecdo contra ninfas do carrapato
Amblyomma cajannense, responsavel pelo parasitismo de varias espécies de
mamifero, inclusive o homem.

Lobo et al. (2010) confirmaram que o extrato bruto etandlico das raizes
da espécie Solanum paniculata (jurubeba ou juribeba) e Operculina hamiltonii
(batata de purga) plantas muito comuns no sertdo, apresentou atividade

antimicrobiana contra linhagem padrbes de Staphylococcus aureus, Echerichia
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coli e Pseudomona aeruginosa. A planta também é utilizada na medicina
popular da regido, contra verminose gastrointestinal em ovino (SANTOS, 2007).

Os extratos aquoso e alcoodlico da entrecasca de Maytenus rigida (bom-
nome, bom-homem), arvore medicinal da caatinga, apresentou atividade
antibacteriana frente a Echerichia coli, Pseudomona aeruginosa e
Staphylococcus aureus (ESTEVAM et al., 2009).

Souza e Wiest (2007) confirmaram que o extrato etandlico das folhas e
talos frescos de Aloysia gratissima (garupa, erva-santa) apresentou atividade
antibacteriana frente a Rhodococcus equi e Pausteurella muttocida, ambas as
bactérias relacionadas a casos de pneumonia e outros quadros respiratérios em
humanos e animais.

Ferreira et al. (2011) determinaram que o extrato hidroalcoolico da casca,
raiz e folhas de Rhizophora mangle (mangue-vermelho) espécie endémica da
vegetacdo de manguezal, teve atividade antimicrobiana in vitro frente a
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Pseudomona aeruginosa,
Salmonella cholerea-suis e Klebsiella pneumoniae.

Um estudo da avaliacdo da atividade antimicrobiana de cinco espécies,
Achyroline satureiodes (macela do campo), Ageratum cunyzoide (mentrasto),
Baccharis trimera (carqueja), Bidens pilosa (picdo-preto) e Porophyllum ruderale
(cravo-urubu) da familia boténica Asteraceae, frente a oito microrganismos:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Echerichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella sp., Candida albicans, C. krusei e C. parapsilosis,
comprovando o potencial medicinal desta familia, que é a mais numerosa dentro
das angiospermas, possuindo cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies
(FERREIRA et al.,, 2009) dos quais 300 géneros e 2.000 espécies estdo
representadas no Brasil (SOUZA e LORENZI, 2005).

2.3 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS EM MEDICINA VETERINARIA.

O uso de plantas medicinais na saude animal também direciona estudos,
principalmente no que se refere, a resisténcia dos microrganismos aos
antibioticos comumente usados na terapéutica, sendo assim uma area
promissora para pesquisas (ROCHFORT et al.,, 2008). As propriedades
curativas dos medicamentos fitoterapicos sdo cada vez mais estudadas na

veterinaria, profissionais adeptos da terapia natural externam alta frequéncia de
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bons resultados em tratamentos de parasitose e doencas infecciosas incluindo a
mastite (PEREIRA et al., 2009).

Silva et al. (2008) testaram a atividade antibiotica do extrato do pericarpo
do fruto da Punica granatum (romd) frente a Staphylococcus aureus, sensiveis e
resistentes a penicilina, e atestaram a possibilidade do uso terapéutico dessa
planta na medicina veterinaria.

Pereira et al. (2009) constataram a atividade antibiética dos extratos de
Mimosa tenuiflora (jurema-preta) e Azadiracta indica (neen) frente a
Staphylococcus coagulasse negativa, isolados de casos de mastite subclinica
de bufala, e acdo antifingica sobre cepas de Candida spp. Isoladas de vacas
com mastite subclinica. J& Pereira (2010) obteve resultado positivo da acéo de
M. tenuiflora e Piptadenia stipulalacea (jurema branca), ambas as espécies
comuns no semiarido nordestino, sobre amostras de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus ssp. coletados em amostras de leite de bufalas e vacas com
mastite clinica e subclinica. Bezerra et al. (2009) também avaliaram a
sensibilidade de 25 cepas de S. aureus, ao extrato etandlico de M. tenuiflora
obtidos de amostras de leite de vacas com historico de mastite clinica e
subclinica, obtendo excelentes resultados.

Dal Pozzo et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais (OEs) de Origanum vulgare (orégano) Thymus vulgaris (tomilho)
Lippia graviolens (lipia) Zengiber officimale (gengibre) Salvia officinalis (salvia),
Rosmarinus officinalis (alecrim) e Ocimum basilicum (manjericdo) frente a
Staphylococcus spp isolados de mastite caprina demonstrando o potencial
medicinal das espécies condimentares.

Avancini e Wiest (2008) obtiveram um bom resultado da atividade
desinfetante de Hypericum caprifoliatum (escadinha, sinapismo), espécie
comum do sul do Brasil nos ambientes de saude e producdo animal quando
comparado com estudos realizados, com produtos quimicos antimicrobiano-
desinfetantes convencionais. Testaram in vitro a atividade antibacteriana do
extrato hidroalcodlico da parte aérea (caule, folhas e flores), frente a diferentes
doses infectantes de cepas padrdo de Staphylococcus aureus, por ser esta
referencia para avaliacdo de desinfetantes.

Leite et al. (2006) confirmaram a eficiéncia do shampoo a base do extrato

de Plectranthus ornatos, comparado com o shampoo comercial (cipermetrina)
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e sabdo de coco no controle de pulgas (Ctenocephalis canis) em caes
domésticos, onde o shampoo a base de P. ornatos, apresentou 6timo efeito
pulicida (80,83 % de mortalidade), enquanto o shampoo comercial que utiliza
cipermetrina (76,59 % de mortalidade), demostrando a viabilidade desta planta
no controle alternativo deste parasita.

Assim como outras espécies 0s cdes estdo vulneraveis injdrias externas
e dependendo do grau de intensidade do trauma, podem ocorrer processos
inflamatorios superficiais corneanos e conjuntivais, bem como, lesGes graves na
estrutura da tunica vascular e nervosa do globo ocular (WHITLEY e MOORE,
1984). Quando ocorre a perda de continuidade do epitélio, bactérias e fungos
podem se instalar de forma oportunista, colonizando e infectando o estroma
corneano (MOORE et al., 1988). A conjuntivite bacteriana primaria é mais
frequente em cdaes, bovino e ovino. Em cdes normalmente, € uma condicéo
associada a um espectro de alteracBes patologicas que podem incluir otite
externa, hipotireoidismo, seborreia generalizada e pioderma. A conduta
terapéutica inclui corticoterapia local e sistémica, uso local de sulfato de
atropina, antiinflamatérios e antibioticoterapia (PEREIRA, 2007). Os
microrganismos mais frequentes isolados sdo Staphylococcus e Streptococcus
apesar desses organismos serem comumente encontrados em olhos normais
(SLATTER, 2005).

O globo ocular dos animais domésticos estd naturalmente protegido
contra patdgenos devido ao fluxo continuo da lagrima, acao fagocitéria, barreira
mecanica a acdo bacteriostatica da lisozima. Qualquer desequilibrio de um
destes fatores pode precipitar o olho a infeccbes com agentes patdgenos
endodgenos e exdgenos (SOUSA, 2001). Dentre os desequilibrios que podem
predispor o olho as infeccdes estdo: estresse, estado imunolégico debilitado,
deficiéncia da pelicula lacrimal, doencgas sistémica, traumatismos e
conformacdes anormais das palpebras (PENTLARGE, 1996). A conjuntiva
desempenha um papel importante na dindmica da lagrima, movimento ocular,
cicatrizagdo da coOrnea e protecdo imunolégica do olho. Esta exposta
continuamente a agentes infecciosos tais como virus, bactérias e fungos
(GALERA, 2000) predispondo a infec¢des oculares.

A conjuntivite bacteriana aguda é usualmente unilateral e responde bem

ao tratamento em 3 a 4 dias, conquanto que fatores predisponentes sejam
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removidos. A conjuntivite bacteriana crénica é comumente secundaria, em geral
sao bilaterais e estdo quase sempre associadas a anormalidades palpebrais ou
a infecgcbes dos ouvidos e da pele. Os antibibticos mais usados sdo a
ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina, e para cocos Gram-positivo sao
prescritos a neomicina, penicilina eritromicina, gentamicina, enrofloxacina e
cefalosporina (SLATTER, 2005; PEREIRA, 2007). No entanto quando nao
tratadas em tempo breve e dependendo do grau de intensidade, essas
infeccbes podem evoluir para casos graves, podendo ameacar a integridade do
olho e produzir destruicédo tecidual significativa (UESUGUI et al., 2002) e o uso
prolongado de antibidticos topicos também pode levar a resisténcia desses

microrganismos.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico de

Caesalpinia ferrea Mart.

3.2 Especificos:
- Preparar o extrato bruto etandlico dos frutos da espécie em estudo;
- Realizar testes fitoquimicos para a determinacdo de compostos
secundarios;
- Testar in vitro a eficacia antimicrobiana do extrato bruto da planta frente

a cepas ambulatoriais de cdes com conjuntivite.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Os frutos da planta foram coletados em area de caatinga (Agreste), na
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), Pedra do Cachorro, no
municipio de Sdo Caetano, PE, nos meses de marco e abril de 2012. Ramos
fértil, com flores e frutos, foi coletado para identificacdo botéanica, realizada pelo
taxonomista, Marcelo Ataide, tendo as amostras sido depositadas no Herbario
UFP-Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco, sob o numero
de registro# 69.656 (figura 1).
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Figura 1 - Exsicatas de Caesalpinia ferrea Mart. registradas no herbario
UFP- Geraldo Mariz / UFPE

Tt

‘

Fonte: Farias 2012. Fonte: Farias 2012.

4.1.1 Descrigéo botanica da espécie

Arvore de 20-30m de altura, caule liso; manchas brancas; cerne
durissimo; ramos peciolo e inflorescéncias puberulas; folhas bifornadas; até 17
cm de comprimento; pimelas 5 -11; opostas em 2-5 pares; atingindo 3,5-7,0 cm
de comprimento; foliolos 8-24, oblongos ou ovalados até abovais; obtusos ou
retusos; nitidos ou pubérculos na pagina anterior; inflorescéncia panicula
compactada na extremidade dos ramos; tormentosa; bot&o floral obtusissimo;
globicisculo; segmentado do célice levemente obliquos; flor, corola com 4
pétalas subiguias a 5° ou superior séssil, utrapassando muito o calice, maior e
mais longa que as outras; ovario séssil coberto de pelos minasculos, com 10
ovulos, frutos levemente estipitado quase reto ou levemente falcado; 5-7 cm de
comprimento; 1,5 - 2,5 cm de largura (figura 2).

Distribuicdo geogréfica: Matas do Piaui até Séo Paulo.
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Figura 2 — Arvore (A),Fruto (B), Flor (C) de Caesalpinia ferrea Mart.
Fonte: htp://w.w.w. arvore.brasil.nom.br/pferro/index.htm

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO.

Os frutos foram desidratados em estufa a 40 °C, e posteriormente
triturados em multiprocessador. O extrato etandlico foi obtido por percolacdo a
frio por 72 horas, a proporcao extrato/planta empregado foi de 2 ml de solvente
(etanol P.A Merck® para 1g do material vegetal (2:1), (MATOS,1997) em
seguida a solucao foi filtrada em papel de filtro e concentrada em evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida, a temperatura de 45 °C, a 120 rotacdes por
minuto (RPM). O resultado foi um extrato de cor ambar, viscoso e bastante

aromatico, que foi armazenado em freezer a — 20 °C.

4.3 ABORDAGEM FITOQUIMICA.

A pesquisa fitoquimica tem por finalidade conhecer os constituintes
quimicos da espécie, podendo indicar os grupos de metabdlicos secundarios
relevantes da espécie em estudo. Os testes foram realizados segundo método
orientado por Costa (1982).

Determinacédo de saponina

As saponinas foram avaliadas pelo teste da espuma, que consiste em
adicionar de 0,5 g do fruto triturado a 5 ml de agua destilada em um tubo de
ensaio, agitar vigorosamente a mistura por cerca de 5 minutos , e deixar em
repouso por 30 minutos. A presenca de saponinas é confirmada pela

persisténcia da espuma por mais de 30 minutos.
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Determinacé&o de taninos

Os taninos foram identificados através da técnica do cloreto férrico, que
consiste em adicionar 0,5 g do fruto triturado a 10 ml de agua destilada e
agitar. Em seguida a mistura é filtrada e o licor coletado para o teste,
adicionando-se algumas gotas de cloreto férrico a 1%, para verificar o eventual
surgimento de coloragéo ou precipitado azul, indicativo da presenca de taninos
hidrolisaveis, e coloracao ou precipitado verde para taninos condensaveis.

Determinacéo de alcaloides

A presenca de alcaldodes nos vegetais foi investigada por ensaios
confirmativos especificos, que consistiram em colocar cerca de 0,5 g do fruto
triturado em tubo de ensaio, que foi adicionado 10 ml de &cido sulfarico
(H2SO4) a 1% e aquecer a mistura em banho-maria a temperatura de 100 °C,
por 2 minutos. A solugéo foi filtrada e o filtrado foi dividido e colocado em dois
tubos de ensaios distintos. A um dos tubos de ensaio adicinou-se gotas do
reagente de Dragendorff, e ao tubo seguinte, gotas do reagente de Mayer. A
presenca de alcaléides € confirmada através da formacdo de um precipitado
laranja avermelhado com o reagente Dragendorff com o agente de Mayer o

precipitado € esbraquigcado.

Determinacéo de flavonoides

Os flavonoides foram deteminados pelo teste de Shinoda, que consiste
em tranferir 0,5 g do fruto triturado para um tubo de ensaio, adicionar 5 ml de
metanol e agitar. A mistura € entéo filtrada, e ao filtrado adicionou-se 1 ml de
acido cloridrico (HCL) concentrado. Com o auxilio de uma pin¢ca acrescentou-
se a solucdo uma fita de magnésio de 1 cm. A confirmacdo da presenca de

flavonoides ocorre com o aparecimento de coloracéo rosea.

Determinacéo de terpenos e esteroides

A avalicdo de terpenos e esteroides foi verificada através do teste de
Liebermann-Buchard, que consiste em adicionar a um tubo de ensaio 0,5 g do
fruto e 3 ml de cloroformio, agitar e filtrar em papel de filtro. Ao filtrado

adiciounou-se algumas gotas de acido sulfarico concentrado pela parede do
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tubo. A confirmacdo da presenca de terpenos e esterdides se da com o

aparecimento sucessivo de coloracdo résea, azul e verde.

4.4 OBTENCOES DAS AMOSTRAS MICROBIANAS

Foram selecionados onze caes, com afeccdo ocular, oriundos do
atendimento clinico-médico do Hospital Veterinario da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (HOVET-UFRPE). Estiveram aptos a fazer parte da
amostra, animais que apo0s serem submetidos ao exame fisico geral e
oftalmoldgico, apresentavam alteracbes patoldégicas da mucosa tais como:
secre¢des purulentas, hiperemia e sem uso prévio de qualquer antimicrobiano
de uso topico. Durante a coleta foram preenchidas fichas clinicas e oftalmicas,
nas quais foram anotados dados da identificacdo do animal e tutor.

Concluidos os exames, foram coletadas amostras da parte inferior do
saco conjuntival dos cées (Figura 3), utilizando-se swabs secos e estéreis,
pressionando-os levemente através de movimentos rotatérios, tendo o cuidado
de ndo contamina-los com pelos e palpebras. Os swabs foram remetidos ao
Laboratério de Bacteriose dos Animais Domeésticos/ Departamento de Medicina
Veterinaria-UFRPE, para isolamento de bactérias aerdbias, e teste da atividade
antimicrobiana do extrato bruto da planta.

Figura 3- 1l-4rea da conjuntiva, 2-palpebra, 3-fornix, 4-terceira palpebra

anterior, 5-terceira palpebra posterior.

Fonte: Slattter, 2005
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4.5 TESTE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Inicialmente no Laboratorio, foi feita a avaliagdo do extrato bruto quanto
a auséncia de microrganismos contaminantes. Para isto foi coletada com alca
de platina estéril uma aliquota do extrato, que foi semeada em agar sangue de
carneiro a 8%, e incubada em aerobiose a 37 °C por 24 horas em estufa
bacteriol6gica. Apos este periodo observou-se que ndo houve crescimento de
nenhum microrganismo contaminante, confirmando que o0 mesmo estava
esteril.

As amostras foram semeadas diretamente em placa de Petri contendo
dgar sangue de carneiro a 8%, incubadas em aerobiose em estufa
bacteriol6gica a 37 °C por 24 a 48 horas. ApGs crescimento bacteriano, as
colénias foram descritas quanto ao brilho, cor, tamanho, posteriormente com o
auxilio de alca de platina estéril, as bactérias foram semeadas em tubos de
ensaio de 5 mL contendo caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion), e incubados
em estufa a 37 °C por 24 a 48 horas. Em seguida, quando ja se observava
turvamento dos tubos, realizaram-se as culturas. Para a avaliacdo do potencial
da atividade antimicrobiana do extrato, foi utilizado o método de difusdo em
meio solido, utilizando-se a técnica de poco (GROOVE e RANDALL, 1955) e a
técnica de disco (BAUER et al.,1966). Foram pesadas 750 mg do extrato bruto
que foi ressuspendido em 5 mL de etanol (P.A. 97,7%), resultando em uma
solucdo a 15%. Para cada cepa foi preparada uma suspencao de bactérias
com turvacao de 0,5 na escala Mac Farland e distribuida uniformemente sobre
a superficie do agar Mueller Hinton, com o auxilio de swab estéril. Um poco de
6 mm de diametro foi feito no agar, o qual foi preenchido com 30 pL do extrato
da planta. Também foi distribuido sobre o agar um disco com o antibi6tico
padrao (ciprofloxacina), um disco (6 mm) impregnado com etanol (P.A.) a 70%
(controle negativo) e dois discos (6 mm) impregnados com o extrato, sendo um
deles seco e outro umedecido com 15 pL do extrato no momento da aplicacao.
O resultado foi avaliado pela formagédo de um halo de inibicdo em torno dos
discos e dos pogos, medido em milimetros. A sensibilidade das amostras foi
considerada para medidas de halos inibitorios superiores a 12 mm (BEZERRA
et al., 2009).

Para determinar a Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato,

utilizou-se a técnica de diluigdo em tubos. Uma colbnia de cada cepa foi
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inoculada em caldo BHI (Brain Heart Infusion), e incubada a 37 °C durante 24
horas. A partir deste inoculo, foi ajustada a turvacdo até 0,5 da escala Mc
Farland em solug&o salina (0,85%) estéril. Em um tubo de ensaio contendo 1,7
mL de caldo Mdieller Hinton, adicionou-se 150 pL do extrato e 150 pL do
inoculo. Em seguida, foi transferido 1 mL para o tubo seguinte, e assim
sucessivamente, até que se obtivesse quatro diluicbes do extrato: 7,5; 3,75;
1,87; e 0,93. Como controle negativo, pipetou-se 150 pL do inoculo e 150 pL de
alcool a 70% em um tubo de ensaio com 1 mL do caldo Mueller Hinton. Apés
incubacdo por 24 horas a 37 °C, para posterior verificacdo da presenca ou
auséncia de crescimento bacteriano. O experimento foi realizado em triplicata
para cada cepa, sendo considerada como CIM, a menor concentragdo do
extrato capaz de ocasionar inibicdo completa, do crescimento bacteriano.

A analise estatistica dos resultados comparados com o antibiético padréo

foi realizada pelo o teste t de Student para p< 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica para a determinacdo de classe de compostos
metabdlicos secundérios indicou a presenca de taninos hidrolisaveis e
flavonoides (Tabela 1).

Tabela 1. Classe de metabdlicos secundarios identificados nos frutos de
Caesalpinia ferrea.

Compostos Metabdlicos Resultado
Taninos hidrolisaveis +
Saponinas -
Flavonoides +

Terpenos e esteroides -

Alcaloides -

Positivo (+) Negativo (-)
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Alguns trabalhos realizados com a planta também relatam a presenca de
compostos bioativos, corroborando os nossos achados. Vasconcelos et al.,
(2011), utilizando o Método de Cromatografia em Camada Delgada em placa de
silica gel, do extrato aquoso da entrecasca da espécie, obtiveram positividade
para taninos hidrolisaveis (acido galico e elagico), flavonoides, saponinas,
cumarina, fenilpropanoides, derivados de &cido cinamico, alcaloides,
triterpenoides, mono e sesquiterpenos. Frasson et al., (2003), pelo mesmo
meétodo, determinaram a auséncia de saponinas e taninos totais no extrato
bruto de caule. J& Sampaio et al. (2009) confirmaram pelo Método Azul da

Prussia a presenca de polifenois no extrato bruto metandlico dos frutos.

Tradicionalmente os taninos s&o classificados segundo sua estrutura
guimica em dois grupos, taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Testes in
vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades biologicas dessa classe de substancia, dentre
essas se podem citar acdo bactericida, fungicida, moluscicida, inibidora
enzimatica, inibidora da peroxidasse de lipidios, sequestradora de radicais livres
e acdo antitumoral (SIMOES et al., 2004). De acordo com Loguercio et al.
(2005), o mecanismo de acdo antimicrobiana dos taninos explica-se por trés
hipétese; a primeira pressupde que os taninos inibem enzimas bacterianas e
fungicas e/ou se complexam com o0s substratos dessas enzimas; a segunda
inclui a agdo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo; e a terceira fundamenta-se na complexdo dos
taninos com ions metélicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais

para o metabolismo microbiano.

Os taninos hidrolisdveis sdo compostos que apO6s hidrélise produzem
carboidratos e acidos fendlicos. S&o unidos por ligacbes éster-carboxila, sendo
prontamente hidrolisdveis em condi¢cbes acidas ou basicas. Sao divididos de
acordo com o produto de hidrélise, em galotaninos, que produzem &cido galico,
e em elagitaninos, que produzem &cido elagico. Estes taninos ndo sdo muito
comuns em madeiras, quando comparados aos taninos condensados, mas sao
encontrados em abundancia em folhas, frutos e vagens de dicotileddneas, mas
nao tém sido detectados em monocotiledéneas (COSTA et al., 2008). Segundo
CHANWITHEESUK et al. (2007) o acido galico é o principio ativo da espécie
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Caesalpinia mimosoides, responsavel pela acdo antimicrobiana desta planta.
Estes compostos ou outros correlatos, provavelmente, podem estar presentes

na C. ferrea apresentando esta acéo.

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (GALLEGOS- OLEAS et al.,
2008).Compreende uma série de compostos secundarios que ocorrem
exclusivamente em plantas superiores, sendo responsaveis na planta, pela
coloracgéo das flores (SIMOES et al., 2004). E uma classe de substancias que
tém mostrado possuir uma ampla variedade de atividades farmacologicas.
Diversos flavonoides tém propriedades antimicrobianas, e sdo conhecidos por
ser sintetizados pelas plantas em resposta a infeccdo microbiana sendo que,
em testes in vitro, apresentam acao antimicrobiana eficaz frente a muitos
microrganismos. Provavelmente sua atividade é devido a sua habilidade em
complexar com as paredes celulares bacterianas. Os flavonoides mais lipofilicos
podem também romper as membranas microbianas (COWAN, 1999). Podem
apresentar em vertebrados ainda acéo antiinflamatoria, analgésica, hipotensora,
antitumoral, antioxidante, antiviral (SIMOES et al., 2004),indutora da formacao

de hemoglobina , antiespasmaédica e anti-hepatotoxica (DI STASI et al., 1996).

No que se refere ao isolamento bacteriano das amostras, observou-se a
presenca das bactérias Gram-positivas Staphylococcus sp. e  Streptococcus
sp.. Este resultado esta em consonancia com Santos et al. (2009) que ao avaliar
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET-
UFMT), 50 cdes com afeccdes oculares dos quais, 28 com conjuntivite,
observou que a bactéria de maior frequéncia nesta afeccao foi Staphylococcus
intermedius (24,07%) seguida de Staphylococcus aureus (15,74%). Segundo
Slatter (2005) as bactérias S. aureus, S. epidermidis e Streptococcus spp. estao
comumente associadas, a conjuntivite bacteriana primaria. Tanto em machos

como em fémeas houve prevaléncia de bactérias do género Staphylococcus.

Para os testes in vitro da atividade antimicrobiana, os resultados
demonstraram a eficacia do extrato bruto de C. ferrea frente a maioria dos
microrganismos testado, com halos de inibicdo de 8 a 24 mm para o método de
difusdo em poco, 10 a 17 mm para o método de difusdo em disco seco e 14 a
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24 mm para disco umido. Os melhores resultados foram obtidos pelo método de
difusdo em poco e disco umido. O resultado mais significativo foi obtido na
amostra 5 frente a cepa de Staphylococcus sp. que apresentou sensibilidade
ao extrato e resisténcia ao antibiotico. JA na amostra 6, a acao inibitéria do
extrato foi superior a do antibiético padrdo para o mesmo microrganismo, como

evidenciado na Tabela 3 e nas Figuras 3.3 e 3.2 respectivamente.

Tabela 2- Atividade antimicrobiana do extrato de Caesalpinia ferrea frente a 16
cepas bacterianas isoladas de casos de conjuntivite em céaes.

Zona de inibicdo (mm)

Amostra Microganismo Antibidtico/ Poc¢o/ Disco imido/ Disco seco/ Controle /
disco extrato extrato extrato etanol
Staphylococcus sp. 25 14 15 10 0
o Streptococcus sp. 20 8 8 0* 0
Staphylococcus sp. 34 17 17 11 0
. Streptococcus sp. 33 14 14 10 0
03 Staphylococcus sp. 33 23 24 17 0
04 Staphylococcus sp. 35 16 19 11 0
Staphylococcus sp. o? 15 14 10 0
% Streptococcus sp. 28 13 11 10 0
06 Staphylococcus sp. 15 24 24 15 0
07 Streptococcus sp. 30 23 17 16 0
08 Staphylococcus sp. 17 18 15 10 0
09 Staphylococcus sp. 30 24 20 16 0
Staphylococcus sp. 28 24 17 13 0
w0 Streptococcus sp. 21 10 10 0* 0
Staphylococcus sp. 27 23 18 8 0
H Streptococcus sp. 20 10 10 7 0

% Auséncia de inibicdo
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Figura 4- Atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Caesalpinia ferrea
frente a cepas de Staphylococcus sp. em agar Mueller Hinton (1,2,3) e cepa
de Streptococcus sp. em agar sangue (4).

(a) ciprofloxacina, (b) disco seco, (c) disco umido (d) poco, (e) etanol.

O resultado da analise estatistica das bactérias tratadas com o extrato
foi significativo. Para Staphylococcus sp. foi p< 0,001454 para disco seco, e
para Streptococcus sp. foi p< 0,001597 para poco, p< 0,000237 para disco
umido e p< 0,000189 para disco seco. A Concentragao Inibitdria Minima (CIM)
do extrato etandlico foi obtida na concentracédo 3,75 a qual, foi capaz de inibir

as cepas analisadas.

Outros estudos néo direcionados para a conjuntivite confirmaram a
atividade antibacteriana de C. ferrea. Tomaz (2010) constatou pelo método de
difusdo em poc¢co com modificagdes, que o extrato alcodlico do fruto apresentou
atividade antibacteriana frente as cepas padrédo e de campo de Escherichia
coli, Stapphylococcus aureus, Streptococcus sp. Klebsiella sp, Enterobacter sp,
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Bacillus sp e Corinebacterium sp obtidas de vacas com mastite, tendo como
controle positivo a estreptomicina e a gentamicina. Pereira et al. (2009)
também obtiveram positividade, ao avaliar a agdo antimicrobiana do extrato
etandlico da casca, pelo método de difusdo em pocgo frente a S. aureus
isolados de casos de mastite bovina, utilizando como antibidtico padrdo a
penicilina e azitromicina. Sampaio et al. (2009) confirmaram a acéo
antimicrobiana do extrato hidrometandlico, dos frutos sobre cepas padrdo de
Streptococcus mutans, S. salivarius, S. oralis, Candidas albicans e
Lactobacillus casei pelo método de microdiluicio em placas tendo como
padréo inibitério a clorexidina.

Mimosa tenuiflora outra espécie medicinal da caatinga, também
apresentou potencial atividade antimicrobiana. Pereira (2010) avaliou a
atividade antimicrobiana dos extratos etandlico da casca de Mimosa tenuiflora
(urema preta) e Piptadenia stipulacea (jurema branca), duas leguminosas
comumente encontradas na caatinga, pelo método de difusdo em disco frente
as amostras bacterianas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp.
coletadas de leite de bufalas e vacas com mastite clinica e subclinica. O
resultado demonstrou que o extrato de M. tenuiflora apresentou atividade
antimicrobiana in vitro sobre linhagens de S. aureus. J& o extrato etandlico de
P. stipulacea no mesmo modelo utilizado, apresentou fraca atividade
antimicrobiana. Segundo sugere a autora, isto ocorreu devido a pequena
guantidade de tanino encontrada na casca da referida espécie. Bezerra (2008)
que avaliou a fitoquimica e a atividade antimicrobiana dos extratos de M.
tenuiflora e P. stipulacea, confirmou que ambas as espécies vegetais
apresentaram em comum compostos como tanino, flavonas, catequinas
leucoantocianinas, e saponinas, diferindo apenas na presenca de triterpendides
e alcaloides em M. tenuiflora. E o mesmo confirmou que atividade
antimicrobiana da jurema preta frente a cepas padrdo de Echerichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomona aeruginosa, Aeromonas caviae e
Staphylococcus aureus foi superior a observada com o extrato de jurema

branca.
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6 CONCLUSOES

» O presente trabalho demonstrou que o extrato etandlico bruto dos frutos
de Caesalpinia ferrea (pau-ferro) apresentou significativa acao
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp., obtidas de amostras ambulatoriais de caes com
conjuntivite, quando comparado ao antibiotico comercial (ciprofloxacina),

comprovando assim um de seus uso popular.

» Os estudos da triagem fitoquimica confirmaram a presenca de
flavonoides e taninos hidrolisaveis, compostos quimicos com

comprovada atividade antimicrobiana.

» Diversos estudos ainda necessitam ser realizado com o intuito de
aprofundar o conhecimento acerca das diversas acfes de Caesalpinia
ferrea, e seu uso como forma de tratamento alternativo aos antibiéticos
tradicionais e, quem sabe no futuro o desenvolvimento de um

fitofarmaco.

31



REFERENCIAS

AVANCINI, C. A. M.; WIEST, J. M. Atividade desinfetante de Hipepericum
caprifoliatum Cham. e Shclecht-Gutiferae(escadinha,sinampismo), frente a
diferentes doses infectantes de Staphylococcus aureus (agente infeccioso em
mastite bovina). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 10,
n.1, p. 64-69, 2008.

BAUER, A. W.; PERRY, M. B. & KIRBY, W. M. M. 1996. Antibiotc susceptibility
testing by a standardized single disk method, American Journal of Clinical
Pathology. p. 493-496.

BEZERRA, D. A. C. et al. Atividade biolégica da jurema-preta (Mimosa
tenuiflora Wild.) Poir. sobre Staphylococcus aureus isolados de casos de
mastite bovina. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19, n. 4, p. 814-817,
2009.

BEZERRA, D. A. C. Estudo fitoquimico, bromatol6gico e microbiolégico de
Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret e peptadenia stipulacea (Benth) Ducke. 2008.
63 f. Dissertacdo (Mestrado em Sistemas Agrosilvapastoris no Semi-Arido) —
Universidade Federal de Campina Grande, Campina Grande.

CAMARGO, M. T. L. A. Plantas medicinais usadas em rituais afro-
brasileiros: estudos etnofarmacobotanico. S&o Paulo: Icone, 1998. 232p.

CARVALHO, J. C. T. et al. Preliminary studies of analgesic and anti-
inflammatory properties of Caesalpinia ferrea crude extract. Journal of
Ethnopharmacology, v. 53, p. 175 - 178,1996.

CAVALHEIRO, M. G. et al. Atividade bioldgica e enzimatica do extrato aquoso
de sementes de Caesalpinia ferrea Mart., Leguminosae. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v.19, n. 2B, p. 586-591, 2009.

CHANWITHEESUK, A. et al. Antimicrobial gallic acid from Caesalpinia
mimosoides Lamk. Food Chemistry, v. 100, p. 1044-1049, 2007.

COSTA, A. F. Farmacognosia. Lisboa: Fundacao Caloustre Gulbenkia, v . 1,
1982, 1031p.

COSTA, C. T. C. etal. Tanino e sua utilizagcdo em pequenos ruminantes.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.10, n. 4, p. 108-116,
2008.

COWAN, M. M. Plant Products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology
Reviews, v. 12, n. 4, p. 564-582, 1999.

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants.
New York, Ed. Columbia University, 1981.

32



DAL POZZO. et al. Atividade antimicrobiana de 6leo essencial de condimentos
frente a Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina. Ciéncia Rural, v. 41,
n. 4, Santa Maria, 2011.

DI STASI, L. C. (Org.). Plantas medicinais: arte e ciéncia. Sao Paulo:
Universidade Estadual Paulista, 1996. 230 p.

DI STASI, L. C. Plantas medicinais verdades e mentiras: o que 0s usuarios e
os profissionais de saude precisam saber. Sdo Paulo: UNESP, 2007. 131 p.

ESTEVAM, C. S. et al. Perfil fitoquimico e ensaio microbiologico dos extratos
da entrecasca de Maytenus rigida Mart. (Celastraceae). Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 19, n. 1B, p. 299-303, 2009.

FERNANDES, V. F.; ROCHA, A.C. F. Alquimia vegetal: como fazer sua
farmacia caseira. Rio de Janeiro: Nova Era, 1997. 2001 p.

FERREIRA, F. S. et al. Atividade antibacteriana in vitro de extratos de
Rhizophora mangle L.. Revista Brasileira de Plantas medicinais, Botucatu,
v.13, n. 3, 2011.

FERREIRA, S. C.; CARVALHO, O. R.; NAKAJIMA, J. N. A. A familia
Asteraceae em um fragmento florestal. Rodriguésia, Vicosa, v. 60, n. 4, p. 903
-943, 20009.

FERRONATO, R. et al. Atividade antimicrobiana de 0leos essenciais
produzidos por Baccharis dracunculifolia D. C. e Baccharis uncinella
D.C.(Asteraceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v.17, n. 2, 2007.

FRANCO, E. A. P. A diversidade etnobotanica no quilombo olho d’ agua dos
Pires, Esperantina, Piaui, Brasil. 2005, 104 f. Dissertacdo ( Mestrado em
Desenvolvimento e Meio Ambiente) - Universidade Federal do Piaui, Teresina.

FRASSON, A. P. Z.; BITTENCOURT, C. F.; HEINZMANN, B. M. Caracterizagéo
fisica- quimica e biologica do caule de Caesalpinia ferrea Mar. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 13, n. 1, p. 35-39, 2003.

FREITAS, A. C. C. et al. Biological activities of LIBIDIBIA (Caesalpinia ferrea
var.parvifolia (Mart.ex.Tul) L.P. Queiroz pod preparations, Evidence-Based
Complemantary and Alternative Medicine. v. 2012, p. 1-7, 2012.

FREITAS, C. I. A. Avaliacdo da atividade cicatrizante do juca (Caesalpinia
ferrea Mart. ex Tul. Var ferrea) em lesdes cutaneas de caprinos. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.12, n. 3. p. 302 - 310, 2010
GALLEGOS-OLEAS, R. S. et al. Flavonoides de Calotropes procera R. Br.
(Asteraceae). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu v.10, n.1,
p. 29 - 33, 2008.

GELATT, K. N. Manual de oftalmologia Veterinaria. Sdo Paulo, 2003, 594 p.

33



GROOVE, D. C.; RANDAL, W. A. Assay methods of antibiotic a laboratory
manual medical encyclopedie, Nova York, 1955. 238 p.

HARVEY, J. Hierbas. Barcelona: Ediciones Instituto Parramdn, 1978.

LEITE, G. L. D. et al. Efeito de boldo chinés do sab&o de coco e da
cipermetrina na mortalidade de pulgas em cachorro doméstico. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 8, n. 3, p. 96-98, 2006.

LIMA, E.Q.; PEREIRA, M. S. V. Perfil de extrato de plantas sobre
Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina. Revista de Biologia e
Farmécia, v. 3, n.1, p. 198-209, 2009.

LOBO, K. M. S. et al. Avaliacdo da atividade antibacteriana e prospeccéo
fitoquimica de Solanum paniculatum Lam. e Operculina hamiltonii (G.Don) D. F.
Austin & Staples do semi-arido paraibano. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, Botucatu, v.12, n. 2, p. 227- 233, 2010.

LOGUERCIO, A. P. et al. Atividade antibacteriana do extrato hidro-alcodlico de
folhas de jambolao (Syzyum cumini (L.) Skell). Ciéncia Rural, Santa Maria, v.
35, n. 2, 2005.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e
exoticas cultivadas. Sao Paulo: Nova Odessa, Instituto Plantarum, 2002. 528 p.

MATOS, F. J. A. Introducéo a fitoquimica experimental. Fortaleza:
Universidade Federal do Ceara, 1997.

MOORE, R. D. et al. Prevalence of ocular microrganisms in hospitalized and
stableid horses. American Journal and Veterinary Researche, v. 49, p. 773-
7771988.

OLIVEIRA, A. F. et al. Avaliacdo da atividade cicatrizante do juca (Caesalpinia
ferrea Mart.ex Tul.var. ferrea) em lesdes cutaneas de caprinos. Revista
Brasileira de Plantas medicinais, Botucatu, v. 12, n. 3, p. 302-310, 2010.

PENTLARGE, V. W. Doencas Oftalmicas externas e glaucoma. In: LORENZ,
M. D.; CORNELIUS, L. M. ; FERGUNSON, D. C. Terapéutica clinica em
pequenos animais. Rio de Janeiro: Interlivros, 1996. cap. 14.

PEREIRA, A. V. Estudo da acao dos extratos de Mimosa tenuiflora (Wild)
Poiret. e Peptadenia stipulaceae (Benth) Ducke sopre cepas microbianas de
mastite em bufalas. 2010.100 f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Campina Grande, Campina Grande.

PEREIRA, A. V. et al. Perfil de extrato de plantas sobre Staphylococcus aureus

isolados de mastite bovina. Revista de Biologia e Farmacia, v. 3, n.1, p.198-
209, 2009.

34



PEREIRA, A.V. et al. Atividade anti-fungica do neen e jurema — preta sobre
cepas de Candida spp isolados de vacas com mastite subclinica no estado de
Pernambuco, Revista Brasileira de Farmacognosia, v.19, n. 4, 2009.

PEREIRA, I. A. Avaliacao do perfil de atividade de azitromicina frente a
isolados bacterianos provenientes de processos infecciosos em animais de
companhia. 2007. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Veterinaria) —
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica.

PEREIRA, L. P. et al. Polysaccharide fraction of Caesalpinia ferrea pods:
Potential anti- inflammatory usage. Journal of Ethnopharmacology, v. 139,
p.642-648, 2012,

PETER, V. M. et al. Evaluation of reproductive toxicity of aqueous extract of
the fruits from Caesalpinia ferrea Mart. in rats. Botanica Latinoamericana e
Caribe, Plantas Medicinais Aromaticas, v. 7, n. 5, p. 268-272, 2008.

PHARMACIA BRASILEIRA. Saude elabora Relacéo de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS. Ano XIlI, n. 70, p. 77 — 78, 2009.

ROCHFORT, S.; PARKER, A. J.; DUNSHEA, F. R. Plant bioactives for
ruminant health and productivity. Phytochemistry, v.6, p.299-322, 2008.

SAMPAIOQ, F. C. et al. In vitro antimicrobial activity of Caesalpinia ferrea Matius
fruits against oral pathogens. Journal of Ethofarmacology, v. 124, p. 289-
294, 2009.

SANTOS, A. P. L. Estudo fitoterapico da planta Solanum paniculatum L.
(jurubeba) em ovinos naturalmente infectados por nematoides gastrintestinal no
sertdo paraibano. 2007. 59 f. Dissertacdo ( Mestrado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Campina Grande, Patos.

SANTOS, L. G. F. et al. Microbiota conjuntival de caes higidos e com afec¢des
oftalmicas. Acta Scientiae Veterinary, Cuiaba, v. 37, n. 2, p. 165-169, 2009.

SILVA, M. A. R. et al. Antibiotic activity of the extract of Punica granatum Linn.
over bovine strains of Staphylococcus aureus. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v.18, n. 2, p. 209-212, 2008.

SIMOES, C.M.O. et al. Plantas da medicina popular no Rio Grande do Sul.
Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1998. 173 p.

SIMOES, C. Indicativo do potencial antioxidante de Cleome rosea. In: Jornada
Paulista de Plantas Medicinais, 5., 2001, Botucatu. Anais... Botucatu, SP: Ed.
UNESP, 2001, p. 179.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P. A pesquisa e a producao brasileira de
medicamentos a partir de plantas medicinais: a necessaria interacédo da
indUstria com a academia. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 12, n. 1,
p. 35-40, 2002.

35



SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto
Alegre, editora da UFRGS/ UFSC, cap. XXIV, p. 615, 2004, 1102 p.

SLATTER, D. Lacrimal System . In: . Fundamental of veterinary
ophthalmolog . W. B. Sunders Company, 2005, cap. VIII, p. 221 — 231,
686 p.

SOARES, S. F. Estudo darepeléncia do extrato de plantas e do DEET (N,
N-diethyl-M-toluamida) em Amblyomma cajannense (Acari: Ixodidae). 2008.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Federal de Goi4,
Goiania.

SOUSA, M. E. Flora bacteriana aerdbia conjuntival de caes clinicamente
normais. 2001, 45f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

SOUZA, A. A .; WIEST, J. M. Atividade antibacteriana de Aloysia gratissima

(Gil et Hook) Tronc. (garupa erva-santa), usada na medicina tradicional do Rio
Grande do Sul- Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.
9, n. 3, p. 23-29, 2007.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botanica Sistematica. Sao Paulo: Nova
Odessa, 640 p. 2005.

TOMAZ, K. L. R. Atividade antimicrobiana do extrato alcodlico do fruto da
Caesalpinia ferrea Mart. frente a bactérias causadoras de mastite bovina. 2010.
64 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, Mossoré.

TRESVENZOL, L. M. F. et al. Composi¢ao quimica do 6leo essencial e
atividade antimicrobiana da Memora nodosa (Bignoniaceae). Latin American
Journal of Pharmacy, v.28, n.4, p. 513-519, 2009.

UESUGUI, E. et al. Identificacdo laboratorial dos patdégenos oculares mais
frequentes e sua suscetibilidade in vitro aos agentes microbianos. Arquivo
Brasileiro de Oftalmologia, v. 65, p. 339-342, 2002.

VASCONCELOS, C. F. B. A. G. Hipoglycaemic activity and molecular
mechanisms of Caesalpinia ferrea Martius bark extract on streptozotocin-
induced diabetes in wistar rats. Journal of Ethnopharmacology, n.9, p. 1-9,
2011.

WHITLEY, R. D.; MOORE, C. P. Microbiology of the equine eye inhealth and

disese. Veterinary Clinical of North American in Large Animal Practice,
v. 6, p. 451- 466, 1984.

36



