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RESUMO

As afeccbes do sistema tegumentar sdo importantes na clinica de pequenos animais, a
instituicdo de uma terapia adequada, em etiologia bacteriana, é prejudicada quando o antibiético
de primeira escolha ndo é eficaz e a sua escolha torna-se limitada quanto mais resistente se
apresentar a bactéria, essa resisténcia é fonte de preocupacédo para a medicina veterinaria, sendo
0 uso improprio e abusivo dos antibioticos uma das principais causas da selecdo de bactérias
resistentes que vém se disseminando mundialmente. Dentre as pesquisas existentes, destacam-
se aquelas visando a bioprospeccdo com extratos de plantas medicinais em infeccdes
bacterianas, um exemplo dessas plantas utilizadas na medicina popular, mas sem comprovacao
cientifica, € a Euphorbia tirucalli Linneau, conhecida popularmente como Avel6s. O presente
trabalho objetivou determinar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos etanolicos vegetais
da planta Avel6s (Euphorbia tirucalli L.) em bactérias, isoladas e identificadas morfo-
tintorialmente, provenientes de lesdes cutaneas de pequenos animais. Duplicatas de Placas de
Petri (A1 e Az) contendo agar Mueller-Hinton foram semeadas em superficie com culturas
bacterianas de dermatopatias caninas e felinas. Foi utilizado o método de difusdo em &gar,
através do teste de difusdo em disco inoculando 20 pL das dilui¢des dos extratos testados (Latex
100% e Parte Aérea 100%, 80%, 60%) em discos brancos. As placas foram incubadas a
37°C/24h. Os halos de inibicdo quando existentes foram medidos e registrados. Os resultados
mostraram que o extrato da Euphorbia tirucalli Linneau apresentou potencial antimicrobiano
sobre o crescimento bacteriano, com formacéo de halos de inibicao variando de 0,2 a 10,0 mm
de didametros. A atividade antibacteriana confirmada foi apenas para o extrato etandlico da parte
aérea, podendo ser devido a presenca de taninos, saponinas e flavondides que apresentam
diversas aplicagdes bioldgicas comprovadas, embora padrées de sazonalidade parecem ter
influenciado na capacidade inibitdria do latex. Estes resultados mostraram que a utilizac¢éo do
extrato etanolico da Euphorbia tirucalli Linneau pode ser uma alternativa promissora para o
controle de microrganismos bacterianos dermatoldgicos patogénicos na clinica médica de
caninos e felinos.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, avel6s, dermatologia, extrato alcodlico.



ABSTRACT

IN VITRO STUDY OF THE ANTIBACTERIAL ACTION OF EUPHORBIA TIRUCALLI
LINNEAU IN MICROORGANISMS ISOLATED FROM DERMATOPATHIES OF DOGS
AND CATS.

The affections of the integumentary system are important in the small animal clinic. The
establishment of a suitable therapy, in bacterial etiology, is impaired when the antibiotic of first
choice is not effective and its choice becomes limited the more resistant the bacterium presents.
This resistance is a source of concern for veterinary medicine, and improper and abusive use of
antibiotics is one of the main causes of the selection of resistant bacteria that has spread
worldwide. Among the existent researches, those that aim at bioprospecting with extracts of
medicinal plants in bacterial infections, an example of these plants used in popular medicine,
but without scientific evidence, is the Euphorbia tirucalli Linneau, popularly known as Avelos.
The present work aimed to determine the in vitro antibacterial activity of the plant extracts of
the Avelds (Euphorbia tirucalli L.) plant in bacteria, isolated and identified morpho - tintorially,
from skin lesions of small animals. Duplicates of Petri dishes (A1 and Az) containing Mueller-
Hinton agar were seeded on the surface with bacterial cultures of canine and feline
dermatopathies. The agar diffusion method was used by the disc diffusion test inoculating 20
uL of the dilutions of the tested extracts (Latex 100% and Air Part 100%, 80%, 60%) on white
discs. Plates were incubated at 37 ° C / 24h. Inhibition halos where available were measured
and recorded. The results showed that the extract of Euphorbia tirucalli Linneau presented
antimicrobial potential on bacterial growth, with formation of inhibition halos varying from 0.2
to 10.0 mm of diameters. The confirmed antibacterial activity was only for the ethanolic extract
of the aerial part, and may be due to the presence of tannins, saponins and flavonoids that have
several proven biological applications, although patterns of seasonality seem to have influenced
the inhibitory capacity of the latex. These results showed that the use of the ethanolic extract of
Euphorbia tirucalli Linneau may be a promising alternative for the control of pathogenic
bacterial dermatological microorganisms in the canine and feline medical clinic.

Key words: antimicrobial activity, avelds, dermatology, alcoholic extract.
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1. INTRODUCAO

Os distarbios do sistema tegumentar tém ampla importancia na clinica médica de
pequenos animais, correspondendo a aproximadamente 30 a 40% dos casos (MATOS et al.,
2012). Segundo Cardoso et al. (2011), 31,38% dos animais atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade Estadual do Norte do Parand (UENP) apresentaram problemas dermatoldgicos.
A infec¢do bacteriana € comum em dermatopatias, estando secundaria a um problema latente
gue modifica negativamente a resisténcia da pele (PENA, 2007). Dentre os relevantes agentes
etioldgicos bacterianos, encontram-se 0s géneros Staphylococcus e Streptococcus, sendo o
Staphylococcus pseudointermedius o de maior ocorréncia (MATOS et al., 2012).

A aplicacdo de uma terapia apropriada, de etiologia bacteriana, é prejudicada quando o
antibidtico de primeira escolha € ineficaz, além da escolha deste antibidtico tornar-se limitada
guanto maior resisténcia apresentar a bactéria (SALAZAR, 2011). Os animais de companhia
sdo potenciais portadores de bactérias resistentes. Embora anteriormente tenha-se demonstrado
menor interesse nestas espécies, quando comparadas aos animais de producdo, atualmente isso
tem mudado, gragas ao maior nimero de estudos mostrando animais de companhia infectados
ou colonizados por espécimes bacterianas multirresistentes (MURPHY et al., 2009).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos é preocupante tanto na medicina quanto
na veterinaria, devido ao uso improéprio e abusivo dos antibiéticos, um dos principais motivos
da selecdo de microrganismos resistentes, que vem disseminando-se mundialmente
(MEIRELES, 2008), transformando-se em um problema na satde animal e humana. A busca
de substancias ativas provenientes de plantas desperta interesse, devido a grande variedade de
compostos com possivel atividade antimicrobiana (CLEFF, 2008). Além disso, em
consequéncia da atual problematica da resisténcia a terapia antimicrobiana na medicina
veterinaria, muitos trabalhos estdo sendo realizados a procura de novas moléculas ou novas
opcdes terapéuticas, que substituam ou somem-se aos tratamentos ja existentes (GIORDANI,
2013). Das pesquisas conhecidas, destacam-se as que visam a descoberta de substancias
biolégicas com extratos de plantas medicinais, com finalidade profilatica e curativa, em
infeccdes bacterianas (CLEFF, 2008), sendo que o uso popular tradicional serve como guia para
pesquisas farmacoldgicas nesta area (MICHELIN et al., 2005).

O Brasil possui a maior reserva florestal variada do planeta, entretanto, mesmo havendo
progresso de trabalhos cientificos a respeito da avaliacdo do potencial terapéutico das plantas,
ainda héa caréncia de estudos sobre a maioria das espécies em contexto mundial. Grande parte

das publicagdes mencionam ensaios empiricos baseados no dito popular, com 1% das espécies



12

vegetais validada por estudos cientificos (FRANCISCO, 2010). Segundo Agra et al. (2007), o
Brasil corresponde a 25% da flora mundial, tendo mais de cem mil espécies. Dentre este elevado
namero, a Euphorbia tirucalli Linneau (Avel6s) vem recebendo credibilidade da ciéncia devido
seu amplo espectro funcional oriundo da cultura popular.

No Brasil, a espécie foi cultivada para diversos fins. Assim, ganhou destaque seu uso na
medicina n&o tradicional e no paisagismo, utilizada como “cercas-vivas”, separando as lavouras
agricolas ou propriedades, na regido Nordeste do Brasil (LORENZI; MATOS, 2002). Desde a
antiguidade, ha registros da Euphorbia tirucalli L. e de outras espécies da familia botanica em
herbérios e farmacopeias, tanto da Africa como do continente europeu, contendo a descricéo
das indicacOes e propriedades terapéuticas (PALMIERI et al., 2005), incluindo determinadas
obras dos antigos mestres naturalistas, como Hipdcrates no século V a.C., e Paracelso, no século
XVId.C. (VARRICCHIO et al., 2008b).

Apesar da reconhecida toxicidade, a Euphorbia tirucalli L. tem sido utilizada na medicina
popular no tratamento de varios distarbios de saude, contudo, sem apoio cientifico quanto as
suas indicacBes e concentragdes aplicadas, como também as partes da planta utilizadas,
tornando-se um risco para as pessoas que a utilizam. Entretanto, a planta ndo deixa de ser um
objeto de estudo interessante para disponibilizar uma nova opcao de droga vegetal a terapéutica
na medicina veterinéria.

Este trabalho tem como objetivo determinar a atividade antibacteriana in vitro dos
extratos etandlicos vegetais da planta Avelds (Euphorbia tirucalli L.) em bactérias, isoladas e
identificadas morfo-tintorialmente, provenientes de lesdes cutaneas de pequenos animais
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba — UFPB / Campus I,
Areia-PB.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Dermatopatias Bacterianas

A presenca bacteriana em lesdes cutaneas ndo significa obrigatoriamente uma infeccao.
A maior parte das feridas manejadas corretamente possuem melhoras, porém fatores relativos
ao paciente como idade, imunossupressdo, doengas concomitantes, tipo, quantidade e
patogenicidade dos microrganismos, influenciam a evolucdo do quadro (BAHR ARIAS et al.,
2008). Variados agentes podem estar envolvidos nas doengas da pele em geral, como bactérias,
parasitas e fungos, levando a quadros clinicos distintos, tanto localizados quanto disseminados
(MATOS et al., 2012).

Dos principais agentes etiologicos bacterianos presentes na dermatologia de pequenos
animais estdo o0s géneros Staphylococcus e Streptococcus. Em destaque a espécie
Staphylococcus intermedius, presente na maior parte dos casos de piodermite canina
(BARBOSA et al., 2011). Isolados de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. tem sido
descritos como causadores de piodermites secundarias, onde ja& hd uma injdria na pele,
modificando a resisténcia da mesma e assim, possibilitando a proliferacdo bacteriana (CONTE,
2008). Segundo Mendes (2011), o Staphylococcus sp. compdem a microbiota residente da pele,
além de possuir facilidade de multiplicacdo gracas a alteracdo de outras populacGes bactérias,
podendo ser isolado frequentemente nas feridas de cées e gatos.

Das afeccbes na clinica médica de animais de companhia, as lesdes cutaneas destacam-
se por sua frequéncia. A grande maioria € decorrente de atropelamentos e mordidas. A maioria
das feridas tornam-se infectadas, irresponsivas ao tratamento preconizado (BAHR ARIAS et
al., 2008). Além disso, a instituicdo de uma terapia correta pode ser atrasada, caso o antibidtico
de primeira escolha seja ineficaz, e a escolha medicamentosa torna-se mais limitada quanto
mais resistente for a bactéria (SALAZAR, 2011). No estudo realizado por Kempfer (2010), em
79 culturas analisadas de secre¢Oes cutaneas, 23 foram consideradas polimicrobianas e 56

monomicrobianas.
2.2. Resisténcia Bacteriana

Hoje, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é uma preocupacdo para a medicina
humana e veterinaria. O uso improprio e abusivo dos antibioticos € uma das principais causas
da seletividade de bactérias resistentes, disseminando-se por todas as regides do planeta
(MEIRELES, 2008). A resisténcia antimicrobiana é inerente as bactérias, sendo identificada na

medicina dois anos apds a introducdo da penicilina em 1941 (BAHR ARIAS et al., 2012).
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Porém, atualmente métodos laboratoriais tem capacidade de predizer essa resposta, ao testar in
vitro a sensibilidade de isolados clinicos aos antimicrobianos e dosando as concentraces do
farmaco em fluidos do hospedeiro (AGOSTINIS et al., 2013).

Assim como 0 uso excessivo de antimicrobianos em humanos leva a selecao de estirpes
de bactérias resistentes, da mesma forma ocorre com os animais (SINGER et al., 2003). A
prescricdo do farmaco deve ser baseada nos testes de identificacdo bacteriana, tanto na
capacidade em atingir a concentracdo adequada no organismo quanto a sensibilidade do

microrganismo ao farmaco (VIEIRA, 2012).
2.3. Euphorbia Tirucalli Linneau

A Euphorbia tirucalli Linneau (Figura 1), € uma espécie do género Euphorbia, da familia
botanica Euphorbiaceae, a qual estd distribuida principalmente em regiGes tropicais e
temperadas do planeta (parte dos continentes africano, asiatico, norte, centro e sul-americanos).
Pertence a uma das maiores familias de dicotiledéneas, a qual conta com aproximadamente 300
géneros e 7500 espécies. E uma planta originaria da Africa, que atinge até nove metros de altura
em seu habitat natural. Contém os troncos verdes cilindricos ramificados, com folhas e flores
pequenas, tendo no interior de cada flor seu fruto encapsulado (Figura 2) com trés sementes
ovais, suas flores sdo amarelo-esverdeadas, raras, estando na extremidade dos galhos (Figura
3) (WACZUK et al., 2014).

7 S ) LV T AL SRS
Figura 1 - Euphorbia tirucalli Linneau (Avelds).
Fonte — Mad farmer. 2018. “Euphorbia tirucalli L”. Evergreen
Euphorbia Tirucalli - descricéo da flor com foto, atendimento
domiciliar. Acedido em 06 de Novembro de 2018.
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Figura 2 — Fruto encapsulado proveniente da flor da Figura 3 — Flor da Euphorbia tirucalli Linneau.
Euphorbia tirucalli Linneau. Fonte — FAPEMA. 2014. “Euphorbia tirucalli L”.
Fonte — UEPB. 2011. “Euphorbia tirucalli L”. Estudo do Estudos no Maranhdo apontam a planta avel6s
uso do aveloz (Euphorbia tirucalli) no tratamento de como tratamento ao vitiligo. Acedido em 06 de
doengas humanas: uma revisdo. Acedido em 06 de Novembro de 2018
Novembro de 2018.

E uma planta xerofila, ou seja, adapta-se com facilidade em solos secos e pobres, em
ambientes abertos ou expostos a luz, embora se plantada em solos Umidos, seu desenvolvimento
torna-se lento. A planta tem sensibilidade a clima frio intenso, recomendando-se planta-la no
periodo entre o final da primavera e o inicio do verdo. Gracas a isso, ela teve propagacao
especialmente nas regides de clima quente, como Norte e Nordeste, quando chegou no Brasil
(SILVA etal., 2014), sendo utilizada como arbustos ou cercas-vivas em propriedades da regido,
por ser bastante resistente ao clima seco (LORENZI et al., 2003). E popularmente conhecida
como avelds, coroa-de-cristo, arvore de Sdo Sebastido, cabelo-do-diabo, cachorro-pelado,
labirinto, figueira-do-diabo, dedo-do-diabo, entre outros (MACHADO, 2007).

Interiormente, suas hastes possuem um liquido suculento e toxico (latéx) (Figura 4), cujo
uso tem sido estudado no tratamento de algumas doengas humanas (LORENZI et al. 2003). Em
contato com a pele se torna corrosivo provocando reacdes alérgicas, além de diarreias, palidez,
vomitos, hepatotoxicidade e efeito carcinogénico (LIMA et al., 2004; WACZUK et al., 2014).
Em contato com os olhos causa ardéncia, dificuldade visual, conjuntivite (OLIVEIRA et al.,
2007) e se o paciente ndo tiver o correto atendimento, evolui para cegueira e necrose tecidual
(BATISTA et al., 2014).
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Figura 4 — Latex da Euphorbia tirucalli Linneau.
Fonte — Researchgate. 2011. “Euphorbia tirucalli L”. Analysis
of in vitro activity of high dilutions of Euphorbia tirucalli L. in
human melanoma cells. Acedido em 06 de Novembro de 2018.

Segundo Tofanelli & Silva (2011), o latex é constituido quimicamente por
hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, latéx, goma tirucalli, resina, diterpenos do tipo tigliano
(ésteres de phorbol) e ingenano (ésteres de ingenol), 4-desoxiforbol e 1,2-O-
tetradecanoilforbol-1,1,3-acetato, 120 (22) (4E) octadienol-1,4-deoxiforbol-1,1,3-acetado,
acido 3, 3'di-O-metileldgico, betasitosterol, &cido eldgico, acido citrico, eufol, euforona,
hentriacontanol, glucose, isoeuforal, kaempferol, 4cido malico, sapogenina acetatos, acido
succinico, taraxasterol taraxerina e tirucalol. Hoje, as substancias de maior interesse
farmacoldgico sdo os diterpenos do tipo tigliano (ésteres de phorbol) para feitio toxicoldgico,
os diterpenos do tipo ingenano (ésteres de ingenol) e o triterpeno eufol com caréater terapéutico.
Outros autores como Goyal et. al. (2012) e James et. al. (2010) descrevem a presenca de taninos
e flavondides como reconstituidor da matriz extracelular do colageno.

A planta é conhecida no Brasil por atuar popularmente como larvicida, bactericida,
moluscida, anti-helmintica, antitumoral, antibacteriana, antimutagénica, antisséptica, laxativa,
anti-inflamatoria, anticancerigena, anti-herpes, antissifilitico e cicatrizante, também ¢
responsavel pelo tratamento complementar de algumas doencas infectocontagiosas e
neoplasicas (BATISTA et al., 2014; SAUAIA FILHO et. al., 2013; SANTOS et al., 2013). A
planta além de ser usada como repelente na Africa, também é utilizada em diversos continentes
contra picada de cobra (SAMPAIO et al., 2011), dores de dente, algumas parasitoses, tumores
de pele e ulceras, sangramentos nasais, infec¢des bacterianas, hemorroidas, dores de ouvido,
tosse, asma, reumatismo, colicas e cancer (COSTA, 2012).

Apesar da reconhecida toxicidade, a E. tirucalli L. vem sendo utilizada desde muito
tempo na medicina popular humana no tratamento de varios distdrbios de saide, contudo, sem
amparo cientifico adequado quanto as suas indicacdes e concentracdes empregadas, bem como,
guanto as partes da planta utilizadas, gerando, assim, um risco para 0s usuarios. Entretanto,

paradoxalmente, a planta ndo deixa de constituir-se como um objeto de estudo interessante para


https://www.researchgate.net/publication/289320373_Analysis_of_in_vitro_activity_of_high_dilutions_of_Euphorbia_tirucalli_L_in_human_melanoma_cells?_sg=t-GYdlROj1IqyU5QpwayQVxP3ZgRuMVf3GL59oVNqInmr3vdoX1twxAO5qpBzxpEWxVFPUnSZZUvkF9n7IkKYfKv77dAscMcVw
https://www.researchgate.net/publication/289320373_Analysis_of_in_vitro_activity_of_high_dilutions_of_Euphorbia_tirucalli_L_in_human_melanoma_cells?_sg=t-GYdlROj1IqyU5QpwayQVxP3ZgRuMVf3GL59oVNqInmr3vdoX1twxAO5qpBzxpEWxVFPUnSZZUvkF9n7IkKYfKv77dAscMcVw
https://www.researchgate.net/publication/289320373_Analysis_of_in_vitro_activity_of_high_dilutions_of_Euphorbia_tirucalli_L_in_human_melanoma_cells?_sg=t-GYdlROj1IqyU5QpwayQVxP3ZgRuMVf3GL59oVNqInmr3vdoX1twxAO5qpBzxpEWxVFPUnSZZUvkF9n7IkKYfKv77dAscMcVw
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oferecer uma nova opcdo de droga vegetal a terapéutica animal. Nesse sentido, a presente
pesquisa, sem precedente na literatura veterinaria consultada, descreve a avaliagdo da atividade
antibacteriana in vitro do Avelds (Euphorbia tirucalli L.) em microorganismos isolados,
coletados de regido lombar, maxilar, cervical lateral e auricular de animais de companhia

atendidos no Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias — CCA/UFPB.
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3. METODOLOGIA

O espécime utilizado (Euphorbia tirucalli L.) foi coletado em Areia/PB (CEP: 58397-
000; WGS84: 6° 57 46" S, 35° 41’ 31" W), municipio brasileiro do estado da Paraiba, fundado
em 1846, situado na microrregido do Brejo Paraibano e mesorregido do Agreste Paraibano, com
uma éarea de aproximadamente 269,424 Km?. Possui clima ameno, com temperaturas que
chegam a 8°C no inverno e, em dias quentes, a 30°C. As coletas foram realizadas nos turnos da
manha e/ou tarde (média de 21.7°C) em dias alternados compreendendo o periodo de outubro
de 2017 a junho de 2018. O material vegetal utilizado foi submetido a dois métodos para
extracao de seus compostos metabolicos, a extracdo do latex e a producéo do extrato a partir da
parte aérea da planta.

Depois da coleta, as partes aéreas da planta destinaram-se ao Laboratério de Quimica
Organica do Departamento de Quimica e Fisica da UFPB / Campus Il, onde foram lavadas em
agua destilada, com descarte dos ramos atacados por pragas ou doencas. Logo apds, as mesmas
foram cortadas, pesadas (63,19) e trituradas no liquidificador em contato com o &lcool etilico a
99,8% (140ml). Durante o periodo de extracdo, 0 macerado foi acondicionado em pote de vidro,
devidamente fechado, no Hospital Veterinario da UFPB / Campus Il - Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva (Figura 5), sendo mantido a temperatura climatizada (em torno de 18°C),
sob abrigo da luz (envolto por papel aluminio), sendo homogeneizado a cada 24 horas e filtrado
com auxilio de papel filtro (Qualy - 205um/espessura; 14pum/poros) e funil de vidro a cada 72
horas (Figura 6). Apés 72 horas, o material vegetal residual (Figura 7) foi submetido novamente

ao etanol a 99,8%, aplicando-se a maceragao exaustiva até a extracdo total de seus metabolitos.

Figura 5 — Laboratério de Medicina Figura 6 — Processo de filtragdo do macerado pds-triturado
Veterinaria Preventiva — UFPB/CAMPUS 1. da parte aérea da Euphorbia tirucalli Linneau, no Laboratério
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018. de Medicina Veterinaria Preventiva — UFPB/CCA.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.




19

Figura 7 - Material vegetal residual da Euphorbia tirucalli Linneau.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Apbs filtracdo, o extrato foi encaminhado novamente ao Laboratério de Quimica
Analitica para ser concentrado em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida, a 60°C, para
aproximadamente 1/4 do seu volume (Figura 8). O extrato filtrado e concentrado retornou ao
Laboratdrio da Preventiva, onde foram preparadas dilui¢des seriais de diferentes concentracdes
(100%, 80% e 60%) com o uso de solucdo salina estéril. As diluicGes foram acondicionadas
individualmente em tubos falcons, fechados e identificados, protegidos da incidéncia de luz
envoltos por papel aluminio e mantidos sob refrigeracdo a 4,4°C até o momento de suas

utilizagGes nos experimentos.

Figura 8 — Extrato da Parte Aérea da Euphorbia tirucalli Linneau sendo concentrado em evaporador rotatdrio
sob pressao reduzida, no Laboratério de Quimica Analitica — UFPB/CCA.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.
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Por sua vez, o latex foi coletado através da acdo mecanica lesiva aos tecidos vegetais,
recolhido em tubos falcons com tampa rosqueével previamente esterilizados, acrescentado de
alcool etilico a 99,8% (10ml). Os tubos com as amostras de latex devidamente identificados
foram envolvidos em papel aluminio e encaminhados ao Laboratério de Quimica Organica,
onde foram concentrados em evaporador rotatério sob pressdo reduzida (60 °C) para
aproximadamente 1/3 do seu volume (Figura 9). O latex na concentracdo de 100% retornou ao
Laboratorio da Preventiva e foi acondicionado em baldo de vidro fechado e identificado,
protegido da incidéncia de luz envolto por papel aluminio e mantido sob refrigeracdo a 4,4°C

até o momento de sua utilizacdo no experimento.

Figura 9 — Extrato do latex da Euphorbia tirucalli Linneau sendo concentrado em evaporador rotatorio sob
pressao reduzida, no Laboratdrio de Quimica Analitica — UFPB/CCA.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Para os testes de atividade antimicrobiana in vitro, foram utilizadas as linhagens
bacterianas de dermatopatias caninas e felinas provenientes do Projeto de Extensdo em
Dermatologia e Oftalmologia— PROBEX 2018, desenvolvido no Hospital Veterinario do CCA-
UFPB. As cepas bacterianas foram coletadas e encaminhadas ao Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva, sendo semeadas em agar sangue de carneiro (Figura 10, 11 e 12) e
incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C, prosseguindo com analises visuais, de
identificacdo morfotintorial, além de testes complementares (Catalase, Oxidase e Coagulase).
Posteriormente preparou-se o agar Mueller Hinton, o qual foi distribuido em placas de Petri de

90 x 15 mm de diametro contendo aproximadamente 20 mL do meio.
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Figura 10 — Agar Base Sangue. Figura 11 — Sangue de carneiro desfibrinado.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018. Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Figura 12 — Semeadura das cepas bacterianas em &gar sangue de carneiro.
Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Diluiu-se os microrganismos em solucéo salina estéril (2ml) comparando com a turvagao
da escala 0,5 da escala Mc Farland (aproximadamente 108 UFC/mL) e em seguida 100 pL de
cada solucdo, ja obedecendo os padr@es de turbidez, foi semeado na superficie da placa de petri,
contendo o &gar Mueller Hinton, com auxilio de al¢ca de Drigalsky em quatro sentidos:
horizontal, vertical, diagonal e circular para evitar o crescimento de colénias isoladas. As placas
foram mantidas entreabertas na Cabine de Seguranca Bioldgica pelo tempo méaximo de 5
minutos, permitindo a absorcao/evaporacdo do excesso de umidade (WAYNE, 2002).

Para determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos etanolicos foi
utilizado o método de difusdo em agar, através do teste de difusdo em disco estabelecido como
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padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) (WAYNE, 2002).
A metodologia consistiu em aplicar 20 pulL dos extratos etandlicos da Euphorbia tirucalli L. (nas
concentracOes de latex (100%) e da parte aérea — P.A. (100%, 80% e 60%) nos discos brancos
esterilizados. Em seguida colocou-se os discos sobre o meio de cultura (Mueller Hinton)
previamente inoculado com a carga microbiana (108 UFC /mL) (CHATTOPADHYAY et al.,
2002; KARAMAN et al., 2003). Como controle positivo foram utilizados discos de antibioticos
(Amoxicilina + Acido Clavulanico; Cefalexina) e como controle negativo o alcool etilico — A.E.
a 99,8%, aplicado com a mesma proporcao dos extratos sobre discos brancos.

Em seguida as placas foram incubadas a 37 °C em estufa bacteriologica durante 24 hs.
Os testes foram realizados em duplicata e os resultados expressos em milimetro (mm) pela
média aritmética do diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos nas duas
repeticdes. Os halos foram medidos com régua milimetrada, realizadas com leituras visuais.

Os dados obtidos foram tabulados por meio do Excel 2016, onde foi usado o teste de
comparagBes multiplas para verificar se houve diferenca de média entre os tratamentos
analisados (Amoxicilina + Acido Clavulénico, Cefalexina, P.A. 100%, P.A. 80% e P.A. 60%).
Os tratamentos foram testados e comparados isoladamente pelo teste de Tukey. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

As Tabelas 1 e 2 apresentam o comportamento das cepas bacterianas testadas frente aos
extratos etanolicos da Euphorbia tirucalli L. (Latex 100%, Parte Aérea—P.A. 100%, 80%, 60%
e Alcool Etilico — A.E. 99,8%) em funcdo do tamanho do halo de inibi¢o de crescimento.
Nesse experimento, foi considerado produto ativo aquele com atividade antimicrobiana, apenas
pela presenga de halo de inibi¢&o de crescimento, independentemente do seu tamanho. Todos
os produtos (extratos e controle negativo) foram testados na concentragao de 20 pL. De acordo
com os resultados obtidos na Tabela 1, verificou-se que o extrato etandlico da Parte Aérea
(P.A.) foi o Unico que apresentou atividade sobre as cepas ensaiadas apresentando halos de
inibicdo de crescimento que variaram de 0,0 a 10,0 mm de didmetro. O extrato da P.A. 100%
apresentou atividade inibitdria sobre todas as amostras bacterianas do grupo “A1” (variando de
1,0 a 10,0 mm de diametro/halo), assim como também foi verificada na concentracdo de 80%
(variando de 0,5 a 9,0 mm de diametro/halo), ja o extrato na concentragdo de 60% néo
apresentou halo de inibi¢do de crescimento nas amostras bacterianas VII e VIII (variando de
0,0 a 7,0 mm de didmetro/halo). O extrato etandlico do Latex 100% e o &lcool etilico (A.E.) a

99,8% ndo apresentaram atividade sobre as amostras bacterianas ensaiadas.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos etandlicos da Euphorbia tirucalli L. (Latex 100%,
P.A. 100%, 80%, 60% e A.E. 99,8%) sobre amostras bacterianas —“A1”. (P.A.: Parte aérea; A.E.: Alcool Etilico).

PRODUTOS TESTADOS / CONCENTRAGAO /
TAMANHO DO HALO (mm)

AMOSTRAS BACTERIANAS - “A;”

P.A. P.A. P.A. LATEX A.E.

100% 80% 60% 100% 99,8%
I (piloto) 10,0 9,0 7,0 0,0 0,0
[} 2,0 1,0 0,2 0,0 0,0
n 4,0 2,0 0,2 0,0 0,0
v 4,0 2,0 0,5 0,0 0,0
Y, 1,4 1,0 0,9 0,0 0,0
VI 3,0 2,0 1,0 0,0 0,0
Vil 1,0 0,5 0,0 0,0 0,0
Vil 1,2 0,8 0,0 0,0 0,0
IX 3,5 3,0 1,5 0,0 0,0
X 3,0 1,0 0,5 0,0 0,0

A Tabela 2 apresenta 0 comportamento desses mesmos produtos, frente as mesmas cepas
do grupo “Ai1”, observando-se que 0 extrato etandlico da P.A. também foi o Unico que

apresentou atividade sobre as cepas ensaiadas apresentando halos de inibigcdo de crescimento



24

que variaram de 0 a 10 mm de didmetro. O extrato da P.A. 100% apresentou atividade inibitoria
sobre todas as amostras bacterianas do grupo “A2” (variando de 1,0 a 10,0 mm de
didmetro/halo), o extrato da P.A. na concentracdo de 80% apresentou atividade inibitdria na
maioria das amostras bacterianas exceto a VII (variando de 0,0 a 9,0 mm de didmetro/halo),
como também o extrato na concentracdo de 60% ndo apresentou halo de inibi¢éo de crescimento
nas amostras bacterianas 1V, VI, VII e VIII (variando de 0,0 a 7,0 mm de diametro/halo). O
extrato etanolico do Latex 100% e o alcool etilico (A.E.) a 99,8%, assim como no grupo

anterior, também nao apresentaram atividade sobre as amostras bacterianas ensaiadas.

Tabela 2. Avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos etandlicos da Euphorbia tirucalli L. (Latex 100%,
P.A. 100%, 80%, 60% e A.E. 99,8%) sobre amostras bacterianas — “A,”. (P.A.: Parte aérea; A.E.: Alcool Etilico).

PRODUTOS TESTADOS / CONCENTRACAO /
TAMANHO DO HALO (mm)

AMOSTRAS BACTERIANAS - "A,"

P.A. P.A. P.A. LATEX A.E.

100% 80% 60% 100% 99,8%
I (piloto) 10,0 9,0 7,0 0,0 0,0
[} 2,0 1,0 0,2 0,0 0,0
I 2,0 1,0 0,5 0,0 0,0
v 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0
\; 1,5 1,0 0,9 0,0 0,0
VI 1,0 0,2 0,0 0,0 0,0
Vil 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0
Vil 1,5 0,5 0,0 0,0 0,0
IX 3,0 2,0 1,0 0,0 0,0
X 3,0 3,0 1,0 0,0 0,0

As Tabelas 3 e 4 apresentam 0 comportamento das cepas bacterianas testadas frente aos
antibioticos usados como o controle positivo (Amoxicilina + Acido Clavulanico, e Cefalexina)
em funcdo do tamanho do halo de inibicdo de crescimento. No experimento, em ambas as
tabelas, certificou-se que os controles foram considerados ativos, confirmados com a presenca
de halo de inibicdo de crescimento. Na Tabela 3, a Cefalexina apresentou atividade inibitoria
sobre todas as amostras bacterianas do grupo “A1”, tendo a menor medi¢do na amostra IX
(variando de 7,0 a 28,0 mm de didmetro/halo), como da mesma forma procedeu a Amoxicilina
+ Acido Clavulanico, tendo também a menor medic&o na amostra IX (variando de 7,0 a 40,0
mm de diametro/halo).
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Tabela 3. Halos de inibicdo obtidos dos controles positivos (Amoxicilina + Acido Clavulanico, e Cefalexina)

sobre amostras bacterianas — “A;”.

ANTIBIOTICOS USADOS / TAMANHO DO HALO

AMOSTRAS BACTERIANAS - "A;" (mm)
CEFALEXINA AMOXICILINA + ACD. CLAVUL.

I (piloto) 20,0 19,0
] 16,0 16,0

i 28,0 40,0

v 18,0 18,0

\Y) 11,0 10,0

VI 12,0 18,0
VIl 11,0 9,5
VIl 11,0 10,0
IX 7,0 7,0

X 23,0 24,0

A Tabela 4 apresenta 0 comportamento desses mesmos antibioticos, frente as mesmas
cepas do grupo “A1”, observando-se que 0s controles também apresentaram atividade sobre as
cepas ensaiadas com a presenca de halos de inibicdo de crescimento. A Cefalexina apresentou
atividade inibitoria sobre todas as amostras bacterianas do grupo “A»”, tendo a menor medi¢do
na amostra IX (variando de 7,0 a 28,0 mm de didametro/halo), como da mesma forma procedeu
a Amoxicilina + Acido Clavuléanico, tendo também a menor medic&o na amostra IX (variando
de 7,0 a 40,0 mm de diametro/halo).

Tabela 4. Halos de inibigio obtidos dos controles positivos (Amoxicilina + Acido Clavulanico, e Cefalexina)
sobre amostras bacterianas — “Ay”.

ANTIBIOTICOS USADOS / TAMANHO DO HALO

AMOSTRAS BACTERIANAS - "A," (mm)
CEFALEXINA AMOXICILINA + ACD. CLAVUL.

I (piloto) 20,0 19,0
I 14,0 16,0

i 28,0 40,0

v 18,0 18,0

Vv 10,0 9,0

Vi 16,0 18,0

Vi 11,0 9,5
Vil 10,0 9,0

IX 7,0 7,0

X 22,0 24,0




26

As Tabelas 5a e 5b, apresentam as Caracteristicas Microbioldgicas obtidas através de

analises macroscopicas e microscopicas das cepas ensaiadas. De acordo com a Tabela 5a, das

10 amostras analisadas, 8 das amostras bacterianas coletadas foram identificadas com o aspecto

colonial branco/Gmido, destas, 4 foram Hemoliticas. Todas caracterizaram-se pela morfologia

Cocos com arranjo em Cachos de Uva e 9 foram Gram-Negativas.

Tabela 5a. Analises macroscopicas e microscopicas (morfotintorial) das cepas ensaiadas. (+ : Positivo; - :

Negativo).
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
AMOSTRAS ASPECTO ]
BACTERIANAS  coionjaLem  TEMOLISE  iorFOLOGIA  GRAM ARRANJO
PLACA EM AGAR

I (piloto) Branca/Umida + Cocos + Cachos de Uva

1l Branca/Umida + Cocos + Cachos de Uva

1l Branca/Umida + Cocos + Cachos de Uva

\} Branca/Umida - Cocos + Cachos de Uva

Vv Branca/Umida - Cocos + Cachos de Uva

Vi Branca/Umida - Cocos + Cachos de Uva

Vil Branca/Umida - Cocos + Cachos de Uva

Vil Branca/Umida + Cocos + Cachos de Uva

IX Cinza/Umida - Cocos - Cachos de Uva

X Branca/Seca - Cocos + Cachos de Uva

Na Tabela 5b, de acordo com

0s testes feitos, determinou-se que 9 das amostras

bacterianas coletadas foram classificadas como Catalase Positivas, com 9 Oxidase Negativas,

tendo 4 Coagulase Positivas.

Tabela 5b. Testes de caracterizagdo Microbioldgica das cepas ensaiadas. (N.I.: N&o Identificado; + : Positivo; - :

Negativo).
AMOSTRAS BACTERIANAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
CATALASE OXIDASE COAGULASE
I (piloto) + - N.L
1 - +
1] + = -
v + o +
\J + - N.I.
Vi = = -
Vil + = -
Vil + = +
I1X + + +
X + - N.I.
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Analisando as Tabelas 1 e 2, em conjunto com as Tabelas 5a e 5b, pode-se afirmar que o
extrato etandlico da Euphorbia tirucalli L. da parte aérea — P.A. nas concentracdes de 100% e
80% promoveram halos de inibicdo do crescimento bacteriano com maiores atividades nas
amostras bacterianas, em maior propor¢ao presentes nas amostras do grupo “A1”, com aspecto
colonial branco/imido, tanto nas hemoliticas quanto ndo-hemoliticas, de morfologia cocos,
Gram-positivas e com arranjo em cachos de uva. Dos testes realizados, seus efeitos ativos foram
nas catalase positivas, oxidase negativas e coagulase tanto positivas quanto negativas. O extrato
etanolico da P.A. na concentracdo de 60% promoveu em menor quantidade halos de inibicao
do crescimento bacteriano, entretanto, também demonstrou maior atividade nas amostras
bacterianas com caracteristicas microbioldgicas semelhantes as concentracdes anteriores do
mesmo grupo — “A1”.

Notou-se também a presenca de halos de inibicdo de crescimento bacteriano com
atividade menos ativa nas amostras, em maior destaque no grupo “A2”. Com o uso da P.A. nas
concentracOes de 100% e 80% os menores halos foram verificados nas bactérias com aspecto
colonial branco/Umido, nas ndo-hemoliticas, de morfologia cocos, Gram-positivas e com
arranjo em cachos de uva. Dos testes realizados, seus menores efeitos ativos também foram
verificados nas amostras catalase positivas, oxidase negativas e coagulase tanto positivas
guanto negativas.

Analisando as Tabelas 3 e 4, em conjunto com as Tabelas 5a e 5b, pode-se afirmar que
os antibidticos usados como o controle positivo (Amoxicilina + Acido Clavulanico, e
Cefalexina) em funcdo do tamanho do halo de inibi¢do de crescimento, demonstraram maiores
atividades nas amostras bacterianas, em propor¢oes quase semelhantes em ambos 0s grupos -
“A1” e “A2”. A Cefalexina apresentou uma maior atividade inibitdria frente as bactérias com
aspecto colonial branco/imido, tanto nas hemoliticas quanto ndo-hemoliticas, de morfologia
cocos, Gram-positivas e com arranjo em cachos de uva. Dos testes realizados, seus maiores
efeitos ativos foram nas catalase positivas, oxidase negativas e coagulase negativas. A
Amoxicilina + Acido Clavulanico apresentou uma maior atividade inibitdria frente as bactérias
com aspecto colonial branco/imido e sobre a amostra branca/seca, tanto nas hemoliticas quanto
ndo-hemoliticas, de morfologia cocos, Gram-positivas e com arranjo em cachos de uva. Dos
testes realizados, seus maiores efeitos ativos foram nas catalase positivas, oxidase negativas e
coagulase negativas.

Verificou-se halos de inibigdo de crescimento bacteriano com menores atividades em
algumas amostras bacterianas, presentes em ambos 0s grupos — “A1” e “A»”, determinando-se

o menor halo pelos controles positivos na bactéria com aspecto colonial Cinza/Umido, néo-
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hemolitica, de morfologia cocos, Gram-Negativa e com arranjo em cachos de uva. Dos testes
realizados, os menores efeitos ativos também foram observados nesta mesma amostra
bacteriana, classificada como catalase, oxidase e coagulase positivas.

De acordo com a Figura 13 (amostras bacterianas do grupo — “A1”), os resultados
demonstraram que a Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMOX), e a Cefalexina (CEFAX)
foram os parametros morfolégicos que apresentaram maior média, com 15,7% e 15,6%,
respectivamente, mostrando que entre elas ndo hove diferenca significativa. Sobre a
probabilidade dos dados analisados, verificou-se menor probabilidade da P.A. na concentracéo
de 60%, que foi de 1,18%, seguidas das demais concentracfes, P.A. 80% com 2,23% e P.A.
100% que ficou sendo 3,31%. Isso mostra que em relacdo & Amoxicilina + Acido Clavulanico
(AMOX), e a Cefalexina (CEFAX) houve diferenca significativa quando comparados com as
médias da P.A. (60%, 80% e 100%).

Figura 13 — Amostras bacterianas do grupo — “As”: Morfologia em relagdo as médias. Médias seguidas das
mesmas letras sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Médias

AMOX CEFAX P.A. 100% P.A. 80% P.A. 60%
MORF

Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Ja na Figura 14 (amostras bacterianas do grupo — “A>”), apresentou diferenca média
significativa entre os parametros morfoldgicos analisados, tendo em vista que a maior média
entre eles ocorreu em Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMOX - 17,15%), seguida pela
Cefalexina (CEFAX - 15,7%) e as demais que ficaram nas médias observadas da P.A. 100%
(2,69%), 80% (1,87%) e 60% (1,06%). Se comparados 0s parametros de médias analisadas por

meio do teste de Tukey, observou-se que Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMOX)
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apresentou a maior média entre o0s dois grupos, e 0 grupo — “A>” foi o que apresentou as menores

médias de P.A. (60%, 80% e 100%), mostrando que em ambos 0s grupos houve diferenca

significativa.

Figura 14 — Amostras bacterianas do grupo — “A,”: Morfologia em relacdo as médias. Médias seguidas das
mesmas letras sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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AMOX CEFAX P.A. 100% P.A. 80% P.A. 60%
MORF

Médias

Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Por fim, quando observamos a Figura 15 (amostras bacterianas do grupo — “A1” e “A2”),
percebemos que 0 mesmo também apresentou comportamentos semelhantes em relagdo as
Figuras 13 e 14, onde foram observadas diferencas significativas entre as médias de AMOX,
CEFAX com 16,425% e 15,650%, respectivamente, em relacdo as médias de P.A. (100%, 80%

e 60%), que foram 3%; 2,05% e 1,12%, respectivamente.
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Figura 15 — Amostras bacterianas do grupo — “A1” e “A»”: Morfologia em relagcdo as médias. Médias seguidas
das mesmas letras sdo iguais entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Médias

AMOX CEFAX P.A. 100% P.A. 80% P.A. 60%
MORF

Fonte — Arquivo Pessoal, 2018.

Em relacdo a avaliacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM), como foram utilizadas
apenas os extratos etanolicos da Euphorbia tirucalli L. - Latex (100%) e Parte Aérea (100%,
80% e 60%), testadas frente a amostras bacterianas de dermatopatias caninas e felinas, no
presente estudo, a concentracdo da P.A. 60% (20 pL) dos extratos etandlicos da Parte Aérea
obtidos de plantas frescas de Euphorbia tirucalli L. promoveu as menores CIM (0,2 mm/halo).
Possivelmente concentracOes abaixo dessa ndo promoverdo a inibicdo do crescimento das
bactérias em estudos in vitro utilizando a mesma metodologia. Assim como o Latex 100% (20
pL) ndo promoveu inibigao do crescimento bacteriano, também ndo ocorrera possiveis inibi¢des

das bactérias em estudos com concentracdes menores que esta.
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5. DISCUSSAO

Em pequenos animais saudaveis, o Staphylococcus pseudointermedius compde parte da
microflora cutanea normal, habitando a pele, foliculos pilosos e regides mucocutaneas, como a
boca, 0 nariz e anus (ALLAKER et al., 1992; BANNOEHR & GUARDABASSI, 2012).
Segundo Barbosa et al. (2011), as bactérias Gram-positivas predominam nos isolamentos onde
ha infeccdo bacteriana, assim como foi visto na pesquisa.

De acordo com Quinn et al. (2002) e Bond & Loeffler (2012), o género Staphylococcus
sdo bactérias Gram-positivas, com aspeto microscopico semelhante a cachos de uvas e catalase
positiva, correlacionando com os resultados vistos pela maior parte das caracteristicas
microbioldgicas. A flora residente da pele canina inclui, ainda, Micrococcus spp., estreptococus
a-hemoliticos, corineformes aerdbios, Acinetobacter spp. e outros anaerébios (SYKES, et al.,
2014), sendo menos comum o Staphylococcus aureus (FRANK et al., 2003; GRIFFETH et al.,
2008). Bactérias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. e Escherichia
coli também podem ser isoladas em caso de piodermite profunda (IHRKE, 2006; MILLER et
al., 2013), embora acredite-se que a sua invasdo seja secundaria a alteracdes ambientais
causadas por S. pseudintermedius (SYKES, et al., 2014), ja que infecdes causadas por Gram-
negativas sem coinfeccdo estafilocdcica é extremamente rara (IHRKE, 2006), o que pode
justificar o aparecimento de Gram-negativa em apenas uma das amostras.

A confirmacdo da atividade antibacteriana da Euphorbia tirucalli L. vista no trabalho
condiz com o exposto por Duke (2011), alegando que alguns dos principios ativos da planta
apresentam atividade antibacteriana comprovada cientificamente, assim como também afirma
Bessa et. al. (2010).

Na avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos etanélicos da Euphorbia tirucalli L.
(Latex 100%, P.A. 100%, 80%, 60% e A.E. 99,8%), ficou demonstrado no presente estudo, que
a planta apresenta potencial antibacteriano sobre o crescimento de bactérias de dermatopatias
caninas e felinas. De acordo com Silva (2002) e Varricchio et al. (2008a) os compostos
terpénicos sdo os componentes fitoquimicos majoritarios da E. tirucalli L., segundo Silva
(2007), a maioria encontrados na espécie sao os diterpenos 20C e os triterpenos 30C. Vérias
classes de diterpenos tém demonstrado potencial antimicrobiano, principalmente contra
bacterias do tipo Gram-positivas (TATSIMO et al., 2006; ROzZALSKI et al., 2007; FUKUMOTO
et al., 2008), aspecto que teve predominio na pesquisa, como suposto por Barbosa et al. (2011).
Além da presenca de taninos (SOTOHY et al., 1995; SCALBERT, 1991), saponinas (ISSAC

et. al., 1999) e flavonbides em sua composicdo quimica, pois ha relatos na literatura que
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descrevem atividades antimicrobianas dessas classes de compostos (WENIGER et. al., 2005;
SIMOES et. al., 2004; PERRUCHON, 2002). Adicionalmente, segundo Gurgel da Rocha et. al.
(2009), sdo encontrados componentes como acido citrico, &cido malico e &cido elagico, que tem
acOes especificamente antibacterianas.

Os dados obtidos permitem supor que as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos
preparados obtidos da parte aérea (100%, 80%, 60%) da Euphorbia tirucalli L.. Embora o halo
obtido na concentracdo a 100% ndo tenha sido maior, observou-se que as inibigdes dos
microrganismos ocorrem em concentracdo 40% menor quando expostos, isto provavelmente
deve-se as possiveis diferencas na composicdo quimica do extrato testado.

Ap0s 0 uso do extrato etandlico do Latex (100%), verificou-se que ndo ocorreu inibicao
do crescimento bacteriano ao redor dos discos impregnados com 20 pL. Embora Gurgel da
Rocha et.al. (2009) descreva ac¢des antibacterianas gracas a presenca de taninos, flavondides,
acido citrico, acido malico e acido elagico no latex, no presente estudo ndo foram confirmadas
essas atividades. Ao que tudo indica, a concentracdo dos metabolitos secundéarios vegetais sofre
alteracdo quantitativa em fungdo da influéncia de fatores climéticos, fornecimento hidrico,
época de plantio e colheita, horario de coleta, nutricdo e manejo do solo (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). No caso da familia Euphorbiaceae, € possivel observar uma variabilidade na
concentracdo de compostos presentes na espécie E. tirucalli L., como em ésteres diterpénicos
de forbol, como o ingenano e o tigliano, quando obtidos de diferentes locais de plantio, trazem
variabilidade dos efeitos descritos na literatura (FURSTENBERGER; HECKER, 1986). Logo,
o0 potencial antibacteriano exibido pelo extrato etanélico do Latex (100%), frente a bactérias
Gram-positivas e negativas de dermatopatias caninas e felinas deve ser investigado com mais
detalhes, a fim de representar alternativas terapéuticas aplicaveis em tratamentos.

A atividade inibitéria de melhor resultado no controle positivo foi conferida ao antibidtico
Amoxicilina + Acido Clavulanico, segundo Barbosa et al. (2011), atribui-se ao fato de que 90%
dos Staphylococcus pseudointermedius isolados de cdes com piodermites sdo sensiveis ao
antibidtico. Stegemann et. al. (2007) referem uma taxa de eficacia de tratamento de piodermite
superficial e profunda de 92,5% com amoxicilina + &cido clavulanico.

Segundo os resultados de Sfaciotte et. al. (2014), quando comparados 0s micro-
organismos, a cefalexina apresentou maior porcentagem de resisténcia nos cocos gram
positivos, podendo justificar ao menor resultado como controle positivo. J& na amostra IX,
ambos 0s controles positivos tiveram os menores resultados de atividade inibitdria bacteriana.
A cefalexina desenvolve sua acdo preferencialmente sobre bactérias Gram-positivas

e com muito menos frequéncia sobre bactérias Gram-negativas (VAZ, 2002).
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Conforme o uso do controle negativo realizado com alcool absoluto (99,8%), o resultado
apontado ndo interferiu na acdo antimicrobiana dos extratos, assim como foi de acordo no
trabalho de Mendonga et. al. (2016), utilizando uma outra planta, mas com o mesmo solvente.
De acordo com Tortora et. al. (2005), o etanol puro € menos efetivo que as solu¢bes aquosas,
pois desnaturacdo requer agua, € na sua auséncia, as proteinas ndo sdo desnaturadas téo
rapidamente quanto na presenca dela, razéo pela qual que o etanol absoluto, sendo um agente
desidratante, tem menos efetividade que solugdes aquosas. Dessa forma, a acdo do alcool
absoluto € menor que a acao do alcool sobre solucdo aquosa, tendo o alcool absoluto menor
poder microbicida (ANDRADE et. al., 2002).

Vale ressaltar que os testes de sensibilidade in vitro realizados pelo método de disco-
difusdo sofrem interferéncia de alguns fatores incontrolaveis, que podem ser responsaveis por
resultados variaveis, como por exemplo, o coeficiente de difusdo de cada produto analisado
(OSBALDISTON et. al., 1973). N&o obstante, segundo a Anvisa (2008), € um dos métodos de
sensibilidade mais simples e confiaveis.

Esses resultados formam uma boa base para a sele¢do de espécies de plantas candidatas
para extracdo de mais fitoquimicos e investigagdo farmacoldgica com propriedades
antibacterianas que podem ser utilizados como agentes antimicrobianos em novos farmacos
para o tratamento de doencas infecciosas causadas por patégenos dermatologicos.

Para além da importancia fundamental da continuacdo de estudos de investigacdo nesta
area, torna-se, ainda, de maior relevancia a divulgacdo e sensibilizagdo da problemaética da
resisténcia bacteriana perante a comunidade Médico-Veterindria. A aplicacdo de
antibidticoterapia de forma empirica, sem realiza¢do de antibiograma, pode resultar, além de
um tratamento mal sucedido, em perdas econémicas, com a procura, por parte do cliente, de

outras alternativas.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se afirmar que existe a necessidade de se padronizar e
aprofundar as técnicas de determinacédo de atividade antimicrobiana da Euphorbia tirucalli L.
E importante lembrar que outras metodologias podem ser utilizadas, com o intuito de corroborar
e assegurar estes resultados. Houve formagéo de halos de inibi¢do de crescimento bacteriano
demostrados no presente estudo, alegando atividade inibitdria sobre bactérias de dermatopatias
caninas e felinas, embora néo se péde obter informacdes a respeito de sua real eficiéncia devido
a impossibilidade de obtencdo de valores de referéncia. Esse percal¢o ndo pode ser contornado
jaque a identificacdo bacteriana das cepas obtidas dos atendimentos do hospital veterinario nao
estavam sendo realizadas devido a falta de recursos enfrentada pela instituicdo no presente

momento.
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