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Resumo

A endometrite € uma das principais causas de subfertilidade em éguas, sendo frequentemente
associada a infec¢des bacterianas. A crescente resisténcia antimicrobiana tem comprometido a
eficdcia dos tratamentos convencionais, estimulando a busca por terapias alternativas, incluindo
o uso de plantas medicinais. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial e do extrato etandlico de Baccharis dracunculifolia, bem como do extrato
hidroetanodlico liofilizado de Terminalia catappa, frente a bactérias isoladas de éguas com
endometrite. Foram coletadas amostras uterinas de dez éguas em idade reprodutiva, as quais
foram submetidas a exame ginecologico completo, incluindo palpacdo, ultrassonografia
transretal, citologia e cultura endometrial. Todas as amostras apresentaram elevada contagem
de neutréfilos polimorfonucleares. A identificagdo bacteriana foi realizada por analises
macroscopicas, provas bioquimicas, testes de catalase e coagulase para Staphylococcus spp. e
teste comercial para enterobactérias. Escherichia coli, Staphylococcus coagulase-negativa e
Staphylococcus catalase-negativa foram as espécies identificadas no presente estudo. Além
disso, todas as amostras foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana. O 6leo
essencial de B. dracunculifolia foi obtido por hidrodestilacio em aparelho de Clevenger
modificado, enquanto o extrato etanodlico foi obtido por maceragdo dindmica em etanol 96%. A
andlise fitoquimica revelou isoquercetina, acido clorogénico, 3-metoxi-quercetina e quercetina
no extrato etanolico de B. dracunculifolia, além de nerolidol e espatulenol como compostos
majoritarios do oleo essencial. O extrato hidroetandlico de 7. catappa foi obtido por maceragao
em etanol 70% (9:1), seguido de concentracdo sob pressao reduzida e liofilizagdo. O extrato
de 7. catappa apresentou em sua fitoquimica elagitaninos como punicalina (isdmero),
punicalagina isdbmero, corilagina isomero, galoil-punicalagina, flavonoides como quercetina,
rutina, isoorientina, vitexina e isovitexina e triterpenoides como acido asidtico. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo. O 6leo essencial e o extrato
de B. dracunculifolia apresentaram concentragdo inibitéria minima constante de 20 mg/mL
frente aos isolados clinicos e as cepas padrdo. O extrato de 7. catappa demonstrou maior
eficacia antimicrobiana, com CIM de 2,5 mg/mL frente a um isolado clinico de Escherichia

coli e CIM de 0,07 mg/mL e 0,312 mg/mL frente as cepas padrao Staphylococcus aureus ATCC



2921 e Escherichia coli ATCC 25922, respectivamente. Os resultados demonstram o potencial
antimicrobiano dos extratos vegetais avaliados. O 6leo e os extratos foram capazes de inibir o
crescimento de bactérias gram-negativas e gram-positivas. O extrato de Terminalia catappa
destacou-se pelo melhor desempenho antimicrobiano, evidenciando seu potencial como
alternativa terapéutica promissora no controle da endometrite equina e como fonte para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos

Palavras-chave: Endometrite. Microrganismos. Utero. Reprodugéo equina.
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Abstract

Endometritis is one of the main causes of subfertility in mares, frequently associated with
bacterial infections. The increasing antimicrobial resistance has compromised the effectiveness
of conventional treatments, stimulating the search for alternative therapies, including the use of
medicinal plants. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil and
ethanolic extract of Baccharis dracunculifolia, as well as the lyophilized hydroethanolic extract
of Terminalia catappa, against bacteria isolated from mares with endometritis. Uterine samples
were collected from ten mares of reproductive age, which underwent a complete gynecological
examination, including palpation, transrectal ultrasonography, cytology, and endometrial
culture. All samples showed high counts of polymorphonuclear neutrophils. Bacterial
identification was performed by macroscopic analysis, biochemical tests, catalase and
coagulase tests for Staphylococcus spp., and a commercial test for enterobacteria. Escherichia
coli, coagulase-negative Staphylococcus, and catalase-negative Staphylococcus were the
species identified in this study. Furthermore, all samples were subjected to antimicrobial
susceptibility testing. The essential oil of B. dracunculifolia was obtained by hydrodistillation
in a modified Clevenger apparatus, while the ethanolic extract was obtained by dynamic
maceration in 96% ethanol. Phytochemical analysis revealed isoquercetin, chlorogenic acid, 3-
methoxy-quercetin, and quercetin in the ethanolic extract of B. dracunculifolia, in addition to
nerolidol and spathulenol as major compounds in the essential oil. The hydroethanolic extract
of T. catappa was obtained by maceration in 70% ethanol (9:1), followed by concentration
under reduced pressure and lyophilization. The extract of T. catappa presented in its
phytochemistry ellagitannins such as punicalin (isomer), punicalagin isomer, corilagin isomer,
galloyl-punicalagin, flavonoids such as quercetin, rutin, isoorientin, vitexin and isovitexin, and
triterpenoids such as asiatic acid. Antibacterial activity was evaluated by the broth
microdilution method. The essential oil and extract of B. dracunculifolia showed a constant
minimum inhibitory concentration of 20 mg/mL against clinical isolates and standard strains.
The extract of 7. catappa demonstrated greater antimicrobial efficacy, with a MIC of 2.5
mg/mL against a clinical isolate of Escherichia coli and MICs of 0.07 mg/mL and 0.312 mg/mL
against the standard strains Staphylococcus aureus ATCC 2921 and Escherichia coli ATCC



25922, respectively. The results demonstrate the antimicrobial potential of the evaluated plant
extracts. The oil and extracts were able to inhibit the growth of gram-negative and gram-
positive bacteria. The Terminalia catappa extract stood out for its superior antimicrobial
performance, highlighting its potential as a promising therapeutic alternative in the control of
equine endometritis and as a source for the development of new antimicrobial agents.

Keywords: Endometritis. Microorganisms. Uterus. Equine reproduction.
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1.1 Introducao

A endometrite ¢ uma patologia frequentemente encontrada na espécie equina (Ravaioli
et al., 2022), sendo a maior causa de infertilidade e subfertilidade em éguas (Canisso et al.,
2020; Ravaioli, et al., 2022). Diversos fatores podem estar associados ao surgimento da
endometrite, desde fatores fisioldgicos, patoldgicos e iatrogénicos (Brinsko et al., 2010). Esta
condicdo pode ser desencadeada por agentes infecciosos, como bactérias e fungos, ou por
agentes nao infecciosos, como o sémen (Canisso et al., 2020).

A endometrite € caracterizada pelo processo inflamatério do endométrio e incapacidade
de eliminar a inflamagao (Lisboa et al., 2022) e pode ser classificada em endometrite infecciosa
aguda, infecciosa cronica ou induzida apds o acasalamento (LeBlanc, 2010).

A endometrite infecciosa aguda pode ser causada por bactérias transmitidas durante a
cobertura ou atividade veterinaria. A infec¢do se desenvolve de maneira rapida e manifesta
sinais imediatos como exsudato ou pus e ciclos estrais irregulares. A endometrite infecciosa
cronica € proveniente de uma endometrite infecciosa aguda que nao foi tratada, ou foi tratada
de maneira inadequada, ou ainda, devido a defesas uterinas defeituosas que incapacitam a égua
a combater a infec¢ao inicial (Morel, 2015).

Apbs a inseminagdo ou monta natural, todas as éguas reprodutivamente normais sofrem
uma reacgdo inflamatéria uterina, que dentro de 24 a 48 horas ¢ totalmente resolvida. Quando
essa reacdao inflamatoria ndo ¢ cessada em até 72 horas, pode ser considerada como uma
endometrite pds-acasalamento persistente (Brinsko et al., 2010).

Eguas que sdo capazes de eliminar essa inflamacdo sdo consideradas resistentes a
endometrite persistente, enquanto €guas que apresentam alguma falha nesse mecanismo de
defesa natural sdo consideradas suscetiveis a endometrite persistente (Brinsko et al., 2010).
Segundo Morel, 2015 as éguas suscetiveis a endometrite persistente tem as taxas de concepgao
diminuidas de maneira significativa. Geralmente, éguas mais velhas apresentam uma maior
suscetibilidade a endometrite pods-acasalamento persistente (Brinsko et al., 2010).

A resolucdo da inflamagdo causada pela endometrite depende de varios fatores
mecanicos, resposta imune inata e resposta imunoldgica antigeno-anticorpo, esta ultima, de
menor importancia para a espécie. Durante o acasalamento ocorre uma estimulacdo mecanica
do utero e da vagina, provocando a liberacao de ocitocina, que induz a contragcdes miometriais
que auxiliam na depuracdo do fluido uterino. Apdés o acasalamento e o contato de

espermatozoides com o trato reprodutivo da égua, a resposta imune inata oferece uma defesa
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imediata, contanto com neutréfilos, macréfagos e células dendriticas (Morris, McCue, Aurich,
2020)

O diagnoéstico da endometrite ¢ multimodal, incluindo anamnese, histérico, exame
clinico, exame reprodutivo completo, palpagdo transretal, ultrassonografia, e exames
complementares, como cultura, bidpsia e citologia (Del Prete et al., 2024)

Os tratamentos tradicionais para endometrite incluem lavagem uterina, administragao
de antibidticos, anti-inflamatorios e ecbolicos (LeBlanc, 2010; Canisso et al., 2020). Entretanto,
terapias antimicrobianas ndo tém sido tdo eficazes (LeBlanc, 2010), devido ao uso
indiscriminado, que resultou em uma grande resisténcia bacteriana aos antibidticos comumente
utilizados na rotina clinica (Subramaniam, Yew, Sivasamugham, 2020).

Diante disso, terapias e abordagens alternativas estdo sendo constantemente
desenvolvidas para o tratamento de endometrite em éguas (Ghallab et al., 2023). O uso de
produtos bioativos como extratos, 60leos essenciais e outros derivados vegetais tem sido
amplamente estudados como abordagem alternativa frente a microorganismos patogénicos
(Alvarez—Martinez et al., 2021; El-Tarabily et al., 2021, Imane et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho ¢ apresentar uma revisdo sobre endometrite
infecciosa na espécie equina, abordando sua etiologia e aspectos epidemioldgicos, os métodos
diagnosticos e terapéuticos convencionais, além de prospectar terapias alternativas com o uso
de plantas medicinais frente a microrganismos relacionados a patologia.

1.2 Revisao da literatura
1.2.1 Anatomia do sistema reprodutivo da fémea equina

O sistema reprodutivo feminino da espécie equina ¢ composto por vulva, vagina, cérvix,
utero, tubas uterinas e ovarios. A genitalia externa ¢ composta pela vulva, por dois labios
vulvares, vestibulo e o clitoris, que € localizado na comissura ventral da vulva. Essas estruturas
compdem a primeira barreira protetora contra microrganismos, juntamente com o perineo. O
perineo € constituido pela vulva externa, anus e areas adjacentes. A conformacao do perineo na
espécie equina ¢ de extrema importancia para a protecao do trato genital contra afec¢des como
pneumovagina. (Morel, 2015; Hafez e Hafez, 2004.; Budras, Sack, Rock, 2003).

A vagina ¢ um o6rgao tubular que se estende da vulva até o utero. A parede vaginal ¢
composta por uma superficie epitelial, camada muscular e serosa (Hafez e Hafez, 2004). Os
musculos compreendem um maior alongamento e elasticidade na hora do parto (Brinsko ef al.,
2010). A cérvix ¢ um musculo esfincteriano, que se projeta caudalmente a vagina. O tonus

muscular da cérvix e a produ¢do de muco sofrem alteracdes hormonais relacionadas ao ciclo
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estral. Durante o estro ocorre um relaxamento cervical e uma maior producao de muco, durante
o diestro e a gestacdo, o muco que oclui o canal cervical ¢ um muco espesso, evitando a
contaminagdo uterina. (Hafez e Hafez, 2004; Brinsko et al., 2010).

O utero ¢ composto por dois cornos € um corpo, € possui formato em T na espécie
equina. Alguns ligamentos s3o responsaveis pela sustentagdo do utero e suas estruturas
adjacentes. O utero ¢ sustentado na cavidade pélvica e no abdomen pelo ligamento largo, que ¢
dividido em trés porgdes; o mesométrio, ligado ao tutero; mesossalpinge, ligada as tubas
uterinas; € o mesovario, ligado aos ovarios. As tubas uterinas, também chamadas de ovidutos,
sdo estruturas pares responsaveis por captar o ovocito apos a ovulacdo e conduzi-lo até o utero,
além de possibilitar a ascensdo dos espermatozoides, sendo o local mais frequente da
fecundacgdo. Sdo sustentadas pelo mesossalpinge e estabelecem comunicagdo entre a cavidade
peritoneal e uterina. A porg¢ao inicial ¢ o infundibulo, que apresenta fimbrias responsaveis pela
captagdo do ovoécito. Em continuidade, a ampola corresponde ao local onde geralmente ocorre
a fertilizagdo, seguida pelo istmo, que direciona o contetido ao utero. A abertura uterina ocorre
por meio do 6stio uterino (Horst Erich Konig, Hans-Georg Liebich, 2016).

Os ovarios das éguas estdo situados na regido sublombar e sdo sustentados por
ligamentos largos. Normalmente, eles se encontram alguns centimetros atras do rim ipsilateral,
com o ovario direito situado cerca de 2 a 3 cm a frente do esquerdo. Apresentando um formato
semelhante ao de um feijdo, os ovarios variam em tamanho conforme a atividade ovariana. Em
comparag¢do a outras espécies, 0 ovario equino possui uma anatomia diferente, a zona medular
¢ mais superficial e a zona cortical € localizada no interior da glandula. O tecido cortical alcanca
a superficie apenas na depressao da borda ventral ou livre. Por isso, essa € a Uinica area onde a
ovulacao ocorre, sendo conhecida como fossa ovariana ou fossa de ovulagdo. Os ovarios
desempenham fungdes exdcrinas, como a liberacdo de odcitos, e fungdes endocrinas, através
da esteroidogénese (Brinsko et al., 2010)

1.2.2 Alteracdes anatomicas do trato reprodutivo responsaveis por causar endometrite

A integridade das estruturas anatomicas ¢ de extrema importdncia para manter a
homeostase do sistema reprodutor da égua. Alteragdes anatdomicas como, defeito na
conformacao vulvar, no esfincter vestibulovaginal, na contratilidade uterina, no colo do utero e
nas dobras endometriais podem predispor a égua a desenvolver endometrite infecciosa e nao
infecciosa (Canisso et al., 2020). A vulva oferece uma barreira de prote¢do ao utero contra
infecgdes ascendentes, quando ha presenga de defeitos na conformagdo vulvar que impedem o

selamento vulvar, favorece o surgimento de uma condicdo denominada pneumovagina
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(Crabtree, Pycock, 2020). Normalmente, ¢guas velhas e magras apresentam uma conformagao
perineal defeituosa, com afundamento do anus e inclinagdo anterior dos labios vulvares, o que
leva a aspiragao de ar e fezes para o trato reprodutivo interior (McKinnon et al., 2011). Traumas
causados durante o parto também levam a pneumovagina, como ruptura vulvar ou prega
vestibulo vaginal, laceragdo perineal ou formagio de fistula (McKinnon et al., 2011). Eguas
idosas multiparas apresentam utero pendular, devido a perda do suporte estrutural do trato
reprodutivo caudal e danos causados nos ligamentos largos, além disso, gestacdes repetidas
podem levar a perda da elasticidade cervical e fibrose. Todas essas condigdes resultam em
acumulo de liquido intrauterino e dificultam a depuragdo uterina (Katila 2022).

1.2.3 Endometrite infecciosa

A endometrite pode ser denominada como induzida pos-acasalamento, infecciosa aguda
e infecciosa cronica. Geralmente, a endometrite infecciosa ¢ resultante de um quadro de
endometrite persistente induzida pela reproducdo (PBIE) (Pascottini et al., 2023). Segundo
Donato et al. (2024) a endometrite infecciosa ¢ uma das maiores causas de infertilidade na
espécie equina. Eguas que sdo capazes de eliminar a inflamacdo/infecgio causada pela
reproducdo sdo consideradas resistentes a endometrite, ja as que ndo sdo imunocompetentes sao
consideradas suscetiveis (Morris, McCue, Aurich, 2020).

Vérios microrganismos entram em contato com o utero durante a reprodugdo (Canisso
et al., 2020), devido a isso, as éguas consideradas normais apresentam um certo grau fisioldgico
de inflamagdo apods a inseminacdo ou monta natural (Pascottini et al., 2023) para expelir
bactérias, plasma seminal e espermatozoides ndo vidveis (Da Silva et al., 2024). Essa
inflamacao ¢ caracterizada pela presenca de liquido no limen uterino e o aumento de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs). Esse processo inflamatorio € totalmente resolvido em até 48h,
quando esse quadro ndo ¢ revertido, ¢ caracterizada como PBIE (Pascottini et al., 2023), que
junto a presenca de microrganismos patogénicos, pode levar a um quadro de endometrite
infecciosa (Morris, McCue, Aurich, 2020). De acordo com Da Silva et al. (2024)
aproximadamente 15 a 38% das éguas apresentam dificuldade em resolver o quadro
inflamatorio e desenvolvem a PBIE.

1.2.4 Principais microrganismos associados a endometrite infecciosa equina

O trato reprodutivo da fémea ¢ colonizado por ntimeros varidveis de organismos

comensais. Eles podem ser uteis para controlar organismos patogénicos competindo com eles

e possivelmente preparando o sistema imunoldgico contra patdogenos. Os proprios comensais
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podem causar doengas se surgirem situagdes que permitam que eles persistam ou penetrem nos
tecidos (Pascottini ef al., 2023)

Diversos microrganismos entram em contato com o utero durante a reprodugao (Canisso
et al., 2020), podem ser introduzidos no momento do acasalamento ou ascender do trato genital,
levando ao surgimento da endometrite infecciosa (Morris, McCue, Aurich, 2020). Alguns
microrganismos podem permanecer em laténcia e a resposta inflamatoria causada apos o
acasalamento pode levar a ativacao dessas bactérias (Da Silva et al., 2024).

A endometrite infecciosa € um grande causador de subfertilidade equina (Canisso et al.,
2020) e estd comumente associada a bactérias aerdbicas, mas também pode ser causada por
bactérias anaerdbicas (Riddle, LeBlanc, Stromberg, 2007). As principais bactérias isoladas em
casos de endometrite em éguas sdo Streptococcus equi subespécie zooepidemicus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (Ravaioli et al., 2022) e Staphylococcus
aureus (Donato et al., 2024). Alguns fungos também sdo encontrados, sendo a Candida spp e
Aspergillus spp os mais comuns, seguido por Mucor sp. (Canisso et al., 2020).

Cada microrganismo expressa diferentes fatores virulentos e possui diferentes maneiras
de driblar o sistema imune (LeBlanc, 2010). Um dos mecanismos de defesa utilizado pelas
bactérias ¢ a formacdo de biofilme. Essa estrutura proporciona resisténcia a agentes
antimicrobianos e impede a eliminagdo bacteriana provocada pelo sistema imune do hospedeiro
(Ferris et al., 2016). A capacidade de alguns microrganismos em permanecerem em estado
latente e produzirem biofilme, dificultam o diagndstico e o tratamento da endometrite, pois
acabam gerando um resultado falso negativo (Gil-Miranda et al., 2024). Bactérias gram-
negativas isoladas de ttero da espécie equina como, E. coli, P.aeruginosa e K. pneumoniae sao
capazes de produzir biofilme (Morris, McCue, Aurich, 2020).

1.2.5 Diagnostico de endometrites em éguas

O diagnostico da endometrite ¢ feito através de anamnese, exame clinico, exame
reprodutivo das estruturas externas e internas, palpacao transretal, ultrassonografia, e exames
laboratoriais, como cultura, biopsia e citologia (Riddle, LeBlanc, Stromberg, 2007). Os sinais
clinicos comumente observados na endometrite incluem secre¢do vaginal, cervical e acumulo
de liquido uterino identificado por ultrassonografia (Morris, McCue, Aurich, 2020).

Durante o exame ultrassonografico € possivel avaliar a quantidade e a caracteristica do
fluido presente no tutero. Fisiologicamente, durante o estro acontece um acimulo de liquido

pequeno no lumen uterino, de carater anecoico. Entretanto, quando o acumulo de liquido se
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torna exacerbado, ultrapassando a altura de distensdo luminal uterino em 1 a 3 centimetros e
possuir carater ecogénico, ¢ considerado patologico (Brinsko et al., 2010)

A citologia e a cultura s3o comumente utilizadas para o diagnostico da endometrite,
auxiliando na descoberta de patogenos e células inflamatorias presentes no utero (LeBlanc,
2010). A citologia endometrial auxilia na avalia¢do do tipo e da proporcao de células presentes
no utero, sendo possivel a diferenciagdo entre células inflamatorias e células epiteliais
endometriais. A citologia pode ser realizada com uma escova citologica, cotonete simples ou
com dupla protecdo e lavagem uterina de baixo volume. Apds a coleta do material, ¢ feito o
esfregaco e a coloragdo da lamina, para posteriormente ser analisado microscopicamente
(Canisso et al., 2020). A avaliacdo ¢ feita pela quantidade encontrada de neutrofilos
polimorfonucleares (PMNs) em relacdo a células endometriais (D’ Agostino, 2022).

A cultura endometrial pode ser realizada por swab com dupla protecao, lavagem uterina
de baixo volume e bidpsia. Apds a coleta da amostra, caso ndo seja possivel o processamento
imediato, deve ser acondicionada em um meio de transporte ¢ ser mantida refrigerada até o
momento do processamento. Posteriormente, a amostra ¢ semeada no meio de cultura de
escolha, ¢ realizada a contagem de col6nias e o isolamento bacteriano. Para determinar o
antibidtico de escolha para o tratamento ¢ necessdrio realizar um teste de sensibilidade
antimicrobiana (Canisso et al., 2020)

A bidpsia endometrial possibilita a avaliacdo do grau de inflamacdo e presenca de
alteragdes degenerativas endometriais (Crabtree, Pycock, 2020).
1.2.6 Tratamento

O tratamento deve ser feito apos um diagnostico adequado que o justifique.
Basicamente, preconiza a melhora do mecanismo de defesa uterino; neutralizar a viruléncia
bacteriana e minimizar o processo inflamatdrio causado apds a reprodu¢do (LeBlanc, 2010). Os
tratamentos convencionais sdo baseados em lavagem uterina, administracdo de antibidticos
sist€émicos e intrauterinos, ecbolicos, antiinflamatorios e corticosteroides (Ghallab ef al., 2023).

A lavagem uterina auxilia na remocao de microrganismos, células inflamatorias,
espermatozoides ndo viaveis e detritos. E recomendada quando o actimulo de liquido
intrauterino € > 2cm de profundidade e possui carater ecogénico. O momento ideal para realizar
a lavagem uterina ¢ quatro horas apds o acasalamento, pois € o tempo em que o espermatozoide
leva para concluir o percurso até a tuba uterina. Os fluidos mais utilizados sdo solucgdes

cristaloides, como o Ringer Lactato e solugdo salina a 0,9% (Canisso et al., 2020).
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O tratamento com base em antimicrobianos pode ser feito de maneira sist€émica ou por
infusdo uterina (Canisso et al., 2020). Uma grande parte dos médicos veterinarios optam por
realizar o tratamento através da infusao uterina (Morris, McCue, Aurich, 2020)., por utilizar um
menor volume de antibidtico comparado ao tratamento sistémico e as concentracdes locais
serem maiores (Canisso, et al., 202). Entretanto, a eficacia dos antibidticos pode ser diminuida
por detritos inflamatorios, o acesso repetido ao utero durante o tratamento pode gerar uma
infeccdo iatrogénica (Morris, McCue, Aurich, 2020), além disso, os antimicrobianos podem
levar a irritagdo do endométrio e gerar uma endometrite ndo infecciosa (Canisso et al., 2020).
Deve-se levar em consideracdo que nem todos os antibidticos podem ser utilizados para
aplicagdo uterina, como por exemplo a enrofloxacina em sua formulagao sistémica, que s6 pode
ser administrada com alguns ajustes para ndo causar necrose do endométrio (Canisso, et al.,
2020).

Os ecbolicos sao medicamentos utilizados para estimular contra¢des uterinas, que sdo
responsaveis por eliminar o aciimulo de liquido intrauterino (Canisso et al., 2020). A
administracao desses medicamentos durante o estro pode melhorar a depuracao (Morris,
McCue, Aurich, 2020). Os ecbolicos mais utilizados s@o a ocitocina (Canisso ef al., 2020) e
prostaglandinas (PGF2a) (Morris, McCue, Aurich, 2020). Entretanto, a eficacia da ocitocina
pode ser reduzida devido a alteragdes anatdmicas, como utero pendular (Morris, McCue,
Aurich, 2020).

O uso de anti-inflamatérios nao esteroides (AINES) é controverso, pois acredita-se que
pode levar a diminuicao da produgdo de PGF2a e da atividade miometrial (Canisso et al., 2020)
que sdo necessarias para a depuragao uterina. Os glicocorticddies influenciam a expressao de
genes relacionados ao complemento, citocinas, fator de necrose tumoral, fator de crescimento
transformador que leva a redu¢do da inflamacao (Canisso et al., 2020).

1.2.7 Uso de plantas medicinais no tratamento de infeccoes uterinas

Na atualidade, bactérias multirresistentes sdo um grande problema a saude global,
devido a isso, tratamentos a base de plantas medicinais tém sido pesquisados (Zahra, Hartati,
Fidrianny, 2020), por suas atividades antimicrobianas e antibiofilme (Rhimi et al., 2022).

Os oleos essenciais e seus derivados, sdo usados desde a antiguidade para tratar varias
afeccdes, tanto na medicina humana quanto na veterindria (Lisboa et al., 2022). O uso de 6leos
essenciais para a espécie equina tem expandido com os anos, sua aplicabilidade ¢ variavel,

desde controle de estresse (Poutaraud et al., 2018), nutri¢do (Elghandour, 2023) e tratamento



24

de feridas (Pimenta, 2023). Entretanto, os relatos sobre a utilizagdo de oleos essenciais no
tratamento de endometrite em €éguas sao escassos.

Avila et al. (2022) avaliaram e demonstraram a eficacia do 6leo de girassol ozonizado
como tratamento alternativo in vivo de endometrite em éguas. Donato et al. (2024) testaram o
efeito antimicrobiano in vitro do 6leo de girassol ozonizado contra cepas causadoras de
endometrite em ¢éguas através da concentragdo inibitéria minima e a concentracao
bactericida/fungicida minima e apresentaram efetividade contra todas.

Lisboa et al. (2022) também avaliaram a atividade dos dleos essenciais de Ocimum
basilicum, Rosmarinus officinalis e Cymbopogon citratus contra patégenos causadores de
endometrite em éguas em diversas concentragdes por meio da concentragdo inibitdria minima
e concentracao bactericida minima, e concluiram que os 6leos testados apresentaram atividade
antimicrobiana.

Ja na espécie bovina, Kadivar et al. (2022) avaliaram a eficacia de um mix de 6leos
essenciais composto por Satureja bachtiarica Bunge, Artemisia Aucheri Boiss e Syzygium
aromaticum (L.) comparado a antibidticos normalmente utilizados no tratamento de
endometrite em vacas, como oxitetraciclina e ceftiofur. A eficacia dos tratamentos foi avaliada
pelos parametros de desempenho reprodutivo, como taxa de limpeza, dias abertos, intervalo
entre partos € o primeiro servico, taxa de prenhez no primeiro servigo € servigo por concepg¢ao.
O mix de 6leos essenciais se mostrou mais eficaz que o ceftiofur nos parametros: taxa de
limpeza, taxa de concepgao do primeiro servigo em vacas limpas e limpas e ndo limpas.

Paiano ef al. (2020) testaram a ag¢do antimicrobiana dos 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis, Cinnamomum cassia, Eugenia caryophyllus, Eucalyptus globulus, Citrus limon,
Origanum vulgare e Thymus vulgaris contra microorganismos causadores de endometrite em
vacas, pelo método de difusdo em disco de agar e os resultados foram obtidos por meio da
mensuragao do diametro da zona inibi¢dao. Os 6leos essenciais de canela e tomilho tiveram um
maior diametro da zona de inibi¢do para Escherichia coli; o 6leo de canela teve um maior
diametro da zona de inibicdo para Trueperella pyogenes e Fusobacterium necrophorum; ja
contra a bactéria Staphylococcus aureus, os Oleos essenciais de canela, orégano e tomilho
tiveram um maior diametro da zona de inibicao.

A eficacia dos 0Oleos essenciais demonstradas nos trabalhos citados ressalta que apesar
de ndo substituir os antimicrobianos convencionais em infec¢cdes multirresistentes, as plantas
medicinais possuem um potencial relevante de aplicagao.

1.2.8 Terminalia catappa
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A familia Combretaceae compreende um total de 18 géneros distribuidos na Africa,
Asia e Américas, ¢ os dois principais representantes sio os géneros Combretum, com 370
espécies, e Terminalia, com 200 espécies (Mogashoa et al., 2019).

Plantas do género Terminalia sdo mundialmente distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais (Habibullah ef al., 2023). Nativa do sudeste da Asia (Nugroho et al, 2019),
Terminalia catappa € uma espécie popularmente conhecida como amendoeira, amendoeira-da-
praia, amendoeira-da-India, castanhola, chapéu-de-Sol, sete-copas e outras denominagdes
regionais (Silva et al., 2015; Da Nobrega Santos et al., 2017). A arvore cresce a uma altura de
at¢é 35m com uma coroa vertical e simétrica e galhos horizontais. Seus galhos sdo
caracteristicamente organizados em camadas. As folhas sdo grandes, com 15 a 25 cm de
comprimento e 10 a 14 cm de largura, ovoides, de coloracdo verde escuro brilhante e aspecto
coriaceo. E uma espécie monoica, com flores masculinas e femininas distintas na mesma arvore,
ambas com 1 cm de didmetro de coloracdo branca a esverdeada e sem pétalas. A fruta é uma
drupa de 5 a 7 cm de comprimento e 3-5,5 cm de largura, verde no inicio, depois amarela e
finalmente vermelha quando madura, contendo uma tnica semente (Anand et al., 2015).

Devido a adaptabilidade a condi¢des edafoclimaticas e resisténcia a extremos de
temperatura, escassez de agua e salinidade (Arunachalam ef al., 2024), possui ampla
distribuicdo geografica e, por meio de correntes oceanicas € a¢do humana, foi introduzida e
naturalizada em areas de clima tropical, incluindo Brasil, Caribe e Africa Oriental, Florida,
Porto Rico e Havai (Habibullah et al., 2023), sendo encontrada com facilidade em locais de
solos arenosos e drenados, como regides costeiras (Arunachalam et al., 2024).

Esta espécie ¢ utilizada na ornamentac¢ao urbana (Habibullah ez al., 2023), além de haver
interesse nos frutos para fins alimenticios e na producdo de 6leos, farinhas e outros derivados
(Arunachalam et al, 2024) bem como biocombustiveis (De Oliveira et al, 2024).
Etnofarmacologicamente, o uso de plantas do género Terminalia, ¢ melhor documentado em
sistemas tradicionais de medicina Indianos como Siddha e Ayurveda, além de outros em
algumas regides da Africa, Américas, Australia e na Medicina Tradicional Chinesa. As
finalidades sao amplas, como tratamento de hepatopatias, neoplasias, maléria, febre amarela e
diarreia, além de serem atribuidos efeitos antiviral, antibacteriano, antifingico, expectorante,
antisséptico, afrodisiaco analgésico e anti-hipertensivo (Cock, 2015). A grande variagcdo nas
propriedades deve-se aos compostos organicos presentes nos frutos, na casca, e nas folhas (Naz

et al., 2007; Neelavathi, Venkatalakshml, Brindha 2013).
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Andlises da composicao fitoquimica de 7. catappa, indicaram a presenga de taninos
hidrolisaveis, principalmente da série elagitaninos, contendo um nucleo central de D-glicose
substituido por ésteres de acido galico, acido hexa-hidroxidifénico (HHDP), acido galagico e
acido flavogalonico (Tanaka, Nonaka, Nishioka, 1986; Abiodun et al., 2016; Tercas et al.,
2017). Outros componentes incluem flavondides e seus glicosideos, juntamente com
triperpendides (Habibnaullah et al., 2023).

Foi demonstrado que o método de extragao e o solvente utilizados sao relacionados aos
compostos extraidos e consequentemente a atividade bioldgica do extrato (Annegowda et al.,
2010; Olukotun, 2018). Entretanto, destacam-se a ac¢do antimicrobiana, anticancerigena,
antidiabética, efeito cicatrizante, anti-inflamatdria, antioxidante e hepatoprotetora e anti-
helmintica (Iheagwam et al., 2021)

Sao escassos na literatura estudos sobre a toxicidade dos extratos obtidos a partir desta
espécie. Ensaio de toxicidade foi realizado a partir do extrato hidroetandlico do nucleo da
semente de 7. catappa (Batubo et al., 2018). Apesar de ndo haver descricdo relativa a
composicdo do extrato bem como parametros histoldgicos, os autores relataram ndo haver
toxicidade aguda, cronica ou efeitos nefrotoxicos, indicando grande margem de seguranca na
utilizagdo da planta.

Auséncia de toxicidade foi descrita em ratos que receberam punicalagina em altas doses
por 37 dias (Cerda et al., 2003). Entretanto, Mininel et al. (2014), recomendaram cautela no
uso com propositos medicinais, devido ao efeito mutagénico in vitro de altas doses de extrato
hidroetanolico de folhas de 7. catappa contendo principalmente punicalagina e 4cido elagico.
Da mesma forma, resultados encontrados por Ansari e Sorte (2018) sugerem toxicidade dose
dependente, ao determinar como dose toxica letal (DL50) quantidades superiores a 1000mg/kg,
ndo havendo alteracdes significativas em ensaio de toxicidade aguda em camundongos que
receberam extrato etanolico de folhas 7. catappa por via oral em doses dentro deste intervalo.
Testes in vitro com 3 diferentes linhagens celulares cutaneas também mostraram que o extrato
de T. catappa nao exibiu efeitos citotdoxicos, além de ser capaz de proteger as células frente a
citotoxicidade induzida por estresse oxidativo (Huang et al., 2018).

Punica granatum, apresenta predominancia dos mesmos compostos encontrados em 7.
catappa (Doostkam, Iravani, Bassiri-Jahromi 2019), sendo consideradas espécies proximas
quimiotaxonomicamente (Mininel et al., 2014). Em um ensaio realizado por Vale et al., (2020)
com Punica granatum, ndao foram descritos efeitos citogenéticos e toxicologicos em

camundongos que receberam extrato etandlico contendo majoritariamente compostos fenolicos
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como acido elagico, acido galico e punicalagina, dentre outros. A auséncia de toxicidade foi
descrita em ratos que receberam o extrato aquoso de 7. catappa durante 28 dias (lheagwam et
al., 2021).

1.2.9 Baccharis dracunculifolia

Baccharis dracunculifolia pertence ao género Baccharis, que compreende cerca de 440
espécies e a familia Asteraceae (Armstrong et al., 2024). E popularmente conhecida como
“Vassourinha” e “Alecrim do Campo” (Bonin et al., 2020). E uma espécie nativa da América
do Sul, e ¢ amplamente distribuida por diversos paises desse territorio, incluindo o Brasil,
Argentina, Bolivia, Paraguai, Peru e Uruguai (Tomazzoli et al., 2021; Gazim et al., 2022). No
Brasil, o Centro-Oeste, Sudeste e Sul sdo as regides com maior concentragao, principalmente
em biomas do Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (Armstrong ef al., 2024).

Os arbustos de Baccharis dracunculifolia sdo de carater perene, podendo chegar a uma
altura de até¢ 3 metros. Suas folhas sdo lanceoladas espigadas e dispostas alternadamente
(Cazella et al., 2019), medindo de 1 a 2 cm de comprimento e 3 a 4 mm de largura. Apresentam
apice agudo, base atenuada, suas margens sdo inteiras ou com 1 a 3 dentes na base (Armstrong
et al., 2024). Sao membranosas, uninervadas e produzem flores femininas ¢ masculinas, sendo
assim uma espécie mondica (Tomazzoli et al., 2021). Produzem aquénios glabros, com cerca
de 1,5mm de comprimento (Armstrong et al., 2024). O periodo de floragdo e frutificagdo da B.
dracunculifolia acontece entre dezembro e maio, € o vegetativo entre junho e novembro
(Moise;Bobis, 2020).

Apresenta um rapido crescimento, habita em campos secos, sao adaptaveis a condigdes
salinas e oscilagdes de luminosidade (Fernandes, Oki, Barbosa, 2022), tem potencial para ser
utilizado na recuperagdo de solos degradados, atuando como um colonizador eficiente em
ambientes pobres e 4cidos (Moise;Bobis, 2020). Além disso, s@o figuras importantes no cenario
ecoldgico, alimentando diversas espécies de insetos herbivoros e polinizadores (Fernandes,
Oki, Barbosa, 2022), como a Apis mellifera, que € responsavel pela producao da propolis verde
(Rigotti et al, 2023). A propolis verde ¢ um produto apicola derivado da Baccharis
dracunculifolia que apresenta diversas atividades bioativas. E amplamente utilizada para
formulagdo de produtos farmacéuticos, nutracéuticos e cosméticos (Fernandez et al., 2022). Por
se tratar de um produto originado de uma planta nativa do territorio brasileiro, o Brasil ¢
considerado o maior produtor e exportador da prépolis verde (Batista et al., 2025).

As plantas da espécie Baccharis sdo aromaticas, possuem atividades medicinais e varias

sdo utilizadas na medicina tradicional (Armstrong ef al., 2024; Rigotti et al., 2023). Infusdes e
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decoccdes das folhas de Baccharis dracunculifolia tém sido utilizadas para diversas finalidades,
como tratar disturbios digestorios, problemas hepaticos, inflamagao, pressdo alta e febre. Além
disso, seus ramos sdo utilizados para confec¢ao de vassouras rusticas (Armstrong et al., 2024).
O ¢6leo essencial da vassourinha ¢ bastante utilizado na industria cosmética (Minteguiaga et al.,
2021), alimenticia e farmacéutica (Bonin et al., 2020). Possui atividades anti-inflamatoria,
antiprotozoaria (Minteguiaga et al., 2021), antimicrobiana, inseticida (Tomazzoli et al., 2021),
antifingica, antiulcerativa, antirreumatica, hepatoprotetora (Salazar et al, 2018),
imunomoduladora (Bachiega ef al, 2013), antidiabéticas (Iurckevicz et al., 2021) e
fotoprotetora (Vilas-boas et al., 2023).

As propriedades bioativas estdo associadas aos diversos compostos fitoquimicos que
sdo encontrados em seus extratos e 0leos essenciais (Iurckevicz et al., 2020). Esses compostos
podem ser extraidos das folhas (Brandenburg ef al., 2020), flores (Cazella ef al., 2019), caules
(Budel et al., 2018) e raizes (Retamozo et al., 2023).

Embora a composicdo quimica da Baccharis dracunculifolia seja geneticamente
determinada, alguns fatores podem levar a alteracdes, como fatores climaticos, ambiente de
crescimento, composi¢do do solo (Tomazzoli ef al., 2021; Minteguiaga et al., 2021), influéncia
do dioicismo, condigdes de armazenamento, de secagem, método de moagem, método e
solvente utilizado para extragdo moagem (Manfron et al, 2022). Portanto, a variagdo desses
fatores pode modificar a qualidade e quantidade do produto extraido (Tomazzoli ef al., 2021).
De Sousa ef al. (2011) realizaram um estudo sobre o impacto da sazonalidade nos compostos
fenodlicos encontrados em espécimes de B. dracunculifolia de 10 regides diferentes do territdrio
brasileiro e concluiram que a sazonalidade impacta diretamente na quantidade e qualidade dos
compostos fenolicos.

Virios estudos identificaram os componentes dos extratos e 6leos essenciais da BC.
Iurckevicz et al. (2021), encontraram na analise do extrato metanolico das folhas de Baccharis
dracunculifolia a presenca de composto fenodlicos como: acido gélico, acido vanilico, catequina,
epicatequina, acido p-cumarico, acido caféico e fertlico; e flavonoides, como: rutina,
quercetina, miricetina e pinocembrina. Em contraste, Bonin et al, (2020) identificaram
compostos diferentes no extrato hidroalcoodlico da vassourinha, que foram: Naringenina,
kaempferol, artepillina C, a-pineno, acido hidroxicinamico, apigenina, kaempferida, limoneno,
e PB-cariofileno. Os principais metabodlitos secundarios encontrados no 6leo essencial de B.
dacunculifolia sdo (E)-nerolidol, espatulenol, B-cariofileno (Corréa et al., 2024), germacreno-

D (Massignani et al., 2009) limoneno, B-pineno e biciclogermacreno (Monteiro et al., 2023).
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Dentre esses compostos, a naringenina, germacreno, o-pineno, espatulenol, limoneno e 3-
cariofileno apresentam importante atividade antimicrobiana; a aterpelina C possui
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e anticancerigenas; e o acido

hidroxicinamico contribui com a¢ao antioxidante (Bonin et al., 2020).
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1.4 Objetivo
Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e do extrato etandlico das partes

aéreas em periodo de floracdo de Baccharis dracunculifolia e do extrato hidroetandlico
liofilizado das folhas de Terminalia catappa frente a isolados bacterianos de éguas com

endometrite.
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2.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Bacharis dracunculifolia e
Terminalia catappa FRENTE A ISOLADOS DE BACTERIAS CAUSADORAS DE
ENDOMETRITE INFECCIOSA NA ESPECIE EQUINA
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Resumo

Contexto: O tratamento de endometrite infecciosa tem se mostrado menos eficaz devido a
resisténcia antimicrobiana, o que tem impulsionado a procura por tratamentos alternativos,
incluindo o uso de plantas medicinais.

Objetivos: Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e do extrato etandlico das
partes aéreas em periodo de floragdo de Baccharis dracunculifolia (BD), bem como do
extrato hidroetanolico liofilizado das folhas de Terminalia catappa (TC) frente a isolados de
¢guas com endometrite infecciosa.

Meétodos: 10 éguas diagnosticadas com endometrite infecciosa foram incluidas no estudo.
Foram coletadas amostras uterinas por meio de swab e escova citologica. Foi realizada
citologia, cultura e teste de sensibilidade antimicrobiana. O 6leo e os extratos foram testados
frente aos isolados bacterianos pelo método de microdiluigao em caldo.

Resultados: O extrato de TC apresentou concentracao inibitdria minima (CIM) frente ao
isolado clinico de Escherichia coli e E. coli (ATCC 25922) com CIM = 2,5mg/mL ¢ 0,312
mg/mL, respectivamente, e Staphylococcus aureus (ATCC 2921) com CIM = 0,07 mg/mL.
O dleo essencial e o extrato de BD apresentaram CIM constante de 20mg/mL frente aos
isolados clinicos e as cepas padrio.

Conclusdo: O extrato hidroetandlico liofilizado das folhas de Terminalia catappa mostrou
maior atividade antibacteriana frente a isolados clinicos de éguas com endometrite e cepas
padrdo.

Keywords: Compostos bioativos. Microorganismos. Reprodu¢do Equina. Utero.



41

Abstract

Context: The treatment of infectious endometritis has become less effective due to
antimicrobial resistance, which has driven the search for alternative treatments, including the
use of medicinal plants.

Objectives: To evaluate the antimicrobial activity of the essential oil and ethanolic extract of
the aerial parts of Baccharis dracunculifolia (BD) during the concentration period, as well as
the lyophilized hydroethanolic extract of Terminalia catappa (TC) leaves, against isolates
from water sources with infectious endometritis.

Methods: 10 mares diagnosed with infectious endometritis were included in the study.
Uterine samples were collected using a swab and cytological brush. Cytology, culture, and
antimicrobial susceptibility testing were performed. The oil and extracts were tested against
bacterial isolates using broth microdilution.

Results: The TC extract showed a minimum inhibitory concentration (MIC) against the
clinical isolates of Escherichia coli and E. coli (ATCC 25922) with MIC = 2.5 mg/mL and
0.312 mg/mL, respectively, and Staphylococcus aureus (ATCC 2921) with MIC = 0.07
mg/mL. The essential oil and extract of BD showed a constant MIC of 20 mg/mL against the
clinical isolates and as standard strains.

Conclusion: The lyophilized hydroethanolic extract of Terminalia catappa leaves showed
greater antibacterial activity against clinical isolates from water with endometritis and
standard strains.

Keywords: Bioactive Compounds. Equine Reproduction. Microorganims. Uterus.
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1. Introducao

A endometrite infecciosa ¢ uma das principais causas de subfertilidade na espécie
equina [1]. Durante a reproduc¢ao, agentes infecciosos, como bactérias e fungos t€ém acesso ao
limen uterino. Geralmente, éguas consideradas resistentes respondem rapido a ameaga
causada pelos microrganismos, entretanto, alguns fatores podem levar a infec¢do, como
resposta imune deficiente e drenagem uterina ineficaz devido a problemas anatdmicos, como
utero pendular, colo do utero estreito ou contratilidade miometrial prejudicada [2], além de
alteragdes na conformacao perineal [3].

A abordagem terapéutica da endometrite infecciosa ¢ realizada tradicionalmente por
lavagens uterinas, antibidticos (sistémicos ou intrauterinos), ecbolicos e antiinflamatorios [4].
No entanto, a resposta limitada aos tratamentos convencionais, aliada ao aumento da
ocorréncia de patdogenos resistentes aos antimicrobianos, tem motivado a busca e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas para o tratamento de éguas com
endometrite cronica [5]. A resisténcia antimicrobiana (RAM) estd associada ao uso
indiscriminado e inadequado de antibidticos nos ambitos humano, animal e ambiental [6],
resultando em tratamentos ineficazes, alta mortalidade [7] e custos elevados em saude no
ambito global [8].

Segundo White e Hughes [9], medidas devem ser tomadas para combater o aumento
da resisténcia, como o desenvolvimento de novos medicamentos e abordagens terapéuticas
alternativas. Neste contexto, a investigacao de alternativas terapéuticas naturais, contribui
para o controle e enfrentamento da RAM. Pesquisas cientificas demonstram que plantas
apresentam atividade antimicrobiana eficaz no tratamento de doencas infecciosas, com menor
incidéncia de efeitos colaterais em comparagao aos antimicrobianos sintéticos [10].

Uma espécie considerada uma fonte de produtos naturais € a Baccharis

dracunculifolia (BD) [11]. A BD ¢ um arbusto medicinal pertence a familia Asteraceae,
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nativa da América do Sul, sendo popularmente conhecida no Brasil por “alecrim-do campo” e
“vassourinha” [12]. E amplamente utilizada na forma de cha para o tratamento de doengas
gastricas, inflamagdes e alteragdes hepaticas [13]. Diversos estudos relataram as atividades
bioativas da espécie, como antimicrobiana [14,11], antinflamatoria [15], antioxidante [16],
fotoprotetora [17] e diuréticos [18].

Outra espécie ¢ a Terminalia catappa, uma arvore pertencente a familia
Combretaceae, nativa da Asia [19] e foi introduzida em outras regides do mundo, como
América Central e do Sul, Africa Ocidental e Central e ilhas do Caribe [20]. E popularmente
conhecida “améndoa tropical”, “améndoa indiana” [21], entre outros. A T. catappa apresenta
diversas atividades biolégicas e ¢ utilizada para fins medicinais em paises da Asia e Africa
[22]. Suas folhas apresentam atividades antiinflamatorias, antidiabéticas, anticancerigenas,
anti-transcriptase reversa do HIV [23], antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias,
hepatoprotetoras ¢ hemostaticas [19]. As améndoas auxiliam na reducdo de risco de doengas
cardiacas e de colesterol, além de possuir acao antioxidante [19]. Além de suas atividades
bioativas, os derivados da Terminalia catappa também sdo utilizadas para fins alimenticios
[20] e ornamentais [22].

O objetivo deste estudo foi determinar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e
do extrato etanolico de Baccharis dracunculifolia e do extrato hidroetandlico liofilizado de

Terminalia catappa contra bactérias de ¢guas com endometrite.

2. Materiais e Métodos
2.1 Aprovagdo Etica
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal

(CEPEEA) da Universidade do Parana (UNIPAR) sob protocolo n® 3713/2025.
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Animais e coleta de amostras

Foram obtidas amostras uterinas de 10 éguas em idade reprodutiva (entre 6 ¢ 12 anos)
provenientes do Haras Bebela, localizado na cidade de Perobal - PR. Apoés triagem inicial
com base no historico reprodutivo, os animais foram submetidos a exame ginecologico
completo, incluindo palpagao e ultrassonografia transretal, além de exame citologico e
cultura uterina. Foram inseridos no estudo apenas os animais com diagnéstico positivo de
endometrite, que apresentaram sinais, como acumulo de fluido, edema uterino, alteragao
anatomica da regido perineal e vulvar, historico de ciclos estrais curtos, além de presencga de
células inflamatdrias no exame citologico e cultura positiva. Este foi realizado conforme
técnica descrita por Cocchia et al., [24], durante o estro. Apds contengdo em tronco para
equinos, a cauda foi protegida por atadura de crepe e a regido perineal higienizada com
solugdo degermante de clorexidina 2% e agua, seguido por secagem com papel toalha. Apds
lubrificagdo com gel a base de carboximetilcelulose, a escova citologica foi introduzida, por
palpacdo via canal vaginal, através da cérvix, alcangcando o utero. A coleta foi realizada por
movimentos giratérios da escova na superficie endometrial. Em seguida, a amostra foi
depositada por rolamento em uma lamina de vidro para microscopia e submetida a fixacdo
por imersdo em metanol por 15 segundos, seguido por imersao em hematoxilina e eosina por
15 segundos. A leitura foi realizada em microscopia dOptica, sendo considerado diagndstico
positivo para endometrite animais com contagem de 2—5 neutr6filos polimorfonucleares
(PMNs) por campo de 400x [25]

As amostras para isolamento bacteriano foram colhidas por swab uterino, conforme
técnica descrita por Ferris et al., [26]. Apos preparo inicial conforme descrito anteriormente
para o exame citoldgico, um coletor de swab uterino para éguas foi introduzido por palpagao
via canal vaginal ¢ introduzido no canal cervical, momento em que a bainha sanitaria do swab

foi rompida, e a haste foi inserida limen uterino, para entdo expor a extremidade do swab e
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realizar a coleta por contato com a mucosa endometrial. Em seguida, o swab foi colocado em

tubo com meio Stuart e acondicionado sob refrigeragdo a 5°C.

Obtencao do material vegetal

As partes aéreas da planta B. dracunculifolia foram coletadas em Guaraniagu, Oeste
do Estado do Parand, Brasil (coordenadas 25°08°05,47°’S e 52°53°49,23’W — 800 m), entre 7
e 8 horas da manha, na fenofase de floragdo (em trés de abril, com presenca de botdes florais
e flores). O material botanico foi autenticado pelo Ph.D. Gustavo Heiden e a exsicata de um
exemplar da espécie (UNOP 8655) foi incorporado ao acervo do Herbario da Universidade

Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus de Cascavel, PR, Brasil [14]

Extracio e caracterizacdo quimica do 6leo essencial das partes aéreas de B.
dracunculifolia

As partes aéreas de B. dracunculifolia foram coletadas e secas em temperatura
ambiente (32°C). O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger
modificado por duas horas [14].

A andlise quimica do 6leo essencial foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas — CG/EM, em um cromatografo Agilent 5973 Network (Agilent
Technologies, DE, EUA), equipado com detector seletivo de massa, coluna capilar HP-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); operando com energia de ionizagdo de 70 eV. O gés carreador
foi hélio (1,8 mL min™"). A coluna foi programada com temperatura do injetor, inicial, de 40
°C por dois minutos, acrescentando-se 3 °C a cada minuto até atingir 230 °C. Essa
temperatura foi mantida por 20 minutos [27]. Os espectros obtidos foram comparados com o
banco de dados da biblioteca Wiley e, os indices de retencao (IR), calculados para cada

constituinte, comparados com os tabelados, de acordo com Adams [28].
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Obtencao e caracterizacido quimica do Extrato Bruto das partes aéreas de B.
dracunculifolia

As partes aéreas (folhas e flores) de Baccharis dracunculifolia foram coletadas e secas
a temperatura ambiente (32°C). Em seguida, o material vegetal foi moido até a granulometria
de 850 um. O p¢ resultante foi submetido ao processo de maceragdo dindmica com renovacao
de solvente utilizando etanol 96% (v/v) até a exaustdo do material vegetal. O filtrado foi
entdo concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo (Tecnal®, modelo TE-211,
Brasil) a 40°C, até a obtengdo do extrato etandlico bruto de B. dracunculifolia, que foi
posteriormente armazenado a -20°C.

A analise dos extratos foi realizada por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢ao (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS),
seguindo a metodologia descrita por Silva et al., [29]. A analise quimica foi biodirecionada
para a investigagao de compostos fenolicos e a identificagao foi realizada conforme proposto
em estudos de revisao sobre o género Baccharis [30,31], calculando o erro de massa e
comparando os resultados com dados do MassBank (http://www.massbank.jp/) e do Human

Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/).

Preparo e caracterizacio quimica do extrato liofilizado de Terminalia catappa

Folhas verdes foram colhidas de arvores adultas de 7. catappa localizadas no campus
II da Universidade Paranaense (UNIPAR) em Umuarama, Parana (23°45'52.4"S
53°1620.5"W). O material vegetal foi seco a 37°C durante 5 dias. Posteriormente foi
pulverizado e armazenado. A obtencdo do extrato hidroetandlico de 7. catappa (EHTC) foi
realizada por maceragao das folhas pulverizadas em etanol 70%, na propor¢do de 9:1, a

temperatura ambiente por sete dias. Apos filtragdo, o extrato foi concentrado em
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rotoevaporador sob pressdo reduzida, com temperatura inferior a 55 °C, e posteriormente
liofilizado, obtendo-se 272 g de extrato bruto (rendimento de 4,5%). A composi¢ao quimica
das folhas foi avaliada por cromatografia liquida.

A composicao das folhas de 7. catappa foi investigada por cromatografia liquida
espectrometria de massa (LC-MS), desenvolvida em uma cromatografia liquida de alta
performance Acquity (UPLCTM) acoplada a um espectrdmetro de massa XEVO-QT of 45

(Waters Corporation, Milford, MA).

Isolamento das amostras e identificacao dos isolados

Um total de 10 amostras foram cultivadas em Brain Heart Infusion (BHI) por 24
horas a 37°C e posteriormente semeadas em agar Sangue e MacConkey e incubadas a 37°C
por um periodo entre 24 a 48 horas. Apos esse periodo, foram realizadas as analises
macroscopicas e provas bioquimicas. Para classificagdo dos Staphylococcus spp. foram
realizados testes de catalase e coagulase. Bactérias da familia Enterobacteriaceae foram
identificadas por meio de teste comercial para enterobactérias (NewProv).
Ensaio de resisténcia bacteriana

Todas as amostras foram submetidas ao teste de disco-difusdo de acordo com os
critérios estabelecidos pelo Clinical Laboratory and Standards Institute [32]. Os antibidticos
foram selecionados de acordo com Performance Standards for Antimicrobial Disk and
Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From Animals [32] e com base nos
antimicrobianos comumente utilizados na pratica equina.

Na determinacao do perfil de resisténcia das bactérias gram-negativas, os antibioticos
testados foram: amicacina (30 pg), gentamicina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), ceftiofur (30
ug), cefoxitina (30 pg), eritromicina (15 pg), sulfonamidas + trimetropin (25 pg) e

tetraciclina (30 pg). J& para bactérias gram-positivas foram: cloranfenicol (30 pg), ceftiofur
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(30 png), cefoxitina (30 pg), eritromicina (15 pg), penicilina G (10 pg), sulfonamidas +
trimetropin (25 pg) e tetraciclina (30 pg)
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio Bactericida Minima (CBM)

A atividade antibacteriana do 6leo essencial e do extrato de Baccharis dracunculifolia
e do extrato vegetal de Terminalia catappa foi realizada pelo método de microdilui¢do em
caldo, de acordo com o Clinical & Laboratory Standards Institute [32].

Os isolados foram suspensos em solu¢ao BHI e ajustadas a escala de turbidez 0,5 de
McFarland. Em seguida, foi realizada uma dilui¢@o até a obtenc¢ao da concentragdo final de
1x10% UFC/mL. Foi preparada uma solug¢io mie para cada produto, éleo e extrato de B.
dracunculifolia e extrato de T. catappa, que foram diluidas em caldo Miieller-Hinton de
forma a se obter dilui¢des seriadas que variaram de 20 a 0,07 mg/mL.

Na placa de 96 pogos foram distribuidos 100 pL das dilui¢des em triplicata, aos quais
adicionaram-se 5 pL da suspensdo bacteriana padronizada. Também foram incluidos ensaios
controles do meio de cultura, do 6leo, dos extratos e dos indculos bacterianos. Cepas padrao
de Staphylococcus aureus ATCC 2921 e Escherichia coli ATCC 25922 foram utilizadas.

Posteriormente as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido o periodo
de incubagao, o crescimento foi avaliado pela adi¢do de 10 pL de trifeniltetrazélio (TTC) a
10%, sendo a concentragdo inibitoria minima (CIM) definida como a menor concentragdo de
extrato a inibir o crescimento bacteriano.

A concentragdo bactericida minima (CBM) foi realizada a partir de um carimbo com
amostras das placas de 96 pogos que foram inoculadas na superficie de placas de Agar
Miieller-Hinton. As placas foram incubadas a 37°C e apo6s 24 horas a CBM foi definida como

a menor concentragao dos extratos ou 0leo capaz de causar a morte do indculo.
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Foram identificados 13 compostos, sendo 6 acidos fendlicos, 6 flavonoides e 1 acido

organico. Os compostos podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composic¢do quimica do extrato bruto das partes aéreas de Baccharis
dracunculifolia por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS.

Compostos Massa tedrica Massa experimental Tempo de Erro
m/z [M-H] m/z [M-H] retencio (min)

3- metoxi-quercetina 315.05 315.05 5.51 0.32
Acido cafeico 179.03 179.03 4.15 4.47
Acido clorogénico 353.08 353.08 425 0
Acido ferulico 193.04 193.05 5.51 -3.62
Acido p-cumérico 163.03 163.03 4.60 -4.29
Acido protocatecuico 153.01 153.01 1.28 -3.92
Acido quinico 191.05 191.05 0.84 -3.66
Acido-hidroxibenzoico 137.02 137.02 4.10 -5.11
Apigenina 269.04 269.04 5.43 -0.74
Isocempferida 299.05 299.05 5.45 -2.01
Isoquercetina 463.08 463.08 4.40 2.59
Kaempferol 285.03 285.03 5.48 0
Quercetina 301.03 301.03 5.16 0.33

Os resultados da anélise quimica do 6leo essencial da BD estao listados na Tabela 2.

Foram identificados 56 compostos, tendo como classe majoritaria os sesquiterpenos

oxigenados, em maior concentragdo o nerolidol (20.59%) e espatulenol (17.21%). Seguido

por sesquiterpenos hidrocarbonetos (6-Cadineno, Germacreno D e (E)-Cariofileno),

monoterpenos hidrocarbonetos (f-Pineno, Limoneno e a-Pineno) e monoterpenos oxigenados

(Mirtenol e (E)-Pinocarveol) em menores concentragdes.



Tabela 2 - Composic¢do quimica do 6leo essencial obtido das partes aéreas de Baccharis

dracunculifolia na fase de floragao.
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Pico AComposto Area % IR* IR Metodos de
identificacio
FL
Monoterpenos
hidrocarbonetos
1 a-Tujeno 0.12 952 924 a,b,c
2 o-Pineno 2.04 954 932 a,b,c
3 [S-Pineno 6.65 964 974 a,b,c
4 o-fellandreno 0.02 1018 1002 a,b,c
5 o0-Cimeno 0.15 1022 1022 a,b,c
6 Limoneno 5.49 1024 1024 a,b,c
7 S-(Z)-Ocimeno 0.13 1025 1032 a,b,c
8 Terpinoleno 0.09 1064 1086 a,b,c
Monoterpenos oxigenados
9 Linalol 0.18 1066 1095 a,b,c
10 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.2 1119 1119 a,b,c
11 (E)-Pinocarveol 0.66 1122 1135 a,b,c
12 cis-Verbenol 0.49 1126 1137 a,b,c
13 Mirtenol 1.54 1165 1194 a,b,c
14 cis-Carveol 0.21 1217 1226 a,b,c
15 cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 0.35 1220 1227 a,b,c
16 Geraniol 0.15 1260 1249 a,b,c
Sesquiterpenos
hidrocarbonetos
17 o-Ylangeno 0.46 1354 1373 a,b,c
18 o-Copaeno 0.64 1358 1374 a,b,c
19 S-Bourboneno 0.16 1408 1387 a,b,c
20 S-Elemeno 0.98 1409 1389 a,b,c
21 o-Gurjuneno 0.48 1411 1409 a,b,c
22 (E)-Cariofileno 5.02 1412 1417 a,b,c
23 S-Copaeno 0.23 1413 1430 a,b,c
24 a-Guaieno 1.25 1414 1437 a,b,c
25 Aromadendreno 1.75 1415 1439 a,b,c
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26 allo-Aromadendreno 1.31 1456 1458 a,b,c
27 y-Muuroleno 0.3 1458 1478 a,b,c
28 Germacreno D 5.73 1508 1484 a,b,c
29 Viridifloreno 4.85 1509 1496 a,b,c
30 o-Muuroleno 0.55 1509 1500 a,b,c
31 y-Patchouleno 0.1 1510 1502 a,b,c
32 0-Cadineno 5.84 1513 1522 a,b,c
Sesquiterpenos oxigenados
33 Nerolidol 20.59 1557 1564 a,b,c
34 Espatulenol 17.21 1560 1577 a,b,c
35 Viridiflorol 0.66 1610 1592 a,b,c
36 epi-a-Cadinol 4.06 1652 1638 a,b,c
37 o-Muurolol 1.59 1654 1644 a,b,c
38 Cedren-13-ol, 8- 2.17 1656 1688 a,b,c
39 (Z)-f-Santalol 2.5 1706 1715 a,b,c
40 Murolan-3,9(11)-diene-10- |44 1710 1729 ab.c
peroxy
41 Vellerdiol 0.2 1939 1926 a,b,c
Diterpeno hidrocarboneto
55 Cembreno 0.47 1940 1937 a,b,c
Diterpeno oxigenado

56 Fitol 0.26 1945 1942 a,b,c

Total 99.27

Monoterpenos hidrocarbonetos 14,69

Monoterpenos oxigenados 3.78

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 29.65

Sesquiterpenos oxigenados 50.42

Diterpeno hidrocarboneto 0.47

Diterpeno oxigenado 0.26

IR*= Indice de retencio calculado utilizando n-alcanos C;7 — Cas em coluna HP-5MS. IR? = Indice de

retengdo relativo encontrado na literatura em coluna capilar DB5 e comparagdo dos Indices de
Retengdo e/ou dos Espectros de Massas com a Literatura (ADAMS, 2012). MS¢ = Identifica¢ao

baseada na comparagdo com os espectros de massa da espectroteca Wiley 275 libraries. FL = fase de

floragdo. *Compostos listados em ordem de elui¢do pela coluna HP-5MS.

punicalina (isomero), punicalagina isdmero, corilagina isdmero, galoil-punicalagina,

O extrato etandlico de 7. catappa apresentou em sua fitoquimica elagitaninos como



flavonoides como quercetina, rutina, isoorientina, vitexina e isovitexina, polifen6is como

acido elagico e triterpenoides como 4cido asiatico, entre outros listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao quimica do extrato etanolico liofilizado das folhas de Terminalia
catappa por cromatografia liquida espectrometria de massa (LC-MS).

RT .
N (min) Pico Fragmentos (m/z) Nome do composto
1 0.38 481.0608 300.9982 HHDP-glicose
2 0.47 481.0611 300.9967 HHDF-glicose (isdmero)
3 0.49 331.0658 169.0141 Galoil-glicose
4 0.56 781.0531 600.9869, 298.9822, 575.0078 Punicalina (isomero)
5 0.75 783.0676 450.9935, 300.9982, 169.0137  Nonahidroxitrifenol-galoil
glicose (terflavina-B)
6 0.76 933.0636 481.0611, 450.9933, 300.9984, Nonahidroxitrifenoil-
275.0150 HHDF-glicose (terflavina
)
7 0.99 541.0259(z2) 781.0471, 600.9888, 575.0071, Punicalagina isomero
1083.0624 300.9984, 275.0191, 169.0131
8 1.35 633.0721 300.9982, 275.0191, 169.0140 Corilagina isdbmero
9 1.73 541.0251(z2) 781.0488, 600.9869, 575.0065, Punicalagina isomero
1083.0608 300.9978, 275.0184, 169.0133
10 3.54 633.0726 300.9985, 275.0190, 169.0137 Corilagina isdbmero
11 3.70 617.0313(22) 1083.0544, 933.0601, 781.0491, Galoil-punicalagina
1235.0754 600.9873, 300.9981, 275.0185,
169.0135
12 4.30 447.0929 357.0607, 327.0496, 311.0549, (Iso)Orientina
297.0392, 285.0393
13 4.40 951.0757 933.0571, 781.0607, 300.9984, Granatina B
169.0134
14 4.47 618.0378(22) 1083.0632, 935.0693, 783.0594, Terflavina C
1237.0874 450.9922, 300.9979, 275.0183,
169.0135
15 4.56 300.9983 275.0181 Acido elagico
16 4.80 609.1450 301.0326, 300.0270 Rutina
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19

20

21

22

23

24

25

26

4.84

4.94

5.06

532

5.43

6.00

8.41

8.65

8.90

10.32 487.3423, 533.3480

431.0979
463.0874

599.1029

593.1504
583.1092
735.1191
327.2173
695.4006

[M+COO]-
329.2333

[M+COO]-

341.0653, 311.0552, 283.0604
301.0325, 300.0264

447.0930, 357.0580, 327.0490,
309.0387
285.0389, 284.0315

431.0974,341.0643, 311.0551,
283.0600, 169.0134
583.1046, 431.0972, 341.0662,
311.0554, 169.0140
233.1133,211.1332,171.1017,
137.096
487.3421

233.1141, 229.1440, 211.1333,
171.1022, 139.1127
487.3424

(Iso)Vitexina
Quercetina

Galato de (iso) orientina

Kaempferol-rutinosideo

Galato de (iso) vitexina
Digaloil (iso) vitexina
Acido
trihidroxioctadecadienoato
Acido Asiatico/arjunélico

Acido pinélico (Isdbmero)

Acido Asiatico/arjunélico

Identificacao das amostras e ensaio de sensibilidade antimicrobiano
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Todos os procedimentos de coleta via swab uterino foram positivos para crescimento

bacteriano. Dentre as 10 amostras, sete foram identificadas como gram-negativas e trés como

gram-positivas. Nota-se que a espécie Escherichia coli foi a mais encontrada, representando

70% das amostras, seguida por Staphylococcus coagulase negativa (CoNS) (20%) e

Staphylococcus catalase negativa (10%) (Tabela 1).

Foram testados 10 antimicrobianos de sete classes farmacologicas frente as espécies

bacterianas isoladas. Os aminoglicosideos foram testados apenas em bactérias Gram-

negativas e a penicilina em bactérias Gram-positivas. Os anfenicdis, cefalosporinas,

glicopeptideos, sulfonamidas e tetraciclinas foram testados em ambos os grupos bacterianos.

Os aminoglicosideos apresentaram um bom desempenho antimicrobiano. A amicacina

apresentou sensibilidade em 100% (8/8) das amostras, enquanto a gentamicina em 87,5%

(7/8). A penicilina foi testada em um menor numero de isolados (n=3) e apresentou

resisténcia em 100% (3/3). O sulfametoxazol/trimetropim demonstrou sensibilidade em 20%
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dos isolados, o restante das amostras se apresentou de forma intermediaria. Entre os
anfenicdis, o cloranfenicol demonstrou 80% (8/10) de sensibilidade. No grupo das
cefalosporinas, a cefoxitina apresentou sensibilidade em 90% (9/10) das amostras, € o
ceftiofur apresentou resisténcia em 40% (4/10). A tetraciclina mostrou-se resistente em 30%
dos isolados (3/10). J4 a eritromicina apresentou menor eficacia, apresentando resisténcia em

80% das amostras (8/10).
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Tabela 4 - Identificacdo bacteriana e perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados.

Classe Antibidtico Amostras

1C 2C 3C 4C 5C 6C 7C 8C 9C 10C

Aminoglicosideos AMI S - S S S S - S - S

GEN S - S S R S - S - S

Anfenicéis CLO R R S S S S S S S S

Cefalosporinas CTF R R S S S S S R S S

CFO S S S S S S S S S R

Glicopeptideos ERI R R R R R R - I R R

Penicilinas PEN - R - - - - R - R -

Sulfonamidas SUT I I I I I I I S S I

Tetraciclinas TET R R S S R S S S S S
Identificacéio E.  CONs E. E. E. Ecoli CONs E.CN Ecoli

coli coli  coli  coli coli

Legenda: AMI - Amicacina, CFO - Cefoxitina, CTF- Ceftiofur, CLO - Cloranfenicol, ERI -
Eritromicina, GEN - Gentamicina, PEN — Penicilina G, SUT — Sulfametoxazol/Trimetropim, TET —
Tetraciclina - R - resistente, S — sensivel. CONs — Staphylococcus coagulase negativa. CN —
Staphylococcus catalase negativa. E. coli — Escherichia coli. “1” — Intermediario. (-) — Auséncia de
antibidtico na amostra.

Concentracio Inibitoria Minima e Concentracio Bactericida Minima de Baccharis
dracunculifolia e Terminalia catappa

O extrato e o 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia apresentaram atividade
antimicrobiana frente aos isolados testados e a cepas padronizadas de Staphylococcus aureus
ATCC 2921 e Escherichia coli ATCC 25922, com concentragao inibitéria minima constante
de 20 mg/mL. Ja o extrato de Terminalia catappa apresentou um melhor desempenho
antimicrobiano frente a um isolado de Escherichia coli, com CIM de 2,5mg/mL. Também foi
eficaz frente a Staphylococcus aureus ATCC 2921 e Escherichia coli ATCC 25922, com

concentracdo inibitéria minima de CIM 0,07 mg/mL e CIM 0,312 mg/mL, respectivamente
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(Tabela 5). Nenhum dos compostos bioativos testados apresentou atividade bactericida frente
aos isolados.

Tabela 5 - Concentracao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial e do extrato etandlico das partes
aéreas de Baccharis dracunculifolia e extrato liofilizado das folhas de Terminalia catappa.

Amostras Identificacio Baccharis Baccharis dracunculifolia Terminalia
dracunculifolia Parte aérea catappa
Parte aérea Oleo Folhas
Extrato Extrato
1 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
2 CONs 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
3 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
4 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
5 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 2,5 mg/mL
6 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
7 CONs 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
8 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
9 CN 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
10 E. coli 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL
E.coli  E. coliATCC 20 mg/mL 20 mg/mL 0,312 mg/mL
ATCC 25922
25922
S. aureus S. aureus 20 mg/mL 20 mg/mL 0,07 mg/mL
ATCC  ATCC 2921
2921

Legenda: CONs — Staphylococcus coagulase negativa. CN — Staphylococcus catalase negativa. E. coli —
Escherichia coli. S. aureus — Staphylococcus aureus.

4. Discussao

O presente estudo descreve, pela primeira vez, a avaliagdo antimicrobiana de
derivados de Baccharis dracunculifolia e Terminalia catappa frente a isolados bacterianos de
¢guas com endometrite infecciosa.

O extrato de Terminalia catappa apresentou melhor potencial antimicrobiano (CIM

0,07 mL) comparado ao extrato de Baccharis dracunculifolia (CIM 20mg/mL),
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especialmente contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus. Segaran et al., [19]
avaliaram a atividade antimicrobiana de trés extratos das folhas de Terminalia catappa
(acetona, cloroformio e éter de petroleo) frente a S. aureus e Proteus mirabilis, por meio de
difusdo em agar. Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana, em especial, o
extrato de acetona apresentou maior zona de inibi¢do (31mm) contra os patégenos testados,
na concentragdo de 100 mg/mL). A atividade antimicrobiana contra E. coli foi relatada por
Zai et al. [33], evidenciando CIM de 130mg/ml do extrato metanolico.

O extrato hidroetanolico liofilizado de 7. catappa apresentou grandes quantidades de
taninos hidrolisaveis, como punicalagina, corilagina, acido elagico, entre outros. Estes
compostos apresentam atividades antibacteriana, antifungica, antiinflamatoria e antiviral [34].
Os taninos apresentam potencial inibitorio de enzimas hidroliticas utilizadas por bactérias
patogénicas [35]. O acido elagico, componente encontrado na fitoquimica do presente estudo,
inibe em 26% a formacgao de biofilme em cepas selecionadas de E. coli [33]. A punicalagina
apresentou efeito antiestafilocdcico com CIM de 0,25 mg/mL [36]. Este mesmo composto
apresenta um amplo espectro de atividade, atuando tanto em bactérias Gram-negativas quanto

Gram-positivas [37].

Todos os microrganismos tiverem seu crescimento inibido na concentragao de
20mg/mL do dleo essencial e extrato etandlico de BD. Resultados proximos, embora nao
iguais, aos encontrados no presente trabalho, foram relatados por Monteiro et al. [38], onde o
6leo essencial de BD apresentou CIM de 10mg/mL para cepa padrao de S. aureus e E.coli.
Estes resultados destoam dos encontrados na literatura, que apresentaram CIM’s mais baixas
[14]. Por outro lado, Bonin et al. [11] apresentaram CIM de 125mg/mL do extrato de BD
para S. aureus, valor superior ao encontrado no presente estudo para S. aureus.

Essa diferenca entre CIM’s pode ser explicada. Diversos fatores influenciam a

composicdo quimica de extratos e 0leos essenciais e, as atividades bioldgicas desses produtos
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estdo diretamente ligadas as quantidades presentes desses compostos [12]. Além disso, as
bactérias utilizadas nos estudos citados foram cepas padronizadas, j& as do presente estudo,
foram bactérias coletadas de animais que foram expostos a tratamentos prévios com
antimicrobianos e, como demonstrado nos resultados obtidos através do teste de

sensibilidade, apresentam resisténcia a antimicrobianos de classes diferentes.

No presente estudo, os componentes encontrados em maiores concentragdes no 6leo
essencial de BD foram nerolidol e espatulenol, respectivamente. Os mesmos compostos
foram descritos por Cazella et al., [14], possivelmente pelo fato de que o 6leo essencial
processado era composto pelas partes aéreas em periodos de floragdo, assim como no
presente estudo.

Budel et al., [39], encontraram os compostos a-pineno, B-pineno, limoneno, 6-
cadineno, espatulenol nos 6leos essenciais de B. microdonta, B. pauciflosculosa, B.
punctulata DC., B. reticularioides e B. sphenophylla, espécies do género Baccharis. Os
mesmos compostos foram encontrados em pequenas quantidades no dleo essencial da B.
dracunculifolia do presente trabalho.

Os compostos encontrados na analise fitoquimica do extrato de BD corroboram com
os encontrados na literatura, como kaempferida, apigenina [11], 4cido cafeico, 4cido p-
cumarico, acido fertlico [40].

A atividade antimicrobiana dos compostos de B. dracunculifolia podem ser atribuidos
a sua propriedade lipofilica, que contribuem para o acimulo na membrana celular dos
microrganismos. Esse processo causa danos estruturais e funcionais da membrana, como
desnatura¢do de proteinas, o que compromete sua integridade, levando a morte celular [41].
Esse mecanismo tem sido associado a presenca de terpenos [42]. Os sesquiterpenos nerolidol
e espatulenol sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais da espécie

Baccharis [43,12]. Sugere-se que os compostos fenolicos e polifendis sejam responsaveis



59

potencial antimicrobiano [40]. Vale ressaltar que, a interagdo entre os componentes
minoritarios com os majoritarios contribui para a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais [44], visto que ambos apresentam essa propriedade [45].

A endometrite ¢ uma das causas principais de subfertilidade sendo responséavel por
cerca de 25% a 60% de problemas de infertilidade em éguas [3], causando um grande
impacto econdmico na criacio equina [46]. Apesar da etiologia multifatorial, a infec¢ao
bacteriana ¢ a principal causa de endometrite em éguas. Diversas bactérias sdo isoladas
através de culturas endometriais de éguas, incluindo Escherichia coli, Staphylococcus spp.
(coagulase positivo e negativo) [47], Streptococcus spp [48], seguido por Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae [49] e, recentemente foi relatado o isolamento de
Bordetella sp [50]. No presente estudo, os microrganismos encontrados foram E. coli,
seguido por Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS) e Staphylococcus catalase-negativa
(CN). Varios estudos também encontraram com mais frequéncia Escherichia coli [5,48].
Entretanto, outro estudo relatou o isolamento de Staphylococcus sp e Streptococcus spp. mais
frequentemente [3]. Outros autores relataram o isolamento de CoNS [48,51,52].

Os Staphylococcus podem ser classificados como Staphylococcus coagulase-posivito
(CoPS) ou Staphylococcus coagulase-negativo (CoNS), de acordo com a sua capacidade de
produzir a enzima coagulase [53]. Os CoNS formam um grande grupo com caracteristicas
heterogéneas, sdo espécies comensais da pele e das membranas mucosas de humanos,
mamiferos, aves, entre outros [54]. No entanto, a importancia desse grupo no contexto
médico aumentou com o passar dos anos. Foi relatado que os CoNS podem causar varias
infecgoes, diferindo em localizagdao, manifestacao ou curso da infec¢ao [55].

A bactéria E. coli ¢ normalmente encontrada na microbiota do trato genital de éguas,
sendo considerado um microrganismo oportunista [3]. Conforme ja descrito por Watson [56],

que relatou ser comum o isolamento desta bactéria em éguas com defeitos anatomicos na
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regido perineal. Isto explica o fato de que 70% das amostras uterinas que foram identificadas
microbiologicamente como E. coli neste estudo, foram coletadas de éguas com deformidade
perineal.

Ravaioli et al., [49] sugere que alguns fatores como localizagdo geografica e o
historico de exposi¢do a antimicrobianos podem influenciar na variabilidade dos
microrganismos comumente isolados.

Em relacdo aos métodos de coleta de amostras, por se tratar de éguas provenientes de
um haras voltado a reproducao, as coletas foram realizadas por meios que nao fossem
invasivos e ndo comprometessem o estado reprodutivo do animal. A bidpsia € considerada o
método de coleta padrao ouro para citologia [57], entretanto, é mais invasiva, dispendiosa ¢
pode gerar efeitos negativos relacionados a fertilidade caso a concepg¢ao acontega no mesmo
ciclo [48]. O lavado de baixo volume proporciona uma amostragem mais significativa do
endométrio, uma vez que a solugdo utilizada entra em contato com toda a superficie
endometrial [58]. No entanto, nesse método de lavagem, pode ocorrer contaminagao da
amostra pela microbiota vaginal, o que pode levar a resultados falso-positivos na cultura
microbiologica [24]. Apesar da escova citologica e o swab realizarem amostragens mais
pontuais [49], os dispositivos comerciais sa0 mais praticos e seguros em relagao a
contaminag¢ado das amostras [59], devido ao seu mecanismo de dupla protecdo [60],
permitindo que a escova citoldgica e o swab entrem em contato apenas com o lumen uterino e
em momento adequado.

No presente estudo, a escova citoldgica e o swab foram capazes de coletar
quantidades suficientes de células e microrganismos para o diagnostico citologico e
microbiologico de endometrite de todos os animais coletados. Outros estudos descritos na
literatura realizaram as coletas citologicas e de cultura com escova citologica e swab de dupla

protecao, respectivamente, e obtiveram resultados positivos [5,59,46].
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Carvalho et al., [48] expde em seu estudo que, 29,4% das éguas que apresentaram
inflamacdo no exame citoldgico, ndo apresentaram cultura positiva, e 45,6% que
apresentaram cultura positiva, apresentaram resultados negativos na citologia. No entanto,
neste trabalho, 100% das éguas que apresentaram citologia positiva apresentaram cultura
positiva. Uma possivel explica¢do para essa diferenga ¢ a quantidade de amostras que foram
analisadas entre o presente estudo e o de Carvalho et al., [48]. Del Prete et al., [60] expde que
a precisao diagndstica em casos de endometrite ¢ significativamente maior quando os dois
exames sao realizados.

De acordo com os testes de sensibilidade deste estudo, cefoxitina mostrou-se mais
eficaz, tanto em bactérias Gram-negativas quanto em Gram-positivas, seguido do
cloranfenicol. Diaz Bertrana et al., [46] relatou que a cefoxitina foi um dos antibioticos com
maior taxa de eficacia. Entretanto, os resultados relacionados ao cloranfenicol divergem dos
encontrados por Zhao et al., [61], onde os microrganismos isolados de vacas com endometrite
apresentaram alta taxa de resisténcia ao cloranfenicol. Microrganismos isolados de utero de
jumentas com endometrite também apresentaram resisténcia ao ceftiofur e tetraciclina, assim
como no presente trabalho [62].

Os aminoglicosideos foram testados apenas em bactérias Gram-negativas. Nessa
classe, a amicacina apresentou sensibilidade em 100% dos isolados de E.coli, seguido por
gentamicina com 87,5%. Resultados relatados por Diaz-Bertrana et al., [46] corroboram com
0s nossos, onde as bactérias gram-negativas apresentaram maior sensibilidade a amicacina e
gentamicina, respectivamente.

A penicilina foi testada apenas em bactérias Gram-positivas. Geralmente, as bactérias
Gram-negativas apresentam resisténcia a penicilina devido a sua membrana externa que
funciona como barreira seletiva, impedindo a penetracdo da penicilina. Dessa forma, esse

antibiotico apresenta um espectro de acdo mais limitado, sendo empregado principalmente no
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controle de bactérias Gram-positivas [48]. As bactérias Gram-positivas foram totalmente
resistentes a penicilina no presente estudo. Corroborando com resultados encontrados por
Sukri et al., [63], onde CoNS apresentaram maior resisténcia a penicilina.

Um isolado de E.coli e um de CoNS foram considerados multidroga resistente
(MDR), por apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos. Patégenos
MDR sao associados a ineficacia terap€utica, maior tempo de evolugdo das doencgas, aumento
da mortalidade e a maiores custos [64].

Ao longo do tempo, houve um aumento progressivo nos niveis de resisténcia
antimicrobiana (RAM). Isso esta intimamente relacionado com a capacidade adaptativa das
bactérias, que sdo capazes de responder de forma eficiente a condi¢cdes ambientais adversas,
incluindo a exposi¢do a agentes antimicrobianos [65]. No contexto da reprodugdo equina, ha
ocorréncias de bactérias com RAM isoladas do ttero e da vagina de equinos [48]. Contudo,
na rotina de campo o uso de antimicrobianos ¢ realizado de maneira empirica, sem o
resultado de um teste de sensibilidade antimicrobiano [46]. Essa conduta leva a um uso
indiscriminado de antimicrobianos comumente utilizados na rotina clinica e,
consequentemente o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana [65]. Neste contexto,
estudos como este, voltados ao desenvolvimento de terapias alternativas, tem sido
desenvolvidos.

O o6leo e extrato de Baccharis dracunculifolia e o extrato de Terminalia catappa
apresentaram concentragoes inibitorias minimas frente a isolados sensiveis, resistentes e
multirresistentes a antimicrobianos. Segundo Zai et al., [33] essa € uma caracteristica
desejavel quando se trata do desenvolvimento de terapias antimicrobianas. Além disso, os
bioativos naturais apresentam sinergismo com antibidticos, potencializando seus efeitos
antimicrobianos [33]. Varios estudos relatam a atividade sinérgica de Baccharis

dracunculifolia e Terminalia catappa com antibioticos [42,45,33].
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Os resultados deste estudo evidenciam a necessidade do desenvolvimento de uma
formulagdo especifica para aplica¢do no tratamento da endometrite em éguas. Para isto,
novos estudos devem ser realizados, com um maior numero de amostras, com espécies
bacterianas diferentes, com investigagao isolada dos compostos responsaveis pelos efeitos
antimicrobianos e ensaios de toxicidade para uma possivel aplicagdo intrauterina.

5. Conclusao:

Os taninos identificados nas folhas de Terminalia catappa mostrou alto potencial
bacteriano nos ensaios in vitro. O extrato hidroetandlico de Terminalia catappa, o 6leo
essencial e o extrato etanolico de Baccharis dracunculifolia, inibiram o crescimento tanto de
bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas isoladas de éguas com endometrite.
Portanto, apresentam potencial como alternativas terapéuticas no controle da endometrite
infecciosa equina e para o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas de amplo

espectro.
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3. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que tanto o 6leo essencial e o extrato etanolico de
Baccharis dracunculifolia quanto o extrato hidroetandlico liofilizado Terminalia catappa
apresentaram capacidade de inibir o crescimento bacteriano. O extrato de Terminalia catappa
demonstrou maior eficacia, evidenciando menores concentragdes inibitérias minimas (CIM
0,07 mg/mL, 0,312 mg/mL, 2,5 mg/mL) quando comparado aos derivados de B.
dracunculifolia (CIM 20mg/mL), tanto frente a isolados clinicos quanto a cepas padrdo. No
6leo e nos extratos estudados foram encontrados compostos que sdo responsaveis pela
atividade antimicrobiana destas plantas, como compostos fendlicos, flavonoides, taninos
hidrolisaveis, terpenos, entre outros. Dessa forma, os resultados indicam que os derivados
vegetais avaliados possuem potencial como alternativas ou adjuvantes no controle da

endometrite infecciosa equina e outras infec¢des bacterianas.
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