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RESUMO

Diante do crescente surgimento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos usuais e do
aumento de infec¢des de dificil controle em ruminantes, a busca por novas opcdes terapéuticas
se torna crucial. Muitos medicamentos séo derivados de compostos extraidos de plantas, o que
justifica a investigacdo de atividades antimicrobianas de diversas espécies vegetais, incluindo
aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), da familia Anacardiaceae. Estudos
cientificos tém documentado acdo antimicrobiana significativa de seus extratos etandlicos,
reforcando seu potencial para o tratamento de doengas infecciosas devido as suas propriedades
antibacterianas. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato
etanolico e fracOes das folhas de aroeira (S. terebinthifolius) contra bactérias causadoras de
enterites em bovinos, especificamente Salmonella Typhimurium e Salmonella Dublin. O
processo de caracterizagdo dos constituintes da fracdo de acetato de etila e suas subfracdes
foram seguidas de fracionamento cromatografico através de permeacdo em silica gel e
Sephadex LH-20, bem como prospeccao fitoquimica. Este estudo foi bioguiado e, portanto, o
fracionamento foi realizado de acordo com os resultados obtidos nos ensaios bioldgicos. Os
resultados indicaram atividade significativa apenas contra Salmonella Dublin, inibindo o
crescimento em > 90% das cepas, observando-se que a fragdo de acetato de etila e suas
subfracdes: A2 e B2 apresentaram 0s menores valores de concentracdo inibitoria minima de
0,046 mg/mL em relacdo a subfracdo C1 (0,75 mg/mL). Por outro lado, nenhum dos niveis de
concentracdo testados inibiu o crescimento de Salmonella Typhimurium. Os resultados
preliminares revelaram a presenca de antronas, glicosideos cardiotonicos, alcaloides,
flavonoides, terpenos e cumarina. A descoberta exclusiva de antronas neste estudo sugere uma
nova contribuicdo para a composicao quimica da planta. Compostos como fenois, flavonoides
e terpenos identificados sdo reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas,
possivelmente responsaveis pela eficacia observada. Este estudo pioneiro amplia o
conhecimento sobre o potencial antimicrobiano da aroeira, indicando sua promissora aplicacao
na medicina veterinaria e abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de novos

medicamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardiaceae; plantas medicinais; fitoquimica; atividade
antimicrobiana; Salmonella.



ABSTRACT

Given the increasing emergence of microorganisms resistant to conventional antimicrobials and
the rise of hard-to-control infections in ruminants, the search for new therapeutic options
becomes crucial. Many medications are derived from compounds extracted from plants, which
justifies the investigation of the antimicrobial activities of various plant species, including the
Brazilian pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi) from the Anacardiaceae family. Scientific
studies have documented significant antimicrobial action from its ethanolic extracts, reinforcing
its potential for treating infectious diseases due to its antibacterial properties. This study aimed
to evaluate the antimicrobial potential of the ethanolic extract and fractions from the leaves of
S. terebinthifolius against bacteria causing enteritis in cattle, specifically Salmonella
Typhimurium and Salmonella Dublin. The characterization process of the constituents of the
ethyl acetate fraction and its subfractions was followed by chromatographic fractionation
through permeation in silica gel and Sephadex LH-20, as well as phytochemical prospecting.
This study was bio-guided, and therefore, the fractionation was carried out according to the
results obtained in biological assays. The results indicated significant activity only against
Salmonella Dublin, inhibiting the growth of > 90% of the strains, with the ethyl acetate fraction
and its subfractions A2 and B2 showing the lowest minimum inhibitory concentration values
of 0,046 mg/mL compared to subfraction C1 (0,75 mg/mL). On the other hand, none of the
concentration levels tested inhibited the growth of Salmonella Typhimurium. Preliminary
results revealed the presence of anthrones, cardiotonic glycosides, alkaloids, flavonoids,
terpenes, and coumarin. The exclusive discovery of anthrones in this study suggests a new
contribution to the plant's chemical composition. Compounds such as phenols, flavonoids, and
terpenes identified are recognized for their antimicrobial properties, possibly responsible for
the observed efficacy. This pioneering study expands the knowledge of the antimicrobial
potential of S. terebinthifolius, indicating its promising application in veterinary medicine and

opening new perspectives for the development of new drugs.

KEYWORDS: Anacardiaceae; medicinal plants; phytochemistry; antimicrobian activity;
Salmonella.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

Figura 1 - Estruturas quimicas dos flavonoides (miricetina, miricetrina e quercitrina) ......... 19
Figura 2 - Aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) ...........cccooviiieiiiiiiien, 21
Figura 3 - Orgéos reprodutivos e vegetativos da aroeira-vermelha...........c.ccccooiiieniinnn, 23
Figura 4 - Distribuicdo de patdgenos associada a idade em bezerros com diarreia ............... 27

Figura 5 - Salmonella Dublin e Salmonella Typhimurium em Agar Salmonella-Shigella (SS)

CAPITULO Il - ARTIGO CIENTIFICO

Figura 1 - Fracionamento por cromatografia em coluna de acordo com atividade bioldgica. 57

Figura 1 - Cromatograma da subfracdo A2 realizada por CCD. Fase mdvel: acetato de
etila:hexano (4:6) visualizado Por CAMEra UV ..........ccooviiiiie it 59



LISTA DE TABELAS

CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

Tabela 1 - Compostos encontrados na espécie Schinus terebinthifolius Raddi...................... 24

CAPITULO Il - ARTIGO CIENTIFICO

Tabela 1 - Sistemas cromatograficos empregados para obtengédo do perfil fitoquimico da
fracdo e subfracbes Schinus terebinthifolius Raddi............cccovvviveiiiiiiie e 55

Tabela 2 - Analise de variancia das diferentes fracdes e concentracdes de extratos vegetais.56

Tabela 3 - Percentual de inibi¢do do crescimento de Salmonella Dublin frente & acéo de
diferentes extratos oriundos de Schinus terebinthifolius Raddi............ccccoeeiiiiiiiniiniinn 57

Tabela 4 — Analise fitoquimica da fracéo e suas subfracfes bioativas de Schinus
tereDINtNITOlIUS RAAUI.........oiiiice e e ereas 57



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ATCC American Type Culture Collection
CC Cromatografia em Coluna

CCD Cromatografia em Camada Delgada
CBM Concentracdo Bactericida Minima
CFM Concentracao Fungicida Minima
CIM Concentracdo Inibitéria Minima
CMH Caldo Mueller-Hinton

DMSO Dimetilsulfoxido

DNB Diarreia Neonatal Bovina

DO Densidade Optica

EEB Extrato Etanolico Bruto

Rf Fator de retencao

SNT Salmonella n&o tifoide

spp. Espécies

S. terebinthifolius  Schinus terebinthifolius Raddi
THAF Tetrahidroamentoflavona
uv Ultravioleta



AcOEt
CHCIs
EtOH
Hex
KOH
MeOH

ng

um

LISTA DE SIMBOLOS

Acetato de Etila
Cloroférmio

Etanol

Hexano

Hidroxido de Potéssio
Metanol

Micrograma
Microlitro

Micrometro



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... nnnns 14
2 OBJIETIVOS ..o 17
8 R CT-1 - SRR 17
2.2 ESPECITICOS: ..ttt ettt e 17
3  CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA ....cooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneaen. 18
3.1 Schinus terebinthifolius Raddi..............oooeiiiiiiiiiiiiiie e 20
3.1.1 Propriedades antimiCrobianas ............ccceiuiiiiiiiiiiii e 25
3.2 DIARREIA DOS BEZERROS.........coiiitieeeeeeeeee et eeeeen e, 26
3.3 SALMONELOSE .....oooieeeeeeeeeeeeee ettt ettt 29
3.3.1 SAIMONEIOSE BM DOVINOS .....cceiiiiiiitiiieeee ettt e e e e e eaaaes 31
3.4 RESISTENCIA BACTERIANA ...ttt 33
REFERENCIAS ...t 36
4 CAPITULO Il —PRODUGCAO CIENTIFICA ..o 47
4.1 ARTIGO CIENTIFICO 1 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ESTUDO
FITOQUIMICO BIOGUIADO DE EXTRATOS DE Schinus terebinthifolius...................... 47
5 CONSIDERAGOES FINAIS ......oovoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesees s sse s ssa e 64
REFERENCIAS ... es s sass e 61

ANEXO A: NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGO CIENTIFICO............. 65



14

1 INTRODUCAO

A utilizacéo de plantas com fins medicinais é uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade (Firmo et al., 2012). Ao longo dos tempos, o ser humano utilizou a
natureza como sua principal fonte de sobrevivéncia, e as plantas desempenharam um papel
importante nessa conquista, pois passaram a ser fonte de tratamento, para cura e prevencéo de
doencas (Almeida, 2011). Essa pratica marcou o inicio do desenvolvimento da medicina e
permitiu que o conhecimento sobre as propriedades terapéuticas das plantas fosse transmitido
e aperfeicoado ao longo das geracdes (Brasil, 2012). A Organizacdo Mundial Saude da define
planta medicinal como sendo todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semissintéticos (OMS, 2002).

Com o avanco da medicina e a descoberta de substancias quimicas, tornou-se possivel
criar medicamentos capazes de combater uma ampla variedade de enfermidades. Um marco
significativo foi a introducéo da penicilina na década de 1940, revolucionando o tratamento
de doencas infecciosas (Cardoso, 2019). Nos dias atuais, o tratamento de muitas doencas
infecciosas depende do uso de antibioticos alopaticos, que sdo fundamentais na pratica clinica.
No entanto, as bactérias sofreram modificacbes que causaram resisténcia a certos
medicamentos, aumentando sua capacidade de sobreviver em ambientes com antimicrobianos
que normalmente inibem e/ou matam outras da mesma espécie (McEwen; Collignon, 2018).
Esta ocorréncia reduz a eficacia dos antibioticos, tornando as infec¢cGes mais dificeis de tratar
e representando uma ameaca significativa a satde publica global (Irwin, 2020).

As infecgdes causadas por cepas bacterianas resistentes que afetam humanos e animais
resultam em maior morbidade, mortalidade e custos de tratamento mais elevados, sendo esse
problema agravado pela falta de pesquisas sobre o desenvolvimento de novos antibioticos
(Albs, 2015; Costa; Silva Junior, 2017). Existem bactérias que sao resistentes a praticamente
todas as familias de antibioticos disponiveis no mercado tornando alguns tratamentos
convencionais ineficazes (Pontes et al., 2018). Essa resisténcia pode ser causada pelo uso
incorreto de medicamentos quando pela adaptacdo ao tratamento proposto, por isso €
importante estudar fontes alternativas de medicamentos no combate a doencas (Igrejas et al.,
2017).

Diante desses desafios, 0 uso de plantas medicinais tem ganhado destaque na produgéo
de Oleos essenciais e extratos naturais, que contém compostos bioativos com diversas

propriedades terapéuticas documentadas na literatura (Cioch et al., 2017; Batista et al., 2020).
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No entanto, ocorre variagdo na atividade antimicrobiana entre as diferentes partes da mesma
planta, e também de acordo com o tipo de solvente utilizado na preparacéo dos extratos, e esse
aspecto deve ser sempre observado. Estudos indicam que os extratos etandlicos sdo eficientes
antimicrobianos, pois o etanol é capaz de romper as células vegetais, liberando assim
compostos intracelulares com propriedades terapéuticas (Cioch et al., 2017). Dessa forma, o
desenvolvimento de novos farmacos a partir de extratos de plantas vem se tornando motivo de
pesquisa, pois é por meio delas que as principais fontes de medicamentos séo criadas (Falzon;
Balabanova, 2017).

Em razdo disso, as indUstrias farmacéuticas buscam por substancias que sejam capazes
de atuar contra a resisténcia desenvolvida pelos patdgenos. Neste contexto, o Brasil se destaca
como um ecossistema que apresenta uma grande biodiversidade de espécies, muitas delas com
atividades farmacoldgicas relatadas na medicina popular (Sousa et al., 2021). A aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi), também conhecida como arvore de pimenta brasileira,
aroeira-vermelha ou pimenta rosa (Cioch et al., 2017), pertencente a familia Anacardiaceae e
encontrada em muitas regides do Brasil, possui caracteristicas antimicrobianas (Costa et al.,
2015; Uliana et al., 2016; Santos et al., 2019). A arvore pode medir de 5 a 10 metros de altura,
possui a copa larga, o tronco pode chegar a entre 30 a 60 centimetros de didmetro com a casca
grossa (USP, 2012).

Esta planta vem sendo investigada em relacéo aos efeitos terapéuticos das fracbes dos
extratos brutos de folhas, cascas e frutos, pretendendo conhecer os principios ativos
responsaveis pela acdo antimicrobiana e anti-inflamatéria (Carlini et al., 2010; Feriani et al.,
2020). A eficacia antimicrobiana de diversos extratos alcoolicos de S. terebenthifolius foi
testada em microrganismos isolados de alveolites humanas e introduzidas em animais (ratos),
onde se constatou que entre 0s extratos etandlicos testados o da raiz da aroeira teve os melhores
resultados contra bactérias Gram negativas e positivas (Melo et al., 2002). Ja o estudo de Salvi
Junior (2009) teve a fracdo em acetato de etila das folhas de S. terebinthifolius com melhor
atividade contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Dentre alguns estudos, na analise da atividade antimicrobiana dos extratos das folhas e
frutos da aroeira, produzidas com etanol inibiram microrganismos como Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (Gomes et al., 2020). Carneiro (2021) observou
que o extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius apresentou uma forte inibi¢do contra
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Klebsiella pneumoniae (Carneiro, 2021).

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, sendo necessario o
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adequado manejo desde o nascimento até a vida adulta para garantir a qualidade e satde
criacdo dos animais (Vieira; Gomes, 2021). Entre as enfermidades que atingem esses animais,
as enterites causadas por bactérias representam um desafio significativo para a pecuéria e a
salde animal, podendo causar perdas diretas por mortalidade, e indiretas como baixo
desempenho, animais-reservatérios de patégenos, aumento da resisténcia a antimicrobianos
na propriedade e gastos de medicamentos (Millemann, 2009).

A resisténcia crescente aos antimicrobianos convencionais e o0 impacto das enterites
em bovinos causadas por Salmonella spp. representam desafios significativos para a pecuaria
e a saude animal. Embora existam estudos que apontam o potencial antimicrobiano de diversas
plantas medicinais, ainda ha uma lacuna no conhecimento sobre a eficacia da aroeira-vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi) especificamente contra Salmonella spp. em ruminantes.
Assim, com base nas explanacOes apresentadas, a realizacdo deste trabalho € justificada por
investigar a atividade antibacteriana do extrato etanolico das folhas de Schinus terebinthifolius
Raddi contra Salmonella Typhimurium e Salmonella Dublin, patégenos de grande relevancia
na sanidade de bovinos. A investigacdo desta planta, amplamente reconhecida por suas
propriedades medicinais, pode oferecer alternativas promissoras para o tratamento de
infeccdes bacterianas em bovinos, atendendo a demanda crescente por métodos de producgédo

animal que sejam menos dependentes de antibioticos convencionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Auvaliar o potencial antimicrobiano do extrato etandlico e das fracfes obtidas das folhas de
aroeira (Schinus terebenthifolius Raddi), frente as bactérias causadoras de enterites em

bovinos.

2.2 Especificos:

e Auvaliar as fraces mais eficazes no controle da atividade antimicrobiana frente as bactérias
Salmonella Typhimurium e Salmonella Dublin que acomentem bovinos;

e Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima do extrato da aroeira frente as bactérias
Salmonella Typhimurium e Salmonella Dublin;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes Aquosa (Aq), Acetato de Etila (AcOEt), e
Hexano (Hex), bem como de subfracfes obtidas destas fragdes;

e Caracterizar as fracOes e subfracbes mais ativas e identificar classes de metabdlitos

secundarios com potencial atividade antimicrobiana através de métodos colorimétricos.
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3 CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

A salmonelose é uma doenca bacteriana que afeta diversas espécies de animais
domésticos, incluindo bovinos, equinos e suinos, frequentemente resultando em quadros de
septicemia e distUrbios entéricos (Cummings et al., 2009; Costa et al., 2012; Holschbach; Peek,
2018). Nos bovinos, a doenca clinica é predominantemente causada por Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium e S. enterica subsp. enterica sorovar Dublin (Carrique et
al., 2010; Uzal et al., 2016; Pecoraro et al., 2017). A principal via de transmissdo da
salmonelose é a fecal-oral, com a doenca se desenvolvendo devido a eficiéncia da bactéria em
invadir a mucosa intestinal, suprimir a resposta imune e colonizar tecidos linfoides do
hospedeiro. Animais infectados ou portadores assintomaticos podem disseminar a doenca no
rebanho, tornando-se uma importante fonte de contaminagédo de alimentos e disseminacao da
infeccdo entre os rebanhos e seres humanos (Peek et al., 2004; Radostits et al., 2007; Paix&o;
Pinto; Santos, 2016).

Essa enfermidade, especialmente em bovinos, € caracterizada por diarreia aquosa ou
mucoide, com presenca de fibrina e sangue, além de sintomas como perda de peso, doenca
respiratOria, sepse, abortos e até obito (Nielsen, 2003; Carrique-Mas et al., 2010). As lesbes
associadas a salmonelose incluem enterocolite, nddulos paratifoides no figado, focos necroticos
no rim, pneumonia e esplenomegalia (Gelberg, 2018). A alta taxa de mortalidade e a queda na
producdo dos animais acometidos tornam a salmonelose um problema econémico significativo,
além de apresentar um risco a saude publica, especialmente devido a sua natureza zoondtica
(Mohler et al., 2009). Para combater a salmonelose, os produtores rurais frequentemente
utilizam antibidticos. No entanto, o uso indiscriminado desses medicamentos tem contribuido
para 0 aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, um problema global que afeta
tanto a saude animal quanto a sade humana (Mota et al., 2005; Cades et al., 2017).

Em busca de alternativas para enfrentar a resisténcia antimicrobiana, a pesquisa sobre
medicamentos fitoterapicos com finalidades antibacterianas tem crescido na literatura
académica. A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas é uma das praticas mais antigas da humanidade, sendo a base para a producao de muitos
medicamentos modernos (Pinto et al., 2006). As plantas produzem uma vasta gama de
metabolitos secundarios, que desempenham um papel crucial na sua defesa contra agentes
externos, como doengas, pragas e radiacdo solar (Divekar et al., 2022). Dentre as propriedades

farmacoldgicas das plantas, destacam-se efeitos tranquilizantes, analgésicos, antivirais,
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fungicidas e inseticidas, com aplica¢cdes diversas na terapéutica médica, na industria de
cosmeéticos e na producdo de alimentos (Silva; Aquino, 2018).

As propriedades antibacterianas das plantas sdo atribuidas principalmente a metabdlitos
secundérios, como Oleos essenciais, flavonoides e cumarinas, que tém demonstrado grande
eficacia em estudos e na medicina popular para o tratamento de doencas (Neto; Lopes, 2007).
Esses compostos ndo apenas protegem as plantas contra fatores bidticos adversos, garantindo
sua sobrevivéncia, mas também sdo reconhecidos pelo seu alto potencial bioterapéutico,
contribuindo para a protecdo do organismo humano (Vizzotto et al., 2010).

Entre as plantas medicinais, a aroeira (Schinus terebinthifolius) é endémica no Brasil e
se destaca por suas propriedades terapéuticas, amplamente discutidas na literatura devido aos
metabolitos encontrados nessa espécie vegetal. Os principios ativos da aroeira incluem uma
série de atividades terapéuticas, como propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias,
cicatrizantes, adstringentes, antidiarreicas, depurativas, diuréticas e febrifugas, tornando-a de
grande importancia para a fitoterapia (Paiva; Aloufa, 2009; Azevedo et al., 2015).

As cascas, sementes, frutos e folhas da aroeira sdo amplamente utilizadas na composicéo
de fitoterapicos, devido a diversidade de constituintes quimicos, como taninos e polifendis. Na
folha, foram identificadas substancias responsaveis pela atividade antioxidante, como 0s
galatos de metila e etila, alem de flavonoides como miricetina, miricetrina e quercitrina (Figura
1, da esquerda para a direita respectivamente), que sdo inéditas no género, segundo o estudo de
Ceruks et al. (2007).

Figura 1 - Estruturas quimicas dos flavonoides (miricetina, miricetrina e quercitrina)

Fonte: pubchem.nchi.nlm.nih.gov.

O extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius também possui potencial citotoxico
in vitro frente a diversas linhagens celulares de cancer, como melanoma humano (A2058),

carcinoma cervical (HeLa), adenocarcinoma da mama (MCF7), leucemia (HL-60), aléem de
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apresentar atividade inibitoria contra vérias bactérias, incluindo Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhimurium (Santana et al., 2012;
Gomes et al., 2013; Silva et al., 2021).

3.1 Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi € o nome cientifico da espécie de &rvore popularmente
conhecida como aroeira, aroeira-vermelha, pimenta-rosa, aroeira-pimenteira, aroeira-da-praia,
aroeira-do-campo, aroeira-do-brejo, aroeira-de-remédio, aroeira-de-sabia, aroeira-do-parana e
aguaraiba, os nomes populares variam conforme a regido em que se encontram no territério
brasileiro (Ribas et al., 2006; Tonial, 2010; Neves et al., 2016).

O termo aroeira se deu pelo nome das araras, aves que eram vistas pousando com maior
frequéncia nesta arvore, fazendo da mesma seu habitat (Sousa, 2004). S. terebenthifolius Raddi
(Figura 2) pertence a familia Anacardiaceae, também e conhecida botanicamente como: Schinus
terebinthifolius var. acutifolius Engl., Schinus terebinthifolius var. pohlianus Engl.; Schinus
terebinthifolius Raddi var. rhoifolius (Mart.) Engl., Schinus aroeira Vell., Sarcotheca bahiensis
Turcz., Schinus mucromulata Mart., Schinus chichita Speg., Schinus rhoifolus Mart., Schinus

selloana, Schinus raddiana e Schinus riedeliana (Carvalho, 2003, Salvi Junior, 2009).
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Figura 2 - Aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi)

Fonte: autoria prépria.

Quanto a taxonomia, é classificado como pertencente ao reino Plantae, superdivisdo
Embriofitos, divisdo Traqueofita, subdivisdo Espermatofitina, classe Magnoliopsida, subordem
Rosanae, ordem Sapindales, familia Anacardiaceae, género Schinus L., espécie Schinus
terebinthifolius Raddi (Itis, 2024).

A familia é subdividida em aproximadamente 73 géneros e 850 espécies, ocorrendo
normalmente em ambientes secos e Umidos de territorios tropicais e subtropicais; sendo dessas
14 géneros e 57 espécies endémicas do Brasil (Sequeda-Castafieda et al., 2021). Sendo que,
esta familia engloba géneros bem conhecidos como a manga (Mangifera indica L,) e caju
(Anacardium occidentale L.) (Silva, 2015; Rorato et al., 2018) e ndo possui parentesco com a
familia das pimentas, apesar de lembrar uma pequena pimenta rosa avermelhada (Gomes et al.,
2013). Na medicina popular tem sido empregada no tratamento para infecdes urindrias,
reumatismo, anti-inflamatorio para feridas (Ministério da Saude, 2021).

Os usos etnoboténicos de S. terebinthifolius abrangem ornamentagdo, culinaria e
medicina tradicional. Seu fruto é usado como tempero, substituindo ou complementando a
pimenta do reino. Na medicina popular tem sido empregada como tratamento de vérias doencas

devido as suas propriedades cicatrizantes, antiulceroso, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
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antirreumatico, antidiarreico, adstringente e antioxidante. (Oliveira et al., 2020; Ministério da
Saude, 2021).

A decoccdo da casca do caule tem sido utilizada para tratar diferentes inflamacdes,
principalmente a cervicites e como cicatrizante (Amorim; SANTOS, 2003; Azevedo; Quirino;
Bruno, 2015). Estudos demonstraram que o extrato hidroalcodlico das folhas de aroeira-
vermelha apresentou importantes propriedades anti-inflamatorias na pleurisia e artrite,
incluindo uma inibicdo acentuada do influxo de neutréfilos e diminuicdo de mediadores
inflamatorios (Rosas et al., 2015).

Essa arvore quando jovem pode chegar a medir entre 5 a 10 metros de altura e
aproximadamente 15 metros quando adulta. O tronco € sinuoso, curto, copa larga, cilindrica e
ndo muito denso. Suas folhas tém 3 a 10 pares de foliolos imparipinados aromaticos medindo
de 3 a5 centimetros de comprimento por 2 a 3 centimetros de largura. Contém flores brancas,
pequenas, pentameras, actinomorfas, dialissépalas e dialipétalas, dispostas em inflorescéncias
compostas do tipo panicula racemosa e piramidal. Os frutos, sdo drupas de vermelho vivo, de
4 a 5 milimetros de diametro, redondo, em cachos, aromaticos e bem vistosos, é popularmente
conhecido como pimenta rosa, sendo usado como condimento. Enquanto a casca, as folhas e as
raizes sdo compostos utilizados na medicina popular, devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias, antipiréticas e analgesicas (USP, 2012; Carvalho et al., 2013; Neves et al., 2016;
Rosas et al., 2019). Algumas particularidades morfologicas da aroeira-vermelha podem ser
observadas na Figura 3.

O sabor da pimenta-rosa é semelhante ao da pimenta-do-reino, porém ligeiramente mais
suave (Oliveira et al., 2018). Essa caracteristica, aliada ao seu aroma agradavel, faz dela uma
adicdo popular em diversas preparagdes culinarias, desde pratos gourmet até condimentos mais
comuns. Devido a essas propriedades organolépticas, a pimenta-rosa € utilizada para
incrementar pratos salgados, como carnes de aves e peixes, assim como doces, incluindo

sobremesas e chocolates (Pela, 2014; Costa, 2021).
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Figura 3 - Orgéos reprodutivos e vegetativos da aroeira-vermelha

(A) Folhas. (B) Inflorescéncia. (C) Frutos maduros. Fonte: autoria prépria.

Schinus terebinthifolius Raddi € oriundo da América do Sul, incluindo o Brasil,
Paraguai, Uruguai e Leste da Argentina (Azevedo et al., 2015; Lorenzi; Matos, 2021). No
Brasil, é encontrada desde o nordeste (em Pernambuco) até regido sul (no Rio Grande do Sul).
Sendo adaptavel a varios tipos de solo e clima (Neves et al., 2016). Desse modo, segundo
Rorato et al. (2018) a aroeira-vermelha € adaptada a solos com escassez hidricas, fisicas,
quimicas e em regides frias propensas a geadas. O seu plantio é aconselhado para areas de
reflorestamento.

A aroeira tem sido largamente estudada devido suas propriedades terapéuticas, com
destaque para as atividades antimicrobianas, anti-inflamatoria, antioxidantes, cicatrizante,
antitumoral e larvicidas (Azevedo et al., 2015; Silva-Neto et al., 2018). Analises fitoquimicas
mostraram a presenca de saponinas, antocianinas, compostos fendlicos, taninos, flavonoides e
triterpenos nos frutos e compostos fendlicos, esterdides, flavonoides e flavonas nas folhas
(Costa et al., 2015; Tlili et al., 2018). S. terebinthifolius contém 6leo essencial bem distribuido
nas suas partes vegetais, como tronco, folhas e frutos. Nas folhas e frutos foi constatado oléos
essenciais formados por monoterpenos e sesquiterpenos (Lorenzi; Matos, 2021). A Tabela 1
demonstra 0os compostos quimicos identificados na aroeira.

Um estudo realizado por Nascimento et al. (2023) demonstrou que o extrato em acetato
de etila das folhas de S. terebinthifolius promoveu um efeito anti-inflamatério topico em modelo

animal de doenca aguda e mostrou atividade antioxidante tanto in vitro quanto in vivo.
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Tabela 1 - Compostos quimicos encontrados na espécie Schinus terebinthifolius Raddi

Partes da

Planta Compostos Referéncias
Acido beénico, Acido cafeeico, Acido chiquimico,
Acido digalico metilico, Acido digalico, Acido  Ceruks et al., 2007:
digaloilchiquimico, Acido eicosanoico, Acido galico,
Acido galoil-chiquimico, Acido heneicosanoico, Acido ~ Santana etal., 2012;
hldrOX|ben,z_O|cotO_-hexc_>s|de:o_, Aglo!o oxo-dl-hldrc_)xp Uliana et al., 2016:
octadecenoico, Acido pirogalico, Acido protocatecuico,
Acido rosmarinico, Acido siringénico-O-hexosideo, Silva et al., 2018:
Folhas Acido trigalico, Afzelina, Amentoflavona, Apigenina
Acido palmitico, Catequina, Cloreto de acido galico, ~Gomes etal., 2020;
Cl_oretq de_galato de_z etila, _Cloreto de galato de metila, Carneiro, 2021
Digaloil glicose, Epicatequina O-galato, Galato de etila,
Galato de metila, Galoil-glicose, Kaempferol-O- Nascimento et al.,
pentoside, Miricetina, Miricetina-O-hexosideo, 2023.
Miricitrina, Pentagaloilglicose, Quercetina, Quercetina-
O-hexosideo, Quercetina-O-pentosideo, Quercitrina,
Schinol, Tetrahidroamentoflavona, trans-catequina.
Acido beénico, Acido eicosanoico, Acido estearico, Santana et al., 2012;
Acido galico, Acido heneicosanoico, Acido palmitico, _
Erutos Acido 3a-hidroximasticadiendlico, Agastisflona, Galato ~ Lima et al..2017;

de etila, Galotanina,
Tetrahidroamentoflavona,
metilpelargonidina

Nangenina,
3-0O-galactosideo,

Schinol,
7-0-

Silva et al., 2018.
Oliveira et al., 2020.

Folhas + flores
+ frutos

Acido anacardico, Acido chigimico, Digalato de metila,
Elemo, Galato de etila, Galato de metila, Germacreno D,
a-felandreno, a-pineno, B-pineno.

Santana et al., 2012;

Carneiro, 2021.

Oleo essencial
(folhas e frutos)

Acido estedrico, Lemoneno, Linalol, Mirceno,
Sabineno, a-Cadieno, o-Humuleno, p-Elemeo, -
Pipeno.

Barbosa et al., 2007;
Santos et al., 2009;
Uliana et al., 2016;

Sales et al., 2019.

Fonte: Autoria propria.
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3.1.1 Propriedades antimicrobianas

Estudos apontam a eficécia da utilizacdo das folhas da aroeira-vermelha para inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos ao ser humano como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (Uliana et al., 2016;
Silva Neto et al., 2018; Pacheco et al., 2022). Silva et al. (2017) descreveram acdo
antimicrobiana a partir dos frutos dessa planta frente a bactéria Staphylococcus aureus.

Nesse contexto, em meio a indmeros compostos quimicos com propriedades
antimicrobianas dos extratos da aroeira-vermelha, pode-se citar 0 4cido
hidroximasticadiendico, o &cido terebinthifolico, o acido ursolico e a terebinthona. S&0 nos
frutos o principal local onde se encontram os 0leos essenciais (Bendaoud et al., 2010).

O ¢6leo essencial de S. terebinthifolius Raddi apresenta mono e sesquiterpenos que atuam
como antimicrobianos, provocando efeitos bactericida e bacteriostatico, um provavel agente
contra infeccdes, inclusive em ambiente hospitalar (Silva-Neto et al., 2018; Santos et al., 2019).
Segundo Santos et al. (2019) o dleo essencial do fruto verde ndo apresenta atividade
antimicrobiana, no entanto maduro pode inibir de forma eficiente, em diferentes concentracoes,
0 crescimento bacteriano de Acinetobacter baumannii produtora de metalo-beta-lactamase e
oxacilinases. Também extratos preparados a partir das frutas foram eficientes contra
Escherichia coli, Listeria innocua e Bacillus subtilis (Silva et al., 2018; Linden et al., 2020).

O 6leo essencial dos frutos, assim como o extrato hidroalcoolico das folhas da aroeira
proporcionam efeito antibacteriano contra a cepa de E. coli ATCC 25922. Essa bactéria € do
tipo Gram-negativa e aerobia, conjuntamente esta associada a quadros de infecgbes urinarias,
na corrente sanguinea, intestinais, entre outros (Greatti et al., 2014).

Conforme Costa (2011), o extrato etanolico das folhas de S. terebinthifolius demonstrou
atividade antimicrobiana sobre a bactéria Enterococcus faecalis e também foi capaz de inibir
consideravelmente o crescimento de Candida albicans e Candida tropicalis sensiveis e
resistentes a fluconazol. Além da inibicdo de microrganismos como Enterococcus faecium e
Staphylococcus aureus (Gomes et al., 2020).

De acordo com Gomes et al. (2013), a lectina, proteina encontrada nas folhas, quando
isolada evidencia efeito antimicrobiano, a partir das determinacdes das concentragdes minimas
de inibicdo (CIM), bactericida (CBM) e fungicida (CFM). Tal proteina foi ativa Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

enteritidis e Staphylococcus aureus. Havendo melhores resultados bactericidas e
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bacteriostaticos contra Salmonella enteritidis (CIM: 0,45 ug/mL) e Staphylococcus aureus
(CBM: 7,18 pug/mL), respectivamente.

Geralmente, o extrato etandlico de aroeira conseguiu inibir o crescimento de bactérias
gram-negativas e gram-positivas, mas verificaram-se mais casos de resisténcia aos extratos no
segundo grupo de bactérias (EI-Massry et al., 2009; Gomes et al., 2013). A bactéria gram-
negativa mais fragil aos extratos etandlicos da mesma foi Eschirichia coli (CIM: 0,078 mg/mL).
E para a bactéria gram-positiva mais vulneravel para a Pseudomonas aeruginosa, (CIM: 0,60
mg/mL) para o solvente etanol (EI-Massry et al., 2009).

Os extratos da aroeira-vermelha contém diversas moléculas bioativas com atividades
antimicrobianas, como biflavonoides, agatisflavona e tetrahidroamentoflavona. Esses
compostos tém demonstrado potente atividade contra Bacillus subtilis e Staphylococcus
carnosus (Linden et al., 2020; Rocha et al., 2020). Além disso, a casca de S. terebinthifolius €
rica em fenois, triterpenos pentaciclicos e antraquinonas. No entanto, 0 método de extracao
utilizado pode alterar significativamente o perfil metabolico e fitoquimico dos extratos, bem
como as propriedades das suas moléculas bioativas (Costa et al., 2015).

E importante destacar que nem sempre os extratos de aroeira produzem os efeitos
bactericidas ou fungicidas esperados, que levam a morte dos microrganismos. Muitas vezes, 0
efeito observado é bacteriostatico ou fungistatico, impedindo apenas a multiplicacdo de

bactérias e fungos (Vieira et al., 2014).

3.2 DIARREIA DOS BEZERROS

A diarreia neonatal de bezerros (DNB) é uma importante sindrome que afeta
rebanhos bovinos de corte e leite em todo 0 mundo, causando graves prejuizos econdémicos
a bovinocultura (Oliveira et al., 2020). E uma das principais causas de morbidade e
mortalidade entre bezerros, sendo responsavel pelo retardo de crescimento e custos
elevados de tratamento, além de provocar graves consequéncias a longo prazo (Richter et
al., 2017; Marschik et al., 2018; Jessop et al., 2024).

Em varios paises, como Bélgica, Suécia, Italia, Suica e Brasil, a prevaléncia e a
incidéncia de fatores de risco para DNB foram relatadas como sendo de 19,1% e 33,7%,
respectivamente (Papp et al., 2013; Collins et al., 2014). E a causa mais comum de morte
em bezerros leiteiros e de corte durante os primeiros 30 dias de vida, com um risco de
letalidade de aproximadamente 5% (Windeyer et al., 2014; Silva et al., 2019).



27

A gravidade e a intensidade da diarreia nesses animais dependem de Vvérios fatores,
como a idade e o estado nutricional das matrizes antes e apds o parto, ocorréncia de
distocia, transferéncia passiva de imunoglobulinas, época do parto, carga de
microrganismos infectantes presentes e condi¢des climéticas (Oliveira et al., 2020). Assim,
a diarreia neonatal é definida como um quadro clinico secundario a um processo infeccioso
previamente estabelecido, estimulado por uma disfuncéo do trato digestorio, caracterizada
pelo aumento do nimero de evacuacdes e pela ocorréncia de fezes liquidas (Silva et al.,
2019; Oliveira et al., 2020; Vieira; Gomes, 2021).

Pode ser causada por agentes infecciosos, como virus, bactérias e protozoarios,
sendo os principais agentes causadores o rotavirus bovino do grupo. Dentre os agentes
enteropatogénicos envolvidos na etiologia, merecem destaque aquelas causadas por virus
(coronavirus - BCoV e rotavirus - BoRV), bactérias (Escherichia coli, Salmonella spp. e
Clostridium perfringens) e protozoarios (Cryptosporidium parvum e Eimeria spp.) (Jessop et
al., 2024; Chagas, 2015; Ribeiro Filho et al., 2021). Na Figura 4 estdo apresentados 0s
principais agentes etiologicos relacionados a diarreia nos bezerros.

Esses patdgenos podem estar envolvidos, individualmente ou em associacao, por
isso a BND é vista como uma sindrome, pois € uma doenca multifatorial, resultando na
interacdo de diversos fatores, como a imunidade dos bezerros, o ambiente e a nutricao,
dificultando a identificacdo da origem do problema no rebanho e a realizacdo de um

tratamento adequado (Candido; Guerios, 2020).

Figura 4 - Distribuicao de patdgenos associada a idade em bezerros com diarreia

<4 dias 3-14 dias 5-20 dias 5-21 dias 5-30 dias
L J L ] L
¥ ey

ey’ (o3 (e (=¥

- - - - - - - = - - - - - = -

I [ I [ I
>
| l I I )

E. coli C. perfringens C. parvum BCoV Salmonella spp.
BoRV

Fonte: autoria prépria

Independentemente do agente causador responsavel pelo inicio da diarreia em

bezerros, varios estudos relatam alteracdes significativas nas comunidades bacterianas da
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microbiota intestinal durante a diarreia (Cho et al., 2013; Icen et al., 2013; GOmez et al.,
2017). Esse fato se deve a capacidade que os agentes infecciosos tém de se aproveitar de
quadros de baixa imunidade, tornando os animais mais predispostos a episédios graves da
doenca (Millemann, 2009).

Geralmente, esses quadros resultam em diferentes graus de contedo intestinal
aquoso, edema, hiperemia, ulceracdo ou hemorragia intestinal, ocorrendo ainda perdas de
agua, nutrientes e eletrolitos (Gomez et al., 2017; Urie et al., 2018). Essas perdas de fluidos
fecais representam aproximadamente 0,3% do peso corporal, mas em casos intensos,
podem atingir de 13% a 18% do peso corpdreo dentro de 24 horas (Vargas Janior, 2015).

Os sinais clinicos mais importantes dos distarbios intestinais em bezerros sdo
semelhantes, independentemente do agente etioldgico envolvido. Entre as consequéncias
da diarreia, destacam-se a perda de peso, febre, desequilibrio hidrico e eletrolitico, além de
acidose metabolica (Radostitis et al., 2007; Ribeiro Filho et al., 2021). Os sinais clinicos
mais importante sdo fezes moles, fétidas, as vezes com estrias de sangue, febre na fase
inicial, podendo ocorrer posteriormente hipotermia, inapeténcia, depresséo, orelhas caidas,
desidratacdo, emagrecimento rapido e traseiro sujo, principalmente na regido da cauda e
perineal (Coura; Lage; Heineann, 2014; Cho; Yoon, 2014; Gomez et al., 2017).

Entre as consequéncias, podem-se citar a perda de peso, febre, desequilibrio hidrico
e eletrolitico, baixas concentra¢des sanguineas de sodio e ion carbonato, hiperpotassemia
(excesso relativo de potéssio) e hipoglicemia (Radostitis et al., 2007; Facury Filho et al,
2013; Ribeiro Filho et al., 2021). Para o diagnostico, utilizam-se a anamnese, sinais
clinicos e exames laboratoriais com amostras de fezes dos animais que apresentam
sintomatologia clinica. No entanto, o diagnostico definitivo ndo é simples, ja que 0s
principais agentes causadores podem estar presentes no trato digestivo de animais
saudaveis, além disso, na maioria das vezes, ocorre a associacao entre mais de um agente
etiolégico (Candido; Guerios, 2020; Oliveira et al., 2020; Rodrigues, 2021).

O tratamento deve ser iniciado 0 quanto antes para garantir a rapida recuperacao da
saude do animal, diminuindo os custos e melhorando a sanidade do rebanho. Sendo
utilizado antimicrobianos, levando em consideracao os agentes envolvidos, a sensibilidade
dos animais e a gravidade dos sinais clinicos (Rodrigues, 2021). Associado a anti-
inflamatorios ndo esteroidais, como flunixin meglumine ou meloxicam, que possuem agéo
analgésica e antitérmica, além de fluidoterapia para reposi¢do de energia, liquidos e
eletrélitos perdidos durante o quadro de diarreia (Vargas Junior, 2015; Urie et al., 2018;
Silva et al., 2019)
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Em infec¢des bacterianas, os principios ativos de primeira escolha para o tratamento
de diarreia em bezerros com sinais de envolvimento sistémico incluem amoxicilina,
associada ou ndo ao clavulanato de potassio, ampicilina e sulfonamidas (Rodrigues, 2021).
Em segunda escolha, estdo as cefalosporinas de quarta geracdo, como cefquinona e
ceftiofur (Radostitis et al., 2007; Ribeiro Filho et al., 2021).

Além dos farmacos, € necessario o acompanhamento de um profissional veterinario,
que com o auxilio de informacBes do produtor, podera determinar o melhor protocolo
terapéutico, escolhendo os antibiéticos adequados a realidade do sistema produtivo
(Candido; Guerios, 2020). Bem como alterar a dieta, isolar animais jovens de adultos,
adicionar solucdo oral de reidratacdo e garantir terapias rapidas para restabelecer a satde
do animal (Cho et al., 2013; GOmez et al., 2017).

3.3 SALMONELOSE

A salmonelose € uma doenca infectocontagiosa mundialmente conhecida, causada
por bactérias do género Salmonella spp., pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Silva,
2017). Ela é responsavel por grandes prejuizos na producdo animal e possui potencial
zoonotico devido ao consumo de alimentos contaminados por humanos e animais, 0 que
causa um impacto significativo na economia mundial, segundo a OMS, a salmonelose € a
quarta causa mais importante de diarreia no planeta (Balasubramanian et al., 2019). A
Salmonella spp. sdo bactérias Gram-negativas, com dimensdes entre 0,5 e 1,5 um,
geralmente moéveis devido a flagelos, intracelulares facultativas, ndo formadoras de
esporos e podem ser aerdbias ou anaerodbias facultativas (Marques et al., 2013; Strockbine
etal., 2015).

Os sorovares de Salmonella sdo classificados em tifoide e ndo tifoides (SNT) de acordo
com sua capacidade de desenvolver patogenicidade especifica em humanos e animais
(Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Os sorovares tiféides que causam febre tiféide e paratifdide
em humanos incluem S. Typhi, S. Paratyphi A, B, C e S. Sendai (Townsend et al., 2001). Esses
sorovares sdo altamente especificos do hospedeiro e sdo transmitidos apenas de hospedeiros
infectados ou portadores atraves de alimentos e 4gua contaminados (Ferrari et al., 2019). A
salmonelose tifoide ¢é caracterizada por sua alta mortalidade e baixa morbidade (Dr6zdz et al.,
2021). No entanto, o SNT inclui  milhares de sorotipos, que incluem
predominantemente S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport e S. Heidelberg, e pode

infectar humanos e animais (Rabsch et al., 2001).
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Alguns sorovares de SNT como S. Typhimurium, S. Abortusovis, S. Typhisuis, S.
Gallinarum e S. Pullorum infectam principalmente pombos, ovinos, suinos, aves aquaticas e
aves domésticas, respectivamente, enquanto S. Dublin e S. Choleraesuis infectam
principalmente bovinos e suinos (Branchu et al., 2018; Saraf et al., 2021). Apesar das
modificagbes  taxonOmicas, atualmente  sdo  bioquimicamente  conhecidos
aproximadamente 2.659 sorotipos, sugerindo que a salmonelose seja causada por duas
espécies de bactérias: Salmonella enterica (subdividida em seis subespécies: enterica, arizonae,
salamae, indica, houtenae e diarizonae) e Salmonella bongori. A escrita completa destes
sorotipos ficaria Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium, por exemplo.
Apesar disso, neste trabalho serd adotada a grafia simplificada, denominando o agente de S.
Typhimurium e S. Dublin, tornando-se ocultas a espécie e a subespécie. Na figura 5, 0 meio
Agar SS (Salmonella-Shigella) é usado para isolar e identificar bactérias do género Salmonella,
que sdo capazes de reduzir o sulfito para sulfeto de hidrogénio. As colbnias dessa espécie
aparecem com uma coloracao preta devido a reacéo do sulfeto de hidrogénio com o sulfato de
ferro, formando sulfeto de ferro preto. Isso € caracteristico de Salmonella e ajuda a diferencia-
la de outras bactérias (Metre; Tennant; Whitlock, 2008; Paixdo; Pinto; Santos, 2016; Ribeiro,
2017).

Figura 5 - Salmonella Dublin e Salmonella Typhimurium em Agar Salmonella-Shigella (SS)

Fonte: autoria prépria

A principal forma de transmissdo é pela via oral, através do consumo de alimentos

contaminados e agua (Helmy; EI-Adawy; Abdelwhab, 2017). Ao ser ingerida, a Salmonella
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alcanca o intestino, até atingir o ileo distal e o ceco, se aderindo em suas mucosas atraves de
mecanismos mediados pelas fimbrias (Silva, 2017). Apos a adesdo, essa bactéria se direciona
ao epitélio intestinal, causando a ruptura e o afastamento das microvilosidades, permitindo a
endocitose e migracdo pelo meio das células (Oliveira et al., 2021; Jessop et al., 2024). Essa
acdo, induz uma resposta inflamatdria local, resultando em uma enterite fibrino-purulenta e
necrosante principalmente no ileo (Santos et al., 2002; Galén et al., 2021).

Com a destruicdo dos enterdcitos e rompimento da mucosa, 0s animais apresentam
quadros de diarreia e desidratacdo, levando a absor¢éo de endotoxinas e permitindo a secrecéo
de &gua, bicarbonato, proteinas e eletrélitos para o limen gastrointestinal, acarretando graves
desequilibrios hidroeletroliticos e &cido-basico (Cho; Yoon, 2014; Gomez et al., 2017). Estas
alteracbes podem estar acompanhadas de anorexia, hipertermia, depressdo, diarreia,
gastroenterite aguda, em que o agravamento do quadro pode evoluir em choque levando o
animal a morte (Ekperigin; Nagaraja, 1998; Askari; Mashhad; Amini, 2020).

A invasdo e colonizagdo de Salmonella nas células hospedeiras dependem de varios
fatores de viruléncia, como plasmideos de viruléncia, sistemas de secrecdo tipo | e llI,
superdxido dismutase, fimbrias, flagelos, antigenos V1, toxinas, lipopolissacarideos e biofilmes
(Lamichhane et al., 2024). Estes fatores, codificados por genes de viruléncia podem estar
presentes em elementos genéticos moveis, como os plasmideos, ou em regides especificas
do cromossomo bacteriano (ilhas de patogenicidade), infecta os macrofagos, provoca a
inflamacéo da mucosa e os ganglios linfaticos se disseminam para os fagdcitos, baco e figado
(Bessa, 2006; Vieira, 2009; Lou et al., 2019).

A infeccdo persistente por Salmonella pode causar sindrome do intestino irritavel e
cancer ao prejudicar a barreira mucosa, ativar T3 (tri-iodotironina) e levar a distarbios

imunoldgicos no hospedeiro, desequilibrando a microbiota local (Zha; Garrett; Sun, 2019).

3.3.1 Salmonelose em bovinos

Apenas 0s sorotipos de Salmonella enterica infectam os animais de sangue quente, e a
ocorréncia da salmonelose em ruminantes estd diretamente relacionada a espécie bovina,
causada principalmente pelo sorotipo S. Dublin e S. Typhimurium (Issenhuth-Jeanjean et al.,
2014; Ribeiro, 2017).

A via fecal-oral representa a principal via de transmissdo, e o0 desenvolvimento da
doenca esta associado a eficiéncia bacteriana em invadir a mucosa intestinal, pois a bactéria

migra e se instala no sistema digestorio, especialmente nas porc¢des terminais do ileo e ceco
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resultando no aparecimento dos sinais clinicos, variado de acordo com a idade e sorotipo
envolvido (Wray; Davies, 2000; Radostits et al., 2007). Além de colonizar tecidos linfoides
e evadir a resposta imune do hospedeiro. Os animais afetados ou portadores assintomaticos
podem disseminar a doenca no rebanho (Peek et al., 2004; Mohler et al., 2009).

Caso a infec¢do ndo avance, a bactéria continuara no trato gastrintestinal como parte
da microbiota, sendo excretada pelas fezes. Mas quando h& evolugcdo da infeccdo, a
Salmonella penetra a parede intestinal e provoca destruicdo de enterdcitos, estimulando
reacdo inflamatoéria caracterizada por enterite fibrinopurulenta, com perda de &gua,
eletrolitos, bicarbonato e proteinas para o lumen intestinal, ocasionando grave
desequilibrio hidroeletrolitico (Santos et al., 2002).

Deste modo, a salmonelose em bovinos apresenta infec¢bes entéricas agudas,
caracterizadas por sinais clinicos como febre, perda de apetite, letargia e diarreia aquosa ou
mucoide contendo fibrina e sangue, septicemia, doenca respiratOria, perda de peso e abortos
(Nielsen, 2003; Carrique-Mas et al., 2010). As lesdes incluem enterocolite, pneumonia, ndédulos
paratifoides no figado, focos necréticos no rim e esplenomegalia (Gelberg, 2018). Por outro
lado, as infeccGes sistémicas tendem a ser mais prevalentes entre animais mais
jovens. Notavelmente, o aborto foi extensivamente registrado em bovinos atribuidos
especificamente aos sorotipos S. Typhimurium e S. Dublin (Habrun et al., 2006; Vanselow et
al., 2007).

Bezerros com menos de 6 meses de idade sdo mais vulneraveis a doenca e podem ser
infectados algumas horas apés o parto; entretanto, bovinos adultos também podem desenvolver
a doenca clinica (Nielsen, 2003; Mohler et al., 2009). A salmonelose em bovinos é
frequentemente caracterizada por diarreia aquosa ou mucdide contendo fibrina e sangue,
septicemia, doenca respiratdria, perda de peso e abortos (Nielsen, 2004; Carrique-Mas et al.,
2010). As lesdes incluem enterocolite, pneumonia, nédulos paratifoides no figado, focos
necroticos no rim e esplenomegalia (Gelberg, 2018).

Ainda assim, por serem bactérias intracelulares facultativas, podem se multiplicar
e sobreviver dentro de macréfagos, sendo posteriormente transportadas aos linfonodos
mesentéricos e a outros 6rgaos, causando pneumonia, poliartrite, osteite, meningite, dentre
outras complicacdes (Wray; Davies, 2000; Loeb et al., 2006). O periodo de incuba¢éo pode
variar de um a quatro dias e ocorrer morte subita, ou depois de um periodo entre trés a sete
dias em 10 a 50% dos bezerros infectados. Os achados de necropsia incluem enterite

catarral, hemorragica ou necrdtica, evidenciadas nas regides do ileo e intestino grosso,
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aumento de linfonodos mesentéricos, focos necréticos e granulomas nos rins, bago e
figado, pneumonia fibrinopurulenta, osteite e poliartrite (Wray; Davies, 2000).

Essa bactéria tem capacidade de permanecer por varios meses ou até anos no ambiente
e animais cronicamente infectados sdo disseminadores constantes. Para realizar o diagndstico
é importante realizar uma anamnese detalhada, associada a sinais clinicos e exames
laboratoriais através do isolamento de amostras de fezes (Vasconcelos, 2019). Para realizar o
tratamento é necessario utilizar antibioticos, de amplo espectro, como o cloranfenicol e a
trimetoprima/sulfametoxazol, sendo amplamente utilizado as quinolonas de terceira geragéo,
como as fluoroquinolonas, incluindo ciprofloxacina e ofloxacina, s&o o medicamento de
escolha (Galan, 2021; Jibril et al.,2021).

Devido a crescente resisténcia bacteriana contra fluoroquinolonas, cefalosporinas como
a ceftriaxona e macrolidos como a azitromicina estdo sendo utilizados como tratamento
empirico para controlar infeccbes por Salmonella (Hailu et al., 2021; Ashurst; Truong;
Woodbury, 2024). Também pode ser utilizado probidticos para o tratamento, atualmente
apresenta-se como uma abordagem multifacetada, e mais estudos precisam ser realizados para
determinar se a sua eficacia depende de fatores especificos da cepa do patdgeno ou se é
influenciada por variaveis como como dosagem de probioticos, método de administracéo,
duracdo do tratamento, caracteristicas do hospedeiro (incluindo idade) e outros fatores

relacionados ao manejo (Chang et al., 2020).

3.4 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia aos agentes antimicrobianos ndo € um fendmeno novo nas bactérias
(Alves, 2021). Os primeiros relatos de resisténcia surgiram com a utilizacdo da penicilina, que
foi o primeiro antibiotico a ser comercializado e teve seu uso disseminado em larga escala,
sendo utilizado ndo apenas para infecgdes, mas tambeém para dores e febres em geral (Costa;
Silva Janior, 2017). Como consequéncia, surgiram os primeiros organismos resistentes, devido
a producdo de enzimas como as beta-lactamases (Urbaneja; Urbaneja, 2024).

O uso de antibidticos geralmente é a primeira opcdo utilizada no tratamento de diversas
enfermidades para animais e seres humanos. Mas a utilizacdo de drogas antimicrobianas tanto
em animais quanto no homem de forma indiscriminada, estabelece um aumento gradual da
resisténcia antimicrobiana nos microrganismos de sua microbiota normal e de bactérias

patogénicas causadoras de doencas (Mota et al.,2005; Marques et al., 2013).
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A resisténcia antimicrobiana (RAM) ocorre quando microrganismos patogénicos
nao respondem mais aos medicamentos antimicrobianos (Who, 2023). Como resultado da
resisténcia aos medicamentos, os antibidticos e outros medicamentos antimicrobianos
tornam-se ineficazes e as infecgdes tornam-se dificeis ou impossiveis de tratar, aumentando
o0 risco de propagacdo de doencas, doencas graves, incapacidade e morte (Alves, 2021;
Costa; Silva Junior, 2017). Esse fendmeno ocorre quando as bactérias desenvolvem a
capacidade de sobreviver a doses usuais de agentes antimicrobianos, como antibiéticos,
tornando-se menos suscetiveis aos efeitos desses medicamentos (Urbaneja; Urbaneja, 2024).

Podendo ocorrer por diversos mecanismos apresentados pelas bactérias, entre eles:
mudanca na permeabilidade da membrana celular que impede a entrada do antibidtico na
célula ou faz com que ocorra o efluxo desse para fora da célula, por uma mutacéo que altera
o alvo de um antibiético de modo que o novo alvo ndo seja afetado, ou pela aquisi¢ao da
bactéria de degradar ou inativar o antibiotico (Baptista, 2013; Estrela, 2018; Lima et al.,
2020; Teixeira; Figueiredo; Franca, 2019).

Também pode ocorrer quando uma bactéria resistente entra e contato com outra
sensivel, denominada de resisténcia transferivel, através dessa transmissao ocorre por
elementos genéticos extracromossomais denominados plasmidios (Teixeira; Figueiredo;
Franca, 2019; Lima et al., 2020;). O plasmidio R (resisténcia) engloba um conjunto de
genes que determinam a resisténcia aos antibioticos (fator R) e genes FTR (fator de
transferéncia de resisténcia) que controlam a replicacdo autbnoma do plasmideo e sdo
encarregadas pela transferéncia de resisténcia a demais bactérias (Mota et al., 2005; Arias
etal., 2012).

E um fendmeno complexo e crescente que representa uma ameaca substancial a
eficacia dos tratamentos antimicrobianos em ambientes médicos, veterinarios e em saude
publica em geral (Marques et al., 2023; Teixeira et al., 2019). O tratamento indiscriminado
de animais com antibidticos torna os seus produtos e derivados, fonte para resisténcia aos
antibioticos aos humanos. O desenvolvimento de resisténcia, por determinadas bactérias
patogénicas € mais rapido que a capacidade da industria para produzir novas drogas (Mota
et al., 2005; Cades et al., 2017).

As fluoroquinolonas foram incluidas a partir de 1980 na Europa e posteriormente em
1995 nos Estados Unidos da América para o tratamento da salmonelose na medicina veterinaria
(Bager; Helmuth, 2001). O desenvolvimento de resisténcia em Salmonella foi relatado por
mutacdo cromossdmica e exclusivamente por disseminagdo epidémica de cepa mutante por

disseminacdo clonal. Nos Ultimos anos, a ceftriaxona e a azitromicina tornaram-se 0S
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medicamentos secundarios de escolha para o tratamento da febre tiféide devido ao surgimento
de cepas resistentes as fluoroquinolonas (Klemm et al., 2018). Para animais e aves, 0S
antibidticos séo incorporados na ragdo e na agua para controlar infec¢des (Dekker et al., 2019).

A taxa de alimentacdo varia e esta sujeita a subdosagem de medicamentos, levando a
um aumento da presséo seletiva sobre cepas de Salmonella e induzindo o desenvolvimento de
cepas resistentes (Teixeira; Figueiredo; Franca, 2019). Além disso, mesmo para salmonelose
clinica, esses medicamentos, como as fluoroquinolonas, ndo sdo amplamente utilizados para
tratamento, novamente forgando a Salmonella a adquirir resisténcia (Dekker et al., 2019).

Os antibioticos desempenham um papel crucial no tratamento de doencas infecciosas
bacterianas em diversas espécies animais, variando conforme o periodo de tratamento, as vias
de administracdo e a espécie animal. Apesar da ampla variedade de antibioticos disponiveis,
enfrentamos desafios e problemas associados a administracdo desses medicamentos em
animais. Assim, surge uma necessidade premente de maior fiscalizacdo sobre 0 uso adequado
de antibidticos (Klemm et al., 2018; Dekker et al., 2019).

Os antibioticos desempenham um papel crucial no tratamento de doencas infecciosas
bacterianas em diversas espécies animais, variando conforme o periodo de tratamento, as vias
de administracdo e a espécie animal. O desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
como o direcionamento da bomba de efluxo e outros mecanismos de resisténcia, sdo necessarias
para combater o desenvolvimento da resisténcia a multiplos medicamentos na Salmonella
(Teixeira; Figueiredo; Franca, 2019).

A antibioticoterapia sequencial e a rotacdo de antibidticos que reduzem os efeitos
colaterais ganharam atencao nos ultimos anos. No entanto, estas abordagens podem favorecer
a resisténcia cruzada a diferentes grupos de antibidticos (Vestergaard et al., 2016). A avaliacdo
da resisténcia cruzada em diferentes cepas de Salmonella Typhimurium sob tratamento
antibiotico sequencial mostrou que estratégias terapéuticas eficazes, selecdo adequada e

antibioticoterapia auxiliam na prevencéo da resisténcia cruzada. (Dawan; Ahn, 2020).
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Resumo - Este estudo visou identificar classes de metabolitos secundarios por metodos
colorimétricos e avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etanodlico e suas fracbes das
folhas de aroeira (Schinus terebenthifolius Raddi) contra bactérias causadoras de enterites em
bovinos. O processo de caracterizacdo das fragdes envolveu fracionamento cromatografico em
silica gel e Sephadex LH-20, seguido de prospeccéo fitoquimica, bioguiados pelos resultados
biologicos contra espécies de Salmonella. Em relacdo a Salmonella Dublin, observou-se
atividade antimicrobiana significativa, com a fracdo de acetato de etila e suas subfracdes A2 e
B2 apresentando os menores valores de Concentracédo Inibitéria Minima (CIM), destacando-se
0,046 mg/mL em comparacdo com a subfracdo C1, que registrou 0,75 mg/mL. Por outro lado,
nenhum dos niveis de concentragdo testados inibiu o crescimento de Salmonella Typhimurium.
Os resultados preliminares revelou a presenca de antronas, glicosideos cardiotdnicos,
alcaloides, flavonoides, terpenos e cumarina. A descoberta exclusiva de antronas neste estudo
sugere uma nova contribuicdo para a composi¢cdo quimica da planta. Compostos como fendis,
flavonoides e terpenos identificados sdo reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas,
possivelmente responsaveis pela eficacia observada. Este estudo pioneiro amplia o
conhecimento sobre o potencial antimicrobiano da aroeira, indicando sua promissora aplicacao
na medicina veterinaria e abrindo perspectivas para o desenvolvimento de novos
medicamentos.

Termos para indexacgdo: Aroeira-vermelha, Anacardiaceae, plantas medicinais, triagem
fitoquimica, antimicrobiano, Salmonella.
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Antimicrobial activity and bioguided phytochemical study of extracts from Schinus
terebinthifolius Raddi

Abstract - This study aimed to identify classes of secondary metabolites using colorimetric
methods and to evaluate the antimicrobial potential of the ethanolic extract and its fractions
from the leaves of Brazilian peppertree (Schinus terebinthifolius Raddi) against bacteria causing
enteritis in cattle. The characterization process of the fractions involved chromatographic
fractionation on silica gel and Sephadex LH-20, followed by phytochemical prospecting,
guided by biological results against Salmonella species. Significant antimicrobial activity was
observed against Salmonella Dublin, with the ethyl acetate fraction and its subfractions A2 and
B2 presenting the lowest Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values, standing out at
0,046 mg/mL compared to subfraction C1, which recorded 0,75 mg/mL. On the other hand,
none of the tested concentration levels inhibited the growth of Salmonella Typhimurium.
Preliminary results revealed the presence of anthrones, cardiac glycosides, alkaloids,
flavonoids, terpenes, and coumarin. The exclusive discovery of anthrones in this study suggests
a new contribution to the chemical composition of the plant. Compounds such as phenols,
flavonoids, and terpenes identified are recognized for their antimicrobial properties, possibly
responsible for the observed efficacy. This pioneering study expands the knowledge of the
antimicrobial potential of Brazilian peppertree, indicating its promising application in
veterinary medicine and opening up new perspectives for the development of novel drugs.

Indexing terms: Brazilian peppertree, Anacardiaceae, medicinal plants, phytochemical
screening, antimicrobial, Salmonella.

INTRODUCAO

As plantas foram a principal fonte de medicamentos para a humanidade e suas
propriedades terapéuticas estdo associadas a uma variedade de compostos secundarios e
relatados (Sousa et al., 2021). Nos Gltimos anos, o interesse em explorar extratos vegetais e
seus compostos medicinais vem ganhando espaco na busca por fontes potenciais de novos
antimicrobianos, especialmente devido ao aumento da resisténcia microbiana aos antibioticos
(Chassagne et al., 2021).

A utilizacdo de plantas fitoterapicas tem crescido em todo o mundo, inclusive no Brasil,
conforme evidenciado pela literatura que mostra um aumento substancial na producéo e
consumo de fitoterapicos (Sousa et al., 2021). Segundo (Haruna; Yahaya, 2021), a pesquisa de
novas moléculas é o objetivo central das industrias farmacéuticas e dos grandes centros de
pesquisa, sendo mais viavel explorar as moléculas naturais do que criar novos farmacos
aleatoriamente.

Uma das plantas de interesse medicinal é a espécie Schinus terebinthifolius Raddi
(familia Anacardiaceae), conhecida popularmente como “aroeira”, “aroeira-vermelha”,

“pimenta brasileira” ou “pimenta rosa”. E uma arvore perenifdlia popular e amplamente
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distribuida no territorio brasileiro, sendo predominando na regido da Mata Atlantica (Tlili et
al., 2018).

A inclusdo de S. terebinthifolius na Farmacopeia Brasileira ressalta sua importancia na
medicina. Estudos tém demonstrado vérias atividades biol6gicas da aroeira através de suas
cascas, frutos e folhas, com acéo antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, antioxidante e
anti-histaminica (Uliana et al., 2016; Gomes et al., 2020). Essas propriedades fazem dela uma
planta de grande interesse para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos.

As folhas da aroeira-vermelha contém uma variedade de compostos quimicos com
atividade antibacteriana comprovada contra um ampla gama de bactérias, como Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium e patdgenos
humanos dos géneros Aspergillus, Bacillus, Pseudomonas e Shigella, incluindo a lectina SteL.L
e Oleos essenciais, a partir de extratos etanolicos e metandlicos (EI-Massry et al., 2009; Santana
et al., 2012; Gomes et al., 2013; Silva et al., 2021).

A aroeira possui uma importancia significativa na medicina popular, sendo empregada
tradicionalmente no tratamento de diversas condi¢des de satde, como inflamacdes, infeccoes e
problemas digestivos. Nos ultimos anos, houve um aumento de pesquisas que buscam validar
suas propriedades medicinais, demonstrando efeitos positivos na sua acdo antimicrobiana
(Gomes et al., 2020). Diante disso, esse trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato etandlico e suas fracOes, derivadas das folhas de S.
terebinthifolius, contra espécies bacterianas patogénicas para ruminantes, incluindo Salmonella
Dublin ATCC 15480 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Essa pesquisa ¢ fundamental
para compreender e identificar o pontencial terapéutico da aroeira no controle de infeccdes
bacterianas em animais de interesse pecuario.

O objetivo deste trabalho foi identificar classes de metabdlitos secundarios através de
métodos colorimétricos e avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etandlico e fragdes das
folhas de aroeira (Schinus terebenthifolius Raddi) frente as bactérias causadoras de enterites em

bovinos.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de aroeira foram coletadas em junho de 2022, de uma planta localizada no
campus da UFAPE, na cidade de Garanhuns, estado de Pernambuco, Brasil (coordenadas
geogréficas: 8°5427.2"S 36°29'39.2"W). A espécie vegetal foi identificada como Schinus
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terebinthifolius Raddi, por Maria Olivia de Oliveira Cano e a exsicata esta depositada no
Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), Recife, Brasil, sob o nimero de
registro 93.541. A atividade de acesso foi cadastrada no SisGen sob registro A6BB918.

O material foi cuidadosamente coletado observando integridade e auséncia de possiveis
elementos como fungos, com a separacdo de todas as folhas dos seus caules. Foram
devidamente pesadas, identificadas (data e peso) e secas em estufa de secagem com circulacéo
de ar a 50 °C. Apds a secagem, as folhas foram trituradas com auxilio de uma peneira para
analise granulométrica (abertura 6,30 mm), pesadas e armazenadas em Erlenmeyers de 1000
mL secos e limpos.

O procedimento extrativo foi realizado segundo a metodologia Miranda e Rocha (2022),
com adaptacOes. As folhas de Schinus terebenthifolius Raddi previamente trituradas foram
submetidas a extracdo, pelo processo de maceracdo, empregando alcool etilico a 70 % na
proporcao 1:3 (g:mL), por 72 horas. Apos esse periodo, a solucdo extrativa foi filtrada. Este
procedimento foi replicado por trés vezes consecutivas. As trés solugdes extrativas foram
combinadas e concentradas sob pressao reduzida a temperatura de 40 °C em aparelho rotavapor
para obtencdo de 150 mL extrato etandlico bruto (EEB). O material concentrado foi congelado
e posteriormente liofilizado para remocdo da agua. Calculou-se o rendimento total do extrato,
de acordo com a formula: Re = (Pext /Pfolhas) x 100. Onde: Re = Rendimento total de extrato;
Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas = Peso das folhas secas (g).

O EEB foi submetido a técnica de fracionamento bioguiado a qual consiste na separacao
dos compostos quimicos de acordo com a atividade bioldgica apresentada. Os fracionamentos
seguiram a logica de separacdo dos constituintes presentes no material que apresente melhor
perfil de atividade antimicrobiana. A primeira separacdo foi realizada por meio da técnica de
parti¢do liquido-liquido e as demais por meio da técnica de cromatografia em coluna.

Para realizacdo da extracdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente,
foram pesados 48 g do EEB seco, e solubilizado em 200 mL de solugdo Metanol:Agua (3:2),
filtrado e transferido para um funil de separacdo. Em seguida, foi colocado hexano (3 x 200
mL), a mistura agitada e a fase hexanica foi extraida trés vezes com igual volume desse solvente
e removido sob pressao reduzida a 40 °C em aparelho rotavapor, até obter a fracdo solivel em
hexano (FHex).

Posteriormente, adicionou-se acetato/ de etila (3 x 200 mL) ao funil de separacdo onde
estava contido o remanescente da particdo em hexano, foi submetida a uma nova extracao,
seguindo o mesmo procedimento anterior. Em seguida, o solvente foi rotoevaporado, obtendo-

se a fracdo soltvel em acetato de etila (FACOE).
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A particdo agua foi a Ultima a ser obtida, onde ressuspendido em agua, foi rotaevaporado
até obter a pressdo reduzida no banho a 40 °C, para eliminag&o de quaisquer residuos de solvente
para obtencdo da fracdo aquosa (FAQ). As trés fracdes alcangadas foram liofilizadas para terem
a massa do rendimento individual em gramas.

As cepas de bactérias utilizadas para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram
selecionadas levando-se em consideracdo microrganismos relacionados a sanidade de
ruminantes, causadoras de enterites nas espécies: Salmonella Dublin ATCC 15480 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Para determinacdo da Concentracéo Inibitdria Minima
(CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo de acordo com a metodologia proposta pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2012) com modificacGes. Os
testes foram feitos em placas estéreis de 96 pocos de fundo plano (Test Plate 96 F 92096 /
TPP®), pelo processo de inibicdo de crescimento bacteriano, através da turbidez em
microplaca. Para os ensaios, foram utilizados 200 pL (solugdo mae) do EEB, suas frag¢des ¢
subfracdes, a partir S. terebinthifolius, em oito diluicdes seriadas com fator 2 (1,5 a 0,011
mg/mL), solubilizados em solu¢cdo de DMSO 10% e agua destilada na propor¢édo de 1:9 para o
controle e ensaio. Posteriormente, foram acrescentados 90 pL de caldo Mueller-Hinton (CMH)
em todos os pogos utilizados, 10 uLL de dgua destilado no grupo controle e 10 uLL de suspensao
bacteriana, previamente padronizadas a concentracdo de 0,1 de densidade dptica a 600 nm
(DOe600) em espectrofotdmetro. Para o controle positivo foi utilizado 100 uL do antimicrobiano
cloranfenicol na concentragao de 4 mg/mL, 90 uL de CMH e 10 puL do indculo bacteriano. O
controle negativo foi composto por 100 pL do diluente contendo 10% de DMSO + 90% de agua
destilada, 90 uL de CMH e 10 pL do indculo bacteriano, testado sob as mesmas condi¢oes
experimentais. As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica (Nova Técnica®,
modelo NT 523) a 36 °C por 24 horas. A densidade dptica a DOsoo foi medida inicialmente
(tempo zero), e, em seguida, o ensaio foi incubado a 37 °C por mais 24 horas. Apds o periodo
de incubacdo, a DOsoo foi medida novamente. O aumento na DOsoo em comparacdo com o
tempo zero foi considerado como crescimento bacteriano. Os resultados foram avaliados em
leitora de Elisa na densidade ja& mencionada. Assim, a concentracdo minima inibitoria (CIM)
foi determinada como a menor concentracdo de extrato/fracdo capaz de promover uma reducao
da DOsoo sendo considerada como a menor concentracdo do extrato vegetal capaz de inibir o
crescimento em > 90% das cepas. Todos os testes foram conduzidos em triplicata (Horner et
al., 2008; Rozatto, 2012).

Neste trabalho, foram realizadas algumas técnicas cromatograficas, como a

Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Utilizaram-se cromatoplacas pré-fabricadas de



53

aluminio com silica gel (TLC silica-gel 60 F254), revestidas com indicador fluorescente F254
e 0,2 mm de espessura (Merck®), que foram cortadas em medidas de 5 cm de comprimento.
As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da borda inferior e das bordas laterais das placas. Ap6s
o0 desenvolvimento da cromatografia, foram utilizados reveladores quimicos e fisicos (Sabudak
et al., 2005).

Nesse caso, as placas de silica estavam pré-impregnadas com material fluorescente e
foram reveladas sob l&mpada de ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 332 nm
(método fisico). Ap6s a avaliagdo por CCD, a fracdo organica foi fracionada por Cromatografia
em Coluna (CC) para purificacdo, e as subfraces obtidas foram acompanhadas por CCD
conforme o protocolo descrito anteriormente. Para a montagem das colunas cromatograficas,
utilizou-se silica gel 60 (0,063-0,200 mm, 70-230 Mesh) e Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich).
As fracGes foram coletadas em tubos de ensaio, e aquelas que apresentaram perfis semelhantes
na analise por CCD foram agrupadas.

Desta forma, a primeira fragdo de AcOEt foi submetida a fracionamento cromatogréafico
em silica gel 60 eluido em misturas de Hex: AcOEt em polaridade crescente. Foram obtidos 12
fracdes que, apos analise conjunta por CCD, foram reunidas em 6 grupos (Al - A6). A fracédo
bioativa A2, foi submetida a fracionamento cromatografico em silica gel 60 eluido em misturas
de Hex:AcOEt, fornecendo 13 fracGes que, apos analise por CCD, foram reunidas em 3 grupos
(B1 — B3). A terceira subfracdo bioativa B2, foi submetido a separacdo em gel de Sephadex
LH-20 eluido com MeOH:CHCI3, fornecendo 13 frac6es que, apés monitoramento por CCD,
foram reunidas em 3 grupos (C1 — C3), sendo a C1 a bioativa. Desse processo, as fracbes mais
bioativas foram submetidas a uma prospeccao para caracterizar grupos quimicos. No total, dos
106 g de EEB seco disponiveisforam utilizados 48 g para o processo de fracionamento, que
resultou nas frac6es: 20 g de fracdo hexanica (FHex), 12 g de fracdo acetato de etila (FACOEt)

e 18 g de fracdo aquosa (FAQ). A (Figura 1) ilustra esse processo e 0s resultados obtidos.
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Figura 1 - Fracionamento por cromatografia em coluna de acordo com atividade biologica

Folhas secas e trituradas

(1,012 kg)
Extrato EEB
(106 g)
Fracao FHex FACcOEt FAq
¢ { (208) (12g) (18g)
CC (Silica 60) sob
. pressao reduzida(1g)

Al A2 A3 A4 As A6
(114 mg)|  |(75mg) (70 mg) (503 mg), (144 mg) (19 mg)

CC (Silica 60) sob presséao
reduzida (56mg)

Subfragoes ¢ 51 B3 B3
(16 mg) (25 mg) (7 mg)

CC (Sephadex LH-20)sob
pressdo reduzida (20 mg)

1 I
C1 C2
! (9 mg) (8 mg)

Fonte: autoria prépria.

Para analise das classes de compostos presentes na fracdo do extrato e subfracGes, estes
foram solubilizados em metanol com concentracdo 1 mg/mL e aplicadas em cromatoplacas
silica gel (TLC silica-gel 60 F254), para 0 método de CCD comparativa. Foram utilizados 3
sistemas de fases movel para desenvolvimento das placas. A fase mével 1 - hexano: acetato de
etila (6:4) - utilizada para a FACOEt e A2; a fase movel 2 - metanol: cloroférmio, na proporcéo
(2:9) utilizada para a B2. A fase movel 3 hexano:cloroférmio (6:4) utilizada para a C1.

As placas foram reveladas com uma solugdo de hidroxido de potassio com etanol
(KOH:EtOH) na proporc¢éo de 1:1 para a identificacdo das classes de compostos presentes em
cada fracdo e subfracdo. Todos os reveladores foram preparados seguindo a metodologia
proposta por (Wagner; Bladt, 1996). Na Tabela 1 estdo descritos os sistemas cromatograficos

utilizados.
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Tabela 1 - Sistemas cromatograficos empregados para obtencéo do perfil fitoquimico da
fracdo e subfracbes Schinus terebinthifolius Raddi

Classe de Fase Revelador Observacéo Coloracao
compostos movel
Antroquinonas 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (365 nm) Vermelha
Antronas 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (365 nm) Amarela
Cumarinas 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (365 nm) Azul
Glicosideos 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (254 nm) Rosa ou violeta no
cardiotdnicos visivel
Alcaloides 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (254 nm)  Vermelho-marrom
Flavonoides 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (254 nm)  Amarela, laranja e
verde fluorescente
Terpenos 1,2e3 KOH:EtOH (1:1) UV (254 nm)  Azul, vermelho ou

marrom no visivel

Fonte: Autoria prépria.

A andlise estatistica foi realizada pelos softwares Sisvar (Ferreira, 2019), utilizando
como variavel resposta a atividade antimicrobiana (CIM), para indicar os efeitos
estatisticamente significativos ao Teste de Tukey (p<0,05). Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antibacteriana de extratos de plantas medicinais € avaliada por métodos que
utilizam uma pequena quantidade da substancia para inibir o microrganismo testado, por meio
da determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM). Esse método utilizado é a
microdiluicdo seriada em microplacas, € um método econémico, tem reprodutibilidade, é cerca
de 30 vezes mais sensivel que outros métodos citados na literatura, requerem pequena
quantidade de amostra, pode ser usado para grande numero de amostras e proporciona registro
permanente (Ostrosky et al., 2008).

Os resultados referentes ao CIM dos extratos das folhas de Schinus terebinthifolius
frente estdo descritos nas tabelas 2 e 3. Na avaliacdo da atividade antibacteriana da fracdo e
suas fracdes derivadas das folhas de S. terebinthifolius, contra a bactéria S. Dublin ATCC 15480
foi ativa, inibindo o crescimento em > 90% das cepas, observando-se que a fracdo de AcOEt, e
suas subtracdes A2, B2 apresentaram os menores valores de CIM na concentracdo de 0,046
mg/mL em relacdo & subfragdo C1 na concentracdo de 0,75 mg/mL (Tabelas 2 e 3). Foi

observado que para a bactéria S. Typhimurium ATCC 14028 nenhuma das concentracfes das
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amostras utilizadas inibiu seu crescimento microbiano, portanto ndao foi incluida na analise
estatistica.

Estudos prévios demonstraram que extratos de plantas sdo considerados muito ativos se
apresentarem valores de CIM < 0,1 mg/mL, significativamente ativos se 0,1 < CIM < 0,5
mg/mL, moderadamente ativo se 0,5 < CIM < 2 mg/mL e ndo ativo se CIM > 2 mg/mL
(Tamokou et al., 2017). Seguindo este critério, AcCOEt, A2, B2 analisados neste estudo foram

classificados como altamente ativos, enquanto C1 foi considerado moderadamente ativo.

Tabela 2 - Analise de variancia das diferentes fracdes e concentracdes de extratos vegetais

Fonte de Grau de Soma dos Média dos

variagao liberdade gquadrados quadrados Feal Pr>Pc
Fracao 3 21648,2337 7216,0779 587,103  0,0000"
Concentracéo 7 61190,1329 9445,73329 769,322  0,0000
Fragaox 21 37667,5495 1793,6928 145,936 0,0000"
Concentracao
Erro 1 42 516,2216 12,2909
Erro 2 22 280,4916 12,7496
Total 95 1263026295
Corrigido

CV1 (%) =511 CV 2 (%) =5,21

“Estatisticamente diferente ao Teste de Tukey (p<0,05).

As andlises de variancia indicam que tanto as diferentes fracGes quanto as concentracées
dos extratos vegetais tém um impacto estatisticamente significativo na atividade antimicrobiana
contra a bactéria testada. A interacdo significativa entre fracGes e concentracdes sugere que a
eficicia dos extratos depende tanto do tipo de fracdo quanto da concentracdo usada. A baixa
variacdo residual (CV baixo) reforca a confiabilidade dos resultados obtidos. Essa analise
elucidou os resultados para as diferentes fracGes e concentracGes dos seus extratos vegetais,
onde as fontes de variacdo (fracdo e concentracdo), de forma isolada e combinada, foram
significativas no Teste de Tukey (p<0,05). Por ordem decrescente de significancia, observa-se:
FB2 > FA2 > FACOEt > FC1, com médias de 89,4; 74,5; 61,3 e 49,1, respectivamente.



Tabela 3 - Percentual de inibi¢do do crescimento de Salmonella Dublin frente & acdo de

diferentes extratos oriundos de Schinus terebinthifolius Raddi
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Concentracao Extrato vegetal
Ci(?neg]);gelf[)o FACOEt FA2 FB2 FC1

1,5 81,6+4,65° 100,040,042 98,9+1,24 100,040,012
0,75 47,7+8,1°° 98,7+0,8% 98,6+1,4% 100,0+0,0%"
0,375 89,4+1,1°2 99,5+0,5" 96,3+1,5"% 54,2+1,7
0,187 90,6+2,652 99,4+0,6" 92,440,042 28,9+2 4¢
0,093 91,140,452 100,0+0,0" 93,620,602 40,0+2,5%¢
0,046 95,2+0,14%" 99,4+0,6%%" 91,8+0,3%%" 26,1+1,65%
0,026 0,0+0,0% 0,0+0,0%° 84,645,5"° 26,9+3,15%
0,011 0,0+0,0¢¢ 0,0+0,0%° 58,9+1,3° 19,9+1,38%

FACOEL: Refere-se a fracdo de acetato de etila do extrato. FA2, FB2, FC1: S8o as subfracGes especificas dentro
da fracdo de acetato de etila. Letras maitsculas (linha) e mindsculas (coluna) iguais ndo diferem estatisticamente
ao Teste de Tukey (p<0,05). Os asteriscos (*) indicam as concentracdes inibitdrias minimas (CIM) de cada

fracéo.

A analise fitoquimica por CCD das fragdes demonstrou a presenca de alguns grupos de

substancias derivadas do metabolismo secundario, em especial: antronas, cumarinas,

glicosideos cardiotonicos, alcaloides, flavonoides e terpenos. As composicdes do teste variam

em relacdo as fracGes usadas. Os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4 - Anélise fitoquimica da fracdo e suas subfrac6es bioativas de Schinus terebinthifolius

Teste fitoquimico Fracdo Subfracdo  Subracdo Subfracao
AcOEt A2 B2 C1
Antroquinonas (-) (-) (-) (-)
Antronas (+) (+) (+) (-)
Cumarinas (-) (+) (+) (-)
Glicosideos (+) (-) (+) (+)
cardiotbnicos
Alcaloides (+) (-) (-) (-)
Flavonoides (+) (+) (+) (+)
Terpenos (+) (+) (+) (-)

(+) = presente; (-) =

ausente
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Quanto a presenca de antraquinonas, a visualizagdo foi negativa paratodas as fragoes,
este resultado diverge com o obtido por Scheid et al. (2018) que visualizaram antraquinonas
em todas as fragOes obtidas das folhas de S. terebinthifolius (extrato hexanico, de
diclorometano, de acetato de etila e metandlico) e no trabalho de Costa (2021) onde apenas 0s
extratos etanolicos das folhas demonstraram presenca de antraquinonas. Antronas foi negativa
apenas na subfracdo C1, de forma similar as antraquinonas, que sdo estruturalmente
relacionadas as antronas, tém demonstrado inibir o crescimento de varios microrganismos
patogénicos, mas 0 mecanismo de acdo pelo qual esse grupo exerce sua a¢ao antibacteriana néo
é bem estudado (Megeressa et al., 2015).

Nas subfracdes A2 e B2 mostraram-se presentes as cumarinas, uma classe de composto
fendlico. A fungdo das cumarinas esta relacionada com o mecanismo de defesa das plantas
contra herbivoros e microrganismos (Matos et al., 2014).

Flavonoides, como miricetina, quercetina e tetrahidroamentoflavona, foram
identificados nas folhas de Schinus terebinthifolius, conforme relatado por Nascimento et al.
(2023). Esse composto € conhecido por suas diversas funcées bioldgicas, incluindo a protecéo
contra insetos, fungos, virus e bactérias, além de desempenharem papel na atragdo de animais
para a polinizacdo. Foram positivos para os extratos de hexano, acetato de etila e etanol (Costa,
2021). No contexto do nosso estudo, os flavonoides derivados das folhas de S. terebinthifolius
mostraram-se presentes em todos 0s grupos testados, corroborando com achados anteriores.

O perfil fitoquimico obtido do extrato etandlico também foi observado por Bitencourt
et al. (2021), onde foi possivel observar a identificacdo de flavonoides, terpenos, antocianinas,
taninos e heterosidios cardioativos. Nessa perspectiva, Costa et al. (2015) também observaram
no extrato etandlico de S. terebinthifolius a presenca de compostos fendlicos e auséncia total de
taninos condensados, porém nao observaram flavonoides.

De acordo com Silva et al. (2015) destacaram como principais metabdlitos secundarios
encontrados nas folhas de S. terebinthifolius, os alcaloides, glicosideos cardiotdnicos,
flavonoides, conforme encontrados neste estudo (Figura 2). A imagem mostra a presenca de
manchas azuis (cumarinas) e amarelas (antronas) sob luz UV em 365 nm. Além disso, possui
coloracdo laranja (flavonoides) e marrom (terpenos) sob luz visivel, embora estas nao

correspondem na figura 2.
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Figura 2 - Cromatograma da subfracdo A2 realizada por CCD. Fase movel: acetato de
etila:hexano (4:6) visualizado por camera UV

Fonte: Autoria prépria.

As folhas de Schinus terebinthifolius sdo especialmente ricas em compostos como
fendis, flavonas, xantonas, flavonoides, flavononas, leucoantocianidinas e esteroides livres
(Lima et al., 2006). Estudos destacam que as plantas da familia Anacardiaceae sdo conhecidas
por sua rica composicdo quimica, incluindo compostos fendlicos, flavonoides e terpenos, como
identificados neste trabalho (EI-Massry et al., 2009; Santana et al., 2012; Rocha et al., 2018;
Gomes et al., 2020).

No entanto, diferentemente de um estudo que relatou atividade inibitéria do extrato
etanolico de S. terebinthifolius contra Salmonella Typhimurium (Silva et al, 2021) onde foi
observada inibicdo da bactéria em concentracdes de 10 mg/mL e 20 mg/mL utilizando o teste
de difusdo em agar por pocos, nosso estudo ndo detectou inibicdo significativa dessa cepa. Essa
diferenca pode ser atribuida a varios fatores, como a concentracdo mais alta utilizada no estudo
de Silva et al., variacBes nas cepas bacterianas, a época do ano em que a planta foi colhida ou
diferencas nos compostos bioativos presentes no extrato.

A descoberta da atividade inibitoria contra S. Dublin é particularmente expressiva em
nosso estudo, dado que nenhum trabalho cientifico anterior relatou a eficacia de S.
terebinthifolius contra esta cepa especifica de Salmonella. Isso abre novas perspectivas para o
uso deste extrato no controle de infec¢Ges causadas por bactérias gram-negativas, onde a

resisténcia antimicrobiana tem se tornado um desafio crescente.
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Ademais, 0s resultados sugerem que a composi¢cdo quimica dos extratos de S.
terebinthifolius, rica em acidos fendlicos, flavonoides e terpenos, pode ser a chave para suas
propriedades antimicrobianas. Estudos futuros devem se concentrar na identificacdo e
isolamento de compostos especificos, bem como na investigacdo dos mecanismos de acéo

envolvidos na atividade antimicrobiana observada.

CONCLUSOES

1. A fragcdo de acetato de etila das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi e suas
subfracdes apresentam atividade antimicrobiana significativa contra Salmonella Dublin.

2. As fracOes de AcOEt e subfracbes A2 e B2 mostram os menores valores de CIM,
indicando alta atividade antimicrobiana, enquanto a subfracdo C1 apresentou uma atividade
moderada.

3. A analise fitoquimica revela a presenca de fenois, flavondides e terpenos, conhecidos
por suas propriedades antimicrobianas.

4. Foram observados a presenca de antronas, sem evidéncias desse composto em outras
literaturas sobre a aroeira, sugerindo uma nova descoberta na composic¢ao quimica da planta.
5. Este estudo € o primeiro a avaliar a atividade do extrato e fracdes de S. terebinthifolius

contra Salmonella Dublin.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a fracdo de acetato de etila derivada das folhas de
Schinus terebinthifolius Raddi e suas subfracdes apresentam atividade antimicrobiana
significativa, especialmente contra a bactéria Salmonella Dublin. A fracdes de AcOEt e
subfracbes A2 e B2 mostraram os menores valores de CIM, indicando alta atividade
antimicrobiana, enquanto a subfracdo C1 apresentou uma atividade moderada. Estes resultados
destacam a eficacia do extrato etandlico e de suas fracbes como agentes antimicrobianos,
corroborando sua potencial aplicacdo na medicina veterinaria.

Além disso, a analise quimica revelou a presenca de compostos bioativos, como fendis,
flavonoides, e terpenos, que sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas. A sinergia
entre esses compostos pode ser responsavel pela atividade observada, sugerindo uma relacéo
direta entre a composicao quimica e a atividade biologica do extrato e suas fracdes. Além disso,
foi observado que as antronas estavam presentes apenas neste trabalho, sem evidéncias desse
composto em outras literaturas sobre a aroeira. 1sso sugere que pode haver uma nova descoberta
na composicdo quimica da planta, que precisa ser explorada em estudos futuros.

Este estudo contribui significativamente para o conhecimento cientifico, sendo a
primeira vez que a atividade do extrato e fracbes de S. terebinthifolius é avaliada contra
Salmonella Dublin. Os dados obtidos ndo apenas ampliam a compreensdo sobre o potencial
antimicrobiano da aroeira, mas também abrem novas perspectivas para o uso de seus extratos
em diferentes campos, incluindo a pecuaria bovina, onde a acdo antimicrobiana do extrato

etanolico das folhas mostrou-se promissora.
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avaliagio”/“Supplemental file NOT for review” — E a pagina de rosto (“cover page”) com o
“title”, “running title”, nome completo dos autores, enderecos institucionais, autor
correspondente e IDs Orcid.

2.4. Arquivo 4, cuja designagcdo também deve ser “Arquivo complementar que Nao ¢ para
avaliagio”/“Supplemental file NOT for review” — E um arquivo Word ou PDF contendo todas
as cartas (mensagens de e-mail) de concordancia dos coautores conforme as instrucdes a seguir:
Peca aos coautores que lhe enviem um e-mail de concordancia (veja conteddo abaixo),
encaminhe-o para o seu préprio e-mail para gerar os dados da mensagem original (assunto, data,
de e para), selecione todo o e-mail, copie o e-mail e depois cole-o em arquivo Word para que
todas as cartas de concordancias dos coautores sejam carregadas em um mesmo arquivo.
Conteudo da carta de concordancia:

“Eu, , concordo com o conteudo do trabalho intitulado * ” ¢ com a submissao
para publicacdo na revista PAB.

No passo 3 da submissio (“Atributos”/“Attributes”), incluir a area de conhecimento do
trabalho e os termos para indexagéo.

No passo 4 (“Autores e instituicdes”/“Authors & Institutions™), cadastrar 0 nome e 0

endereco institucional completos de todos os autores do trabalho, na ordem de autoria. Para
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evitar cadastros duplicados de autores, o autor correspondente deve fazer uma busca no sistema
antes de cadastrar os coautores.

No passo 5 da submissao (“Avaliadores”/“Reviewers”), indicar, pelo menos, um potencial
assessor cientifico com doutorado para avaliar o trabalho. O assessor indicado ndo pode ter
trabalhado com os autores nem ser da mesma instituicdo dos autores.

No passo 6 da submissdo (“Detalhes e comentarios”/“Details & Comments”), carregar ou
colar o arquivo da carta de apresentacdo. Em seguida, preencher as demais informacoes sobre
financiamento e conflitos de interesse e confirmar os itens iniciados por “Confirme
que”/“Confirm that”.

A carta de apresentacdo deve ser escrita em inglés e deve ser usada para certificar que seu
manuscrito é inédito e original e que ndo foi submetido, aceito para publicacdo, nem publicado
em outra revista ou em outro lugar em sua forma final, impressa ou em formato eletrénico. Os
autores devem indicar a relevancia/importancia do seu trabalho ou indicar os cinco principais
destaques do seu manuscrito.

No passo 7 da submissdo (“Avaliar e submeter”/“Review & Submit”), checar se esta
faltando informacdo em alguma etapa, visualizar a prova em “Visualizar prova”/*“View proof”
e confirmar a concordancia com a publicacdo em acesso aberto, para que seja possivel submeter

0 Seu manuscrito.

Organizacao do artigo cientifico

A ordenacdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em inglés - Title, Abstract, Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para
indexacdo, Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions,
Acknowledgements, References, tables, figures.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em espanhol.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracfes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-
se 0s artigos, as preposigdes e as conjungoes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.
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- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar
somente 0 nome binario.

- Né&o deve conter subtitulo, abreviacdes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maitscula, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos séo separados pela conjuncédo “and”.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico, em
forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.
Endereco dos autores

- Séo apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e 0 endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicédo.

- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.
Abstract/Resumo

- O termo Abstract, ou Resumo, deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial,
na margem esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposicdes, conjuncgdes e artigos.
- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e 0s métodos, os resultados
e a conclus&o.

- Néo deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexacao

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter 0 nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural

Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .
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Introducéo

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o
assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronologica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o nUmero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

- Os materiais e 0s metodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricdes de técnicas de uso corrente.

- Deve conter informacéo sobre os métodos estatisticos e as transformacoes de dados.

- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressao Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras sdo citadas seqliencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacdo
aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.

- Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos.

- Néo deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no proprio

trabalho ou por outros trabalhos citados.
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- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do texto em
questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- Né&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.
Conclusoes

- O termo Conclus6es deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mintsculas, exceto
a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou instituicdes).
- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
altimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptac6es descritas
a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracéo.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citagéo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:
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- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos):

SOUSA, AB.O. de; SOUZA NETO, O.N. de; SOUZA, A.C.M. de; SAMPAIO, P.R.F.,;
DUARTE, S.N. Trocas gasosas e desenvolvimento inicial de mini melancia sob estresse salino.
In: INOVAGRI INTERNATIONAL MEETING, 2., Fortaleza, 2014. Anais. Fortaleza:
Inovagri, 2014. p.3813-3819. DOI: 10.12702/ii.inovagri.2014-a510.

- Artigos de periddicos:

SILVA, T. P. da; VIDAL NETO, F. das C.; DOVALE, J.C. Prediction of genetic gains with
selection between and within S2 progenies of papaya using the REML/Blup analysis. Pesquisa
Agropecuaria  Brasileira, v.52, p.1167-1177, 2017. DOI:  10.1590/s0100-
204x2017001200005

- Capitulos de livros:

SHAHZAD, A.; PARVEEN, S.; SHARMA, S.; SHAHEEN, A.; SAEED, T.; YADAV, V.,
AKHTAR, R.; AHMAD, Z.; UPADHYAY, A. Plant tissue culture: applications in plant
improvement and conservation. In: ABDIN, M.Z.; KIRAN, U.; KAMALUDDIN, ALI, A.
(Ed.). Plant Biotechnology: principles and applications. Singapore: Springer, 2017. p.37-72.
DOI: 10.1007/978-981-10-2961-5_2.

- Livros:

SANTOS, H.G. dos; JACOMINE, P.K.T.; ANJOS, L.H.C. dos; OLIVEIRA, V.A. de;
LUMBRERAS, J.F.; COELHO, M.R.; ALMEIDA, J.A. de; CUNHA, T.J.F.; OLIVEIRA, J.B.
de. Sistema brasileiro de classificacdo de solos. 3.ed. rev. e ampl. Brasilia: Embrapa, 2013.
353p.

- Teses:

SAMUEL-ROSA, A. Andlise de fontes de incerteza na modelagem espacial do solo. 2016.
278p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA. Zoneamento agroecologico. Available at: <https://www.embrapa.br/tema-

zoneamento-agroecologico>. Accessed on: Apr. 10 2018.

CitacOes

- N&o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou qualquer
outra fonte, cujos dados néo tenham sido publicados. - A autocitagdo deve ser evitada. - Devem
ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacdes descritas a seguir.

- Redacdo das citacdes dentro de parénteses
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- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de virgula
e ano de publicagéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maitscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacdo.

- Citagcdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido
da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citagéo, pois ha risco de erro de interpretacé@o; no caso de uso de
citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacdo das citacOes fora de parénteses

- CitacBGes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientacfes anteriores,

com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressoes e equagdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte
Times New Roman.

- N&@o devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos

convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequiencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em
folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora
dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro,
conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis

dependentes.
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- No cabecalho, 0os nomes das variaveis que representam o contetdo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso nao for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo
0u nas notas-de-rodape.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numericos devem ser alinhados pelo Gltimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados
ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacdo de médias de tratamentos séo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras mindsculas ou maitsculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda
na base da tabela, para separar o contetido dos elementos complementares. Fios horizontais
adicionais podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

- Notas de rodape das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre parénteses,
a direita da palavra ou do namero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora.
Sé&o apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a5 e 1%

de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.
- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacdo dos
fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do namero em algarismo

arabico, e do ponto, em negrito.
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- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou
entre a figura e o titulo.

- Nos gréficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigat6rio, como também é obrigatorio o crédito para
0 autor de desenhos e gréaficos que tenham exigido acdo criativa em sua elaboracdo. - As
unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.
- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacdes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducéo grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicdo em
possiveis correcoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucédo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas
em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicac@es, cuja publicacdo imediata € justificada, por se tratar
de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico
completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas
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- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducdo, material e métodos,
resultados e discussdo, e concluséo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto nos
seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracdes (tabelas e figuras).

Outras informacoes

- N&o ha cobranca de taxa de publicacéo.

- Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacfes nos artigos e
de decidir sobre a sua publicacao.

- S&o de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.
- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento
expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos pelo telefone (61)3448-2461 ou via e-
mail sct.pab@embrapa.br

<span style=""color:red">
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