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RESUMO

PURGATO, Gislaine Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2019. Atividade antibacteriana de extratos brutos, fragoes e de
formulagcdao de Salvia officinalis L. sobre isolados de Staphylococcus
aureus causadoras de mastite bovina. Orientadora: Marisa Alves Nogueira
Diaz. Coorientadores: Virginia Ramos Pizziolo, Maria Aparecida Escatanburgo
Moreira e Gaspar Diaz Mufoz.

A mastite bovina é uma doenca caracterizada pela inflamagao do parénquima
mamario. A enfermidade é causada principalmente por bactérias, sendo a
Staphylococcus aureus a mais comum. Atualmente o protocolo de tratamento &
a antibioticoterapia, mas o surgimento de estirpes resistentes faz necessario o
emprego de novas estratégias terapéuticas. A Salvia officinalis L. é utilizada na
medicina popular como anti-inflamatério, antifungico, antibacteriano e
antioxidante. Baseado na necessidade de um tratamento eficaz para mastite e
o potencial farmacolégico da salvia, o presente trabalho teve como obijetivo
avaliar a atividade antibacteriana dos extratos, fracbes e de uma formulacao de
S. officinalis sobre diferentes estirpes de S. aureus isoladas de animais
acometidos com mastite bovina. Nesse trabalho, foram testados trés extratos
brutos de folhas de salvia e seu 6leo essencial sobre 18 cepas de S. aureus.
Primeiramente, foi realizado o teste de concentracdo inibitéria minima (CIM).
Em seguida, foi estabelecido o efeito do extrato ativo sobre a formagéo e a
inibicdo do biofilme bacteriano ja formado, assim como sua toxicidade sobre
células epiteliais bovinas (MAC-T). Posteriormente, foi realizado um
fracionamento biomonitorado do extrato por cromatografia em coluna. Através
da cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas foram
identificados os compostos responsaveis pela atividade antibacteriana. Os
resultados de CIM mostraram o extrato hexanico como o mais ativo, este
também foi eficaz para inibigdo do biofilme e ndo apresentou alta toxicidade
para células MAC-T. O fracionamento biomonitorado demonstrou que os
compostos ferruginol e sugiol sdo os responsaveis pela bioatividade do extrato.
A formulacdo contendo o extrato hexanico de S. officinalis a 1,5 mg/mL foi
efetiva para inviabilizar as cepas de S. aureus testadas. Os resultados sugerem
que o extrato de S. officinalis seja considerado um promissor fitoterapico para a
utilizagdo como agente profilatico ou tratamento da mastite bovina.
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ABSTRACT

PURGATO, Gislaine Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2019. Antibacterial activity of crude extracts, fractions and
formulation of Salvia officinalis L. on isolates of Staphylococcus aureus
causing bovine mastitis. Adviser. Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers:
Virginia Ramos Pizziolo, Maria Aparecida Escatanburgo Moreira and Gaspar
Diaz Mufoz.

Bovine mastitis is a disease characterized by inflammation of the breast
parenchyma. The disease is mainly caused by bacteria, with Staphylococcus
aureus being the most common. Currently the treatment protocol is antibiotic
therapy, but the emergence of resistant strains requires the use of new
therapeutic strategies. Salvia officinalis L. is used in folk medicine as anti-
inflammatory, antifungal, antibacterial and antioxidant. Based on the need for an
effective treatment for mastitis and the pharmacological potential of sage, the
present study aimed to evaluate the antibacterial activity of extracts, fractions
and a formulation of S. officinalis on different strains of S. aureus isolated from
animals affected with bovine mastites. In this work, three crude extracts of sage
leaves and their essential oil were tested on 18 strains of S. aureus. First, the
minimum inhibitory concentration (MIC) test was performed. Then, the effect of
the active extract on the formation and inhibition of the bacterial biofilm already
formed was established, as well as its toxicity on bovine epithelial cells (MAC-
T). Subsequently, a biomonitoring of the extract was carried out by column
chromatography. Through the gas chromatography coupled to the mass
spectrometer the compounds responsible for the antibacterial activity were
identified. The MIC results showed the hexane extract as the most active, this
was also effective for biofilm inhibition and did not present high toxicity to MAC-
T cells. The biomonitoring fractionation showed that the compounds ferruginol
and sugiol are responsible for the bioactivity of the extract. The formulation
containing the hexane extract of S. officinalis at 1,5 mg.mL" was effective to
prevent the S. aureus strains tested. The results suggest that S. officinalis
extract is considered a promising phytotherapeutic for use as a prophylactic
agent or treatment of bovine mastitis.
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1. INTRODUGAO

A pecuaria leiteira no Brasil € um dos mais relevantes setores do
agronegocio. Esta importancia é explicada pelo leite e derivados lacteos serem
muito utilizados na nutricdo humana e nas industrias de cosméticos,
medicamentos e produtos de higiene pessoal (SABBAG e COSTA, 2015).
Apenas no ano de 2017, a Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil
estimou que a produgdo de leite gerou um faturamento de R$ 46,8 bilhdes e
que mais de 4 milhdes de brasileiros trabalham nas industrias de laticinios ou
no campo com a producgdo primaria (ZOCCAL, 2017). Diante dessa realidade
da produgéo leiteira no pais é primordial a instituicdo de um programa de
controle de qualidade do leite e a adogao de medidas para combater doencgas
que afetam tal produgao (LANGONI et al., 2013).

Dentre as enfermidades que acometem o rebanho bovino, a mastite
bovina é o fator que mais contribui de forma negativa na bovinocultura leiteira.
Esta doenga €& caracterizada por uma inflamacdo na glandula mamaria e
promove uma diminuicdo da secregao do leite, assim como modificacbes em
seus constituintes principais. Atualmente, a elevada ocorréncia dos casos de
mastite bovina e as perdas econbémicas decorrentes, principalmente, da
reducdo da producdo e qualidade lactea fazem com que esta doenga seja
considerada a mais onerosa nas propriedades leiteiras (CARDOZO et al.,
2014).

O tratamento utilizado para combater a mastite bovina é baseado no uso
de antibidticos. Porém, um fator desfavoravel relacionado ao tratamento
convencional disponivel € que alguns patdégenos tornaram-se resistentes aos
antimicrobianos. Neste contexto, limitam-se as opg¢des de tratamento e se faz
necessaria a busca por terapias alternativas. A riqueza de produtos naturais de
origem vegetal e suas atividades farmacoldgicas tem surpreendido a cada dia a
comunidade cientifica. Logo, a busca de novos fitomedicamentos tem sido
cada vez mais uma alternativa ao combate das bactérias patogénicas
(MUSHTAQ et al., 2017).

A Salvia officinalis L. é um arbusto perene pertencente a familia
Lamiaceae e tem uma longa histéria de uso na culinaria e medicina

tradicional. Estudos mostraram uma ampla gama de atividades farmacologicas


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/salvia

para esta planta, incluindo efeitos anticancerigenos, anti-inflamatdrios,
antioxidantes, antimicrobianos, antifungicos, antivirais e neuroprotetores
(VOSOUGHI et al., 2018; JIANG et al., 2017).

Diante dos enormes prejuizos econdmicos que acometem o setor
agropecuario brasileiro advindo da mastite bovina e a necessidade de um
tratamento mais eficaz para doencga, a Salvia officinalis se mostra como uma
planta promissora para uma atividade antimicrobiana contra bactérias
causadoras da mastite. Logo, o presente trabalho determinou o potencial
antibacteriano da referida planta frente a S. aureus causadoras de mastite e
estabeleceu através de um fracionamento biomonitorado do extrato quais os

compostos estdo relacionados a essa atividade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O leite e sua importancia para a economia

O leite € um alimento essencial a nutricdo humana. Seu grande valor
nutritivo esta relacionado com a alta concentracéo de calcio, vitamina A, B1, B2
€ minerais que propiciam um crescimento e a manutengdo de uma vida
saudavel. Além disso, € fonte de proteinas completas, que auxilia na formagao
e manutencido dos tecidos. Este alimento € produzido em escala mundial e
apresenta uma importancia ndo apenas a saude, mas também na esfera
econdmica e social em todo o mundo, principalmente nos paises considerados
em desenvolvimento e em sistemas de agricultura familiar (JUNIOR e JUNG,
2017; EMBRAPA, 2016).

Na agropecuaria brasileira, o leite € um dos seis produtos mais
relevantes, sendo imprescindivel na alimentacdo humana, na geracdo de
emprego e renda para a populacdo de um modo geral (JUNIOR e JUNG,
2017). Segundo o relatorio do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA), a producéo de leite no Brasil deve ser elevada em 1,8% em
2018, para 23,98 milhdes de toneladas se comparada as 23,55 milhdes de
toneladas de 2017. O aumento da producio se deve ndo apenas ao consumo
interno do pais, mas também a necessidade de atender ao mercado externo
com lacteos, principalmente com o leite em pé e o leite condensado
(ESTADAO CONTEUDO, 2017).

Estima-se que dois tergos da produgao leiteira brasileira sejam utilizados
na forma de leite fluido ou de derivados lacteos, como os queijos, iogurtes e
manteiga. Em contrapartida, o outro um tergo do leite € empregado na industria
de higiene pessoal, medicamentos e cosméticos, e também é ingrediente de
varios alimentos como péaes, bolos, doces e salgados. Mais de 90 produtos tém
o leite ou a proteina do leite na sua composigéao (ZOCCAL, 2017).

Segundo a Embrapa (2017) 47% do leite produzido no Brasil vem de
propriedades de agricultura familiar. A bovinocultura leiteira é a atividade que
mais gera emprego no pais, mais de 4 milhdes de pessoas trabalham
diretamente no campo com a produgao primaria ou entdo nas industrias de
laticinios. Para 1,2 milhdo de brasileiros a renda advinda do leite é o salario do

més. Em 2016, o rendimento com o negécio foi de R$ 27 bilhdes e a cada ano



ha um aumento crescente para atender o mercado interno e externo (ZOCCAL,
2017).

No primeiro semestre de 2017, a regido Sudeste contribuiu com 40,8%
da produgdo nacional e a regiao Sul com 35,4%, seguida das regides Centro-
oeste com 13,4%, Nordeste 5,3% e Norte 5,1%. Em comparagdo com o mesmo
periodo do ano de 2016 houve um aumento de 3,65% na produgédo total de
leite no Brasil (Tabela 1), segundo os indicadores de leite e derivados da
Embrapa - gado de leite (2017).

Tabela 1. Producéo de leite de origem bovina sob inspegao por regidao: jan-jun

(mil litros).
Classificagcao Regido Jan-jun/2016 Jan-jun/2017  Variagao
1 Sudeste 4.613.348 4.680.870 1,46%
2 Sul 3.894.141 4.060.131 4,26%
3 Centro-Oeste 1.455.563 1.540.691 5,85%
4 Nordeste 564.371 608.457 7,81%
5 Norte 541.290 582.481 7,61%
Total Brasil 11.068.713 11.472.630 3,65%

Fonte: IBGE, 2017 (Pesquisa Trimestral do Leite).

A aquisicdo de leite cru feita pelos estabelecimentos que atuam sob
algum tipo de inspecdo sanitaria (federal, estadual ou municipal), no 2°
trimestre de 2018, foi de 5,47 bilhdes de litros (IBGE, 2018).

Mesmo com um grande desempenho no mercado mundial, existem
alguns fatores que podem diminuir a taxa de produtividade no setor leiteiro no
Brasil. Um fator que exerce influéncia extremamente prejudicial sobre a
composicao e as caracteristicas fisico-quimicas do leite € a mastite bovina. A
doenca é uma inflamacao na glandula mamaria e resulta em um aumento na
contagem de células somaticas (CCS) no leite. Esse aumento influencia
negativamente a composi¢cao do leite, na produtividade e a qualidade dos
derivados lacteos. A mastite também modifica as gorduras, proteinas e
carboidratos, que s&do os principais constituintes do leite (MULLER, 2002).

A perda de producido causada pela mastite bovina pode ser drastica,
uma vez que uma doenga é de facil propagagcédo e grande parte do rebanho

pode se infectar. A reducdo na producdo do leite pode chegar até 50% e



também ha uma queda na qualidade do leite, na vida produtiva da vaca e em

casos mais graves a morte precoce dos animais (OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 Mastite Bovina

A mastite é definida como a resposta inflamatéria resultante da
infeccdo do tecido do ubere e é relatada em numerosas espécies,
nomeadamente em animais domésticos leiteiros. Esta doenca € mais
predominante no gado leiteiro e pode ser potencialmente fatal (GOMES e
HENRIQUES, 2016). Os microrganismos causadores dessa patologia
invadem e destroem os tecidos produtores de leite. Ja foram determinadas
cerca de 137 espécies de microrganismos causadores de mastite, incluindo
bactérias, leveduras e algas. A doenga causa enormes impactos no setor
agropecuario, visto que ocorre a redugao da produgao e da qualidade do leite,
mortes e abate precoce das vacas, além dos custos relacionados ao
tratamento (MUSHTAQ et al., 2017).

De acordo com a manifestacao clinica da doenca a mastite € dividida em
dois grupos, mastite clinica e subclinica (SIMOES e OLIVEIRA, 2012). A
mastite clinica é caracterizada por apresentar sintomas locais e/ou sistémicos
visiveis e tem importantes efeitos deletérios sobre a produtividade, longevidade
e lucratividade do rebanho leiteiro devido a diminuicdo da producao de leite,
diminuicdo do desempenho reprodutivo, custos associados aos tratamentos e
aumento do risco de abate e morte dos animais afetados (FRANCOZ et al.,
2017; ASLI et al., 2017). A mastite subclinica ndo apresenta alteragdes visiveis
na mama e no leite, mas a composicao deste produto sofre mudancas
consideraveis nos seus elementos, tais como aumento de ions cloro (Cl) e
sodio (Na) e diminuicdo da concentragao de caseina, gordura, solidos totais e
lactose do leite, além de ser responsavel por aproximadamente 70% a 80% das
perdas de leite ocasionadas pela doenca. Estima-se que para cada caso de
mastite clinica devem existir entre 15 e 40 casos de mastite subclinica, nos
rebanhos (SIMOES e OLIVEIRA, 2012).

O diagndstico da mastite clinica é geralmente feito de forma visual, uma
vez que se tém alteracdes das caracteristicas do leite, com o aparecimento de

grumos de pus e sangue, verificados no teste da caneca de fundo preto, ao se



examinar os primeiros jatos de leite. Em determinados casos, pode causar
inclusive alteragdes sistémicas na vaca como hipertermia, ubere quente e
edemaciado. Em casos mais graves pode ocorrer até mesmo a gangrena e
secagem da glandula (CALLEFE e LANGONI, 2015). Para o diagndstico da
mastite subclinica ha necessidade do uso de diagnosticos auxiliares de campo
e laboratério a exemplo do Califérnia Mastite Teste (CMT), condutividade
elétrica do leite, Wiscosin Mastite Teste (WMT) e a Contagem de Células
Somaticas (CCS) (SIMOES e OLIVEIRA, 2012).

Os principais patéogenos causadores de mastite sdo bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli, Pseudomonas spp. e Klebsiella spp. e as
espécies Gram-positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis. Sendo que a S. aureus é
conhecida por ser o principal agente etiolégico da doenga, incluindo mastite
clinica e subclinica (SCHABAUER et al., 2018). Além disso, essa espécie
apresenta ultraestruturas com inumeras fungoes, incluindo a adesao e invasao
de células hospedeiras e tecidos, a evasao da resposta imune e formagao de
biofilme (FOSTER et al., 2014).

As bactérias existem em duas condi¢cdes de vida basicas: como células
planctdnicas, também conhecidas como células de vida livre ou como células
sésseis, também conhecidas como biofilmes. Este € um consoércio estruturado
ligado a uma superficie viva ou inerte formada por células microbianas
grudadas umas nas outras e envolvidas por uma matriz polimérica
extracelular. A formacado de biofilme é considerada uma adaptacdo de
microbios a ambientes dinamicos. Evidéncias experimentais demonstrou que
as células bacterianas do biofiime geralmente sao mais resistentes aos
antibidticos e a defesa imunoldgica do hospedeiro do que suas contrapartes
planctonicas (WU et al., 2015).

A formacgao de biofiime é complexa, mas, de acordo com diferentes
pesquisadores, ocorre em poucos passos comuns. O primeiro passo é o
contato inicial/fixagdo a superficie. Nesta etapa, as células microbianas se
fixam a superficie através de seus apéndices, como pilulas e flagelos, e
também podem se unir através de forcas fisicas como as forcas de Van der
Waals, interagcdes eletrostaticas e hidrofébicas. Posteriormente ocorre a

formagdo de micro-colonias caracterizadas pelo crescimento e divisdo das
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células fixas a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante,
conjuntamente com a produgdo e excregcdo de substancias poliméricas
extracelulares. A terceira etapa é maturacdo e formacdo da arquitetura do
biofilme onde as células microbianas comunicam-se entre si através de sinais
auto-indutores. Finalmente, a ultima etapa da formagdo do biofilme é o seu
descolamento/dispersédo. Nesta fase as células microbianas dentro do biofilme
realizam rapida multiplicagdo e se movem para um novo local o que contribui
para a disseminacgao de infecgoes (JAMAL et al., 2018). A grande maioria dos
antibioticos possui agao contra o patégeno, contudo para chegar ao seu local
de acao e exercer sua fungao seria necessario hidrolisar a matriz do biofilme
(BAZARGANI e ROHLOFF, 2016).

Atualmente, o protocolo para o tratamento da mastite € a
antibioticoterapia (LIU et al., 2014; MUSHTAQ et al., 2016). Este é realizado
por via sistémica ou por via intramamaria, sendo o mais comum contra a
mastite bovina o tratamento por infusdo intramamaria de antibidticos. O
tratamento € um dos fatores de maior impacto econémico na producao leiteira,
representado pelos custos de medicamentos, méo-de-obra e descarte do leite.
(OYARZABAL et al., 2011). Outro fator importante relacionado ao tratamento
convencional disponivel €& a resisténcia adquirida pelas bactérias aos
antimicrobianos. Neste contexto se faz necessaria a busca por tratamentos
alternativos (MUSHTAQ et al., 2017).

2.3 Produtos Naturais

Por milhares de anos, as plantas medicinais tém sido uma valiosa fonte
de agentes terapéuticos, e muitas das drogas utilizadas hoje sao produtos
naturais de plantas ou seus derivados (ATANASOV et al., 2015). A quimica de
produtos naturais sempre teve papel relevante para o desenvolvimento de
farmacos, cosméticos, fragrancias, e outros bioprodutos, dado a diversidade
estrutural e grupos funcionais presentes em milhares de substancias que
compdem tanto a biodiversidade terrestre quanto a maritima. Este imenso
laboratério quimico altamente sofisticado também desempenha um papel
importante na conservagdo e no uso sustentavel da diversidade bioldgica,

especialmente por que sao essas substancias essenciais aos processos



biolégicos de regulacao celular, comunicagdo quimica e defesa (BOLZANI,
2016).

Os produtos quimicos produzidos pelos mais diversos organismos vivos
podem ser divididos em dois grandes grupos. Os primeiros denominados
metabdlitos primarios sdo aqueles essenciais a todos os seres vivos com
funcdes vitais bem definidas e incluem os lipideos, proteinas e carboidratos. O
segundo grupo de compostos quimicos sdo os metabdlitos secundarios que
sdo produzidos para garantir a sobrevivéncia e adaptacao das plantas, fungos
e bactérias aos mais diversos ambientes. Em geral, apresentam estruturas
complexas, atividades biolégicas marcantes e, sao frequentemente restritos a
um grupo reduzido de espécies de um grupo filogenético (SIMOES et al.,
2016).

As principais classes de produtos naturais com potencial atividade
biolégica sao alcaloides, terpenos, flavonoides, cumarinas, quinonas e
esteroides. Entre as propriedades medicinais dos produtos, encontram-se
propriedades anti-inflamatérias, antitumoral, antioxidante, antibacterianas,
antifungicas, antivirais e vermicidas (FELIPE et al., 2018).

No Brasil, a questdo da utilizacdo de plantas e seus principios ativos
para a producdo de fitoterapicos e fitofarmacos é especialmente importante,
uma vez que o pais detém a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno
de 15 a 20% do total, com destaque para as plantas superiores, as quais
representam aproximadamente 24% da biodiversidade. As plantas sao, dentre
os elementos que compdem a biodiversidade, a matéria prima central para a
fabricagao de fitoterapicos e outros medicamentos, ja que cerca de 50% dos
medicamentos s&o provenientes direta ou indiretamente de produtos naturais,
principalmente das plantas medicinais (BRUNO et al., 2017; LI et al., 2018).

Nesse contexto, os produtos naturais como os de origem vegetal, tem se
destacado tanto por apresentarem atividade antibacteriana, como também pela
sua capacidade de potencializar a atividade antibidtica. A utilizacdo de extratos,
oriundos de fontes naturais, com a finalidade de serem agentes
antimicrobianos pode ser uma via importante, ja que se tem em vista que os
mesmos sao dotados de uma reduzida possibilidade de ocasionar resisténcia
microbiana, porque os mesmos sdo misturas complexas, o que torna a

adaptac&o dos microrganismos dificil (TINTINO et al., 2015).



2.4 O género Salvia e Salvia officinalis L.

Salvia € um dos maiores géneros da familia Lamiaceae, compreendendo
cerca de 1000 espécies de ervas aromaticas, distribuidas nas regides tropicais
e subtropicais. Os principais centros de diversidade sdo o Mediterraneo, a Asia
Central, o México e os Andes. S&o reconhecidos quatro subgéneros: Salvia,
Sclarea, Leonia e Calosphace. Sendo que Calosphace € o maior subgénero de
Salvia, com cerca de 500 espécies (SANTOS, 2018).

Seus representantes possuem caule curto e lenhoso, e flores pequenas
de coloragdo azul a violeta dispostas em inflorescéncias. Possuem odor
intenso, e por isso séo classificadas como aromaticas, decorrentes de suas
folhas e flores serem ricamente constituidas por 6leos essenciais. Em fungao
da constituigdo fitoquimica, muitas destas espécies sao utilizadas como
condimentos, na decoragdo de ambientes, na fabricagcdo de cosméticos e,
principalmente, para fins medicinais (MALAQUIAS et al., 2015).

O género Salvia é responsavel pela producdo de varios metabdlitos
secundarios de interesse, tais como flavonoides e terpendides. Estes podem
ser volateis e estarem presentes nos 0leos essenciais (monoterpenos e
sesquiterpenos) ou fixos, e serem encontrados em extratos (diterpenos,
triterpenos, flavonoides e outros compostos fendlicos) (WU et al., 2012;
DUARTE e SIEBENROCK, 2016).

Muitas espécies de Salvia encontram uso na medicina popular no
tratamento de transtornos digestivos, problemas do aparelho respiratério,
transtornos hepaticos, febre e problemas de pele, como feridas e urticaria,
sendo que varias espécies apresentam atividade antimicrobiana, antioxidante,
citotéxica, anti-inflamatéria, anti-alzheimer,  anti-hiperglicémicos, anti-
hiperlipidémicos, antitumoral e cicatrizantes (WU et al.,, 2012; DUARTE e
SIEBENROCK, 2016; SHARIFI-RAD et al., 2018).

Salvia officinalis L. também conhecida como salvia (ou salvia-comum,
salvia de jardim) € um arbusto perene redondo na familia da Lamiaceae (Figura
1). A espécie de S. officinalis é nativa do Oriente Médio e Mediterraneo. Hoje,
ela foi naturalizada em todo o mundo, especialmente na Europa e na América
do Norte. As partes aéreas de S. officinalis tem uma longa historia de uso na

culinaria e medicina tradicional. Seu nome botanico refere-se a suas
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propriedades medicinais: Salvia é derivada da palavra latina “Salvare” que
significa “curar” (MOREIRA et al., 2013; JIANG et al., 2017).

Figura 1. Partes aéreas da Salvia officinalis L.

Baseado em relatos da utilizagao da S. officinalis na medicina tradicional
em todo o mundo, pesquisas foram realizadas para comprovar seu grande
potencial farmacolégico. Esses estudos validaram uma ampla gama de
atividades, incluindo efeitos hipoglicemiantes, antimutagénicos, antifungicos,
antibacterianos, antioxidantes, antivirais, imunomoduladores, anti-inflamatérios,
anticancerigenos e hipolipemiantes (VOSOUGHI et al.,, 2018; JIANG et al.,
2017; GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017). Além disso, o efeito fotoprotetor
e propriedades melanogénicas também ja foram descritas. Nesses ensaios
foram observados efeitos positivos sobre as células de queratinécitos humanos
apds exposicdes as radiagdes UVA e UVB, resultando em aumento da
viabilidade celular e redugédo do dano ao DNA (OLIVEIRA et al., 2013).

Os principais fitoquimicos encontrados em flores, folhas e caule de S.
officinalis sédo bem identificados. Esses compostos incluem as mais diversas
classes de metabdlitos secundarios, como: quinonas, flavonoides (por exemplo:
rutina, quercetina, luteolina, apigenina acido elagico, acido rosmarinico,
epicatequina, acido clorogénico), cumarinas, terpenos (por exemplo:
monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos), alcaloides, saponinas
e heterosideos cardioativos. Os prevalecentes constituintes dos Oleos
essenciais de salvia sdo borneol, canfora, cariofileno, cineol, humuleno, leveno,
linalol, pineno e tujona (GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017).

O dleo extraido principalmente das folhas de salvia € amplamente

utilizado no tratamento de varias doengcas como do sistema nervoso, coragao,
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circulagdo sanguinea, sistema respiratério, sistema digestivo, doencas
metabdlicas e enddcrinas (VOSOUGHI et al., 2018; JIANG et al., 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de extratos obtidos de folhas de Salvia officinalis L. sobre
bactérias Staphylococcus aureus causadoras de mastite e o fracionamento
biomonitorado do extrato mais ativo para determinagcdo do(s) composto(s)

responsavel por essa atividade.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparar os extratos brutos de folhas de Salvia officinalis L. com trés

tipos de solventes organicos (hexano, diclorometano e etanol 95%);

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) dos trés extratos
vegetais e do oleo essencial de S. officinalis frente as cepas de S.

aureus;

e Avaliar a toxicidade do extrato bruto mais ativo em células epiteliais

mamarias bovinas (MAC-T);

e Avaliar a acdo do extrato mais ativo na formagdo e na inibigdo do

biofilme bacteriano ja formado;
e Analisar o perfil cromatografico do extrato organico bioativo;

e Realizar um fracionamento biomonitorado do extrato ativo utilizando a

cromatografia em coluna com adsorvente silica gel;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) das fragdes obtidas

frente uma cepa de S. aureus;

e Determinar os compostos presentes no extrato e nas fragdes mais ativas
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro
de massa (CG-EM);

e Preparar uma formulagao a base do extrato mais ativo e determinar seu

potencial antibacteriano e antibiofilme, in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

A planta Salvia officinalis L. foi coletada na primavera no periodo da
tarde no Grupo Entre Folhas — Praticas integrativas da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), localizada na Vila Gianetti, casa 20 — Campus UFV, Vigosa —
MG e posteriormente transportada para o Laboratério de Quimica e Bioquimica
de Produtos Naturais (BioNat) para processamento e preparo dos extratos
vegetais. A planta se encontra identificada pelo voucher numero 1240 no
herbario VIC UFV.

Além dos extratos vegetais, no presente estudo foi testado o dleo
essencial de S. officinalis. Este por sua vez, foi obtido comercialmente da
empresa Empdrio Laszlo e foi extraido em escala industrial por hidrodestilagéo

a arraste de vapor.

4.2 Preparo dos extratos vegetais

As folhas (720 g) foram separadas das demais partes da plantas e
lavadas exaustivamente com agua corrente. Estas foram secas a 40 °C em
estufa de circulacdo de ar por 72 h. Em seguida, elas foram ftrituradas e
colocadas em frascos ambar de 1L juntamente com o solvente extrator hexano.
Para o processo de extragdao foi empregado técnica hifenada de maceracao
exaustiva e sonicacdo. Nesse método as folhas ficaram em contato com o
solvente extrator por 24 h, em seguida eram submetidos ao banho ultrassénico
por 20 min. Posteriormente, o derivado vegetal obtido foi filtrado e concentrado
em rota evaporador. Esse processo foi repetido exaustivamente com o solvente
hexano, em seguida a metodologia foi empregada com o diclorometano e
finalmente com etanol 95%. Os extratos obtidos foram secos a temperatura

ambiente até completa evaporacao do solvente e armazenados a 4 °C.

4.3 Microrganismos e meio de cultivo

As cepas de S. aureus 8959, 8908, 8996, 8925, 9005, 9000, 8907,
8923, 8955, 3008, 3917, 3828, 4125, 4075, 4182, 4158, 8958 e 4157 utilizadas
neste trabalho foram gentilmente cedidas pela Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora -

MG, isoladas de animais com sintomas de mastite bovina. As culturas
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bacterianas foram estriadas em placas contendo agar Mueller Hinton (MH;
Himedia®) e mantidas por 16 horas a 37 °C. Para preparo dos estoques cada
isolado foi inoculado em 5 mL de caldo de infusdo-cérebro-coragdo (BHI;
Himedia®) e mantido em estufa a 37 °C por 16-18 horas. Esse volume foi
transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 6000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 850
ML de BHI com adigédo posterior de 150 pyL de glicerol estéril. Os microtubos
foram mantidos a - 80 °C. Para determinacdo da concentracao inibitdria minima
e da atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial foi utilizado meio
de cultura Mueller Hinton (MH; Himedia®) e infusdo-cérebro-coragéo (BHI;
Himedia®).

4.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima dos extratos

organicos e 6leo essencial de Salvia officinalis

Os testes de concentragao inibitéria minima (CIM) foram realizados pela
metodologia padronizada de microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96
cavidades (CLSI, 2012). Primeiramente, foi realizada uma diluicdo seriada dos
extratos e 6leo essencial de salvia, onde a 100 yL de meio de cultura BHI
foram adicionados 100 uL de extrato ou 6leo essencial; desta solugao, 100 uL
foram retirados e homogeneizados com 100 uL de meio de cultura na cavidade
seguinte, e assim sucessivamente, obtendo-se uma série de concentragdes de
extratos e 6leo essencial (inicialmente a 10,00 mg/mL) diluida em razéo 2 (5,00
mg/mL na segunda cavidade; 2,50 mg/mL na terceira cavidade, e assim
sucessivamente). Posteriormente, foram adicionados em cada pogo 100 uL de
suspensao bacteriana ajustada para concentragao final de 10® UFC/mL. Como
controle negativo foi utilizado o solvente Polisorbato 80 (TWEEN 80; Sigma®),
sem extrato ou 6leo essencial na concentragao final de 0,1% e como controle
positivo foram adicionados 10 pyL de cefoperazone (CEFAMIX; SWISSBRAS
CHEMICAL LTDA). A CIM do antibittico (cefoperazone) sobre os isolados foi
realizada utilizando o mesmo procedimento.

As microplacas foram mantidas em estufa de crescimento a 37 °C por
24h. Apés incubagéao, foram adicionados 20 pL de resazurina (0,5 mg/mL). As

microplacas foram incubadas por mais 2 horas.
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A determinagdo da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que os pogos
com bactérias ndo viaveis permaneceram com a coloracdo azul e os pogos
com bactérias viaveis ficaram com a coloragao rosea a transparente. Essa
mudancga de colorag&o ocorre, pois, a resazurina € um indicador de reagao de
oxido-reducédo. A presenga de enzimas oxidoredutases dentro das células
viaveis faz com que ocorra uma redugao da resazurina (azul) a resofurina que
apresenta coloragao rosa. Posteriormente, esta € reduzida a hidroresofurina
que é incolor (SARKER et al., 2007).

Considera-se o valor do CIM a concentracdo do material no pogo com
coloragdo azul seguido por um pogo com crescimento bacteriano (rosea a
incolor). Os testes foram realizados em triplicata, e o resultado final foi a média

das replicatas seguido do desvio-padrao amostral.

4.5 Efeito do extrato ativo sobre a formagao de biofilme

Para a execucao deste experimento foram utilizadas as concentracgoes:
2CIM (Concentragao Inibitoria Minima), CIM e as concentragdes subinibitorias
1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM para assegurar a efetividade contra o biofilme e nao
a capacidade bactericida do extrato organico mais ativo de S. officinalis.

O procedimento foi realizado segundo a metodologia de Stepanovic e
colaboradores (2000) com modificagcbes. Em uma microplaca de 96 pocgos foi
adicionado 100 pL de solugdo do extrato na concentragdo desejada
solubilizado em TWEEN 80 0,1% e BHI. Em seguida, foi adicionado 100 uL de
suspensdo bacteriana ajustada para concentracdo final de 10° UFC/mL aos
orificios da placa.

Apos 24 h a 37 °C, os orificios das microplacas foram gentiimente
lavados 3 vezes com 200 uL de solugao salina estéril e secos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 uL de metanol em cada poco e
permaneceram por 20 minutos. O metanol foi entdo gentilmente retirado e as
placas novamente secas a temperatura ambiente. Posteriormente, 200 uL de
cristal violeta 0,5% foram adicionados em todos os pocos e deixados por mais
15 minutos. O cristal violeta foi retirado e os orificios foram lavados 3 vezes
com 200 pyL de agua destilada e, novamente, secos a temperatura ambiente.
Finalmente, foram acrescidos 200 pyL de etanol 95% em cada pogo por 30

minutos.
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A formacédo do biofilme foi medida por absorbancia, em um aparelho
leitor de ELISA, com comprimento de onda de 590 nm e agitacdo de 10
segundos. Como controle positivo foi utilizado 100 pL de suspenséo bacteriana
ajustada para concentracdo final de 10° UFC/mL e 100 pL de BHI e, como
controle negativo foi utilizado 200 uL de BHI.

Primeiramente, através da medida de absorbancia foi analisada a
capacidade de producédo de biofilme para cada cepa de S. aureus utilizada,
comparando-se a densidade 6ptica do controle positivo e do controle negativo.
Para a interpretacao dos resultados as cepas foram classificadas da seguinte
forma: D.O. (densidade optica do controle positivo) < D.O.c (densidade Optica
do controle negativo + 3 x Desvio padrdo da média) = ndo produtora de
biofilme, D.O.c < D.O. < (2 x D.O.c) = fraca produtora de biofilme, (2 x D.O.c) <
D.O. = (4 x D.O.c) = moderada produtora de biofiime e (4 x D.O.c) < D.O. =
forte produtora de biofilme (STEPANOVIC et al., 2000). Finalmente, a formagao
de biofilme na presenga das diferentes concentracées do extrato ativo de S.
officinalis foi avaliada comparando-se a densidade oOptica do tratamento com o
controle. Além disso, foi realizado um controle para analisar a eficacia do
antibiético comercial cefoperazone (CEFAMIX; SWISSBRAS CHEMICAL
LTDA) também sobre a formacdo do biofilme. Este controle foi testado na
concentracao igual a 0,12 mg/mL, apés adicao de 10 yL do mesmo em cada
pOGo.

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata, e o resultado
final foi a média das replicatas. Os dados foram analisados por analise de
variancia (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle pelo
teste de Dunnett (P < 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P < 0.05).

4.6 Efeito do extrato ativo sobre o biofilme pré-formado

A avaliagdo do extrato mais ativo sobre a inibicdo do biofilme pré-
formado foi determinada segundo a metodologia descrita por Klein e
colaboradores (2015) com algumas modificagbes. Em microplacas de 96
pocos, foram adicionados 100 yL de meio de cultura BHI suplementado com
0,25% de glicose (BHIg) e 100 pL de suspensao bacteriana ajustada para
concentraco final de 106 UFC/mL. A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas.

Logo apds, foi efetuada a leitura de absorvancia a 600 nm em leitor de ELISA
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para confirmar a presenga de crescimento bacteriano no meio de cultura. O
sobrenadante foi retirado dos pogos cuidadosamente e adicionados 200 yL de
BHI juntamente com o extrato ativo nas concentragdes 2CIM, CIM, 1/2CIM,
1/4CIM e 1/8CIM.

Apos 18 horas a 37 °C, o sobrenadante foi novamente retirado e os
pocos foram gentilmente lavados 3 vezes com 200 uL de solugéo salina 0,89%
estéril e secos a temperatura ambiente. Em seguida, em todos os pogos foram
adicionados 200 uL de metanol e permaneceram por 20 minutos. O metanol foi
entdo retirado e as placas novamente secas a temperatura ambiente. Apds a
secagem os pogos foram corados com 200 uL de cristal violeta 0,5% por 15
minutos. O cristal violeta foi retirado e seu excesso foi removido lavando-se os
pogos por 3 vezes com 200 pL de agua destilada e, novamente, secos a
temperatura ambiente. Finalmente, 200 pL de etanol 95% foram adicionados
nos pocgos e apds 30 minutos, foram efetuadas as leituras de absorbancia no
comprimento de onda de 590 nm com agitagao por 10 segundos.

Como controle positivo foi utilizado 100 yL de suspensdo bacteriana
ajustada para concentracdo final de 10° UFC/mL e 100 pL de BHI e, como
controle negativo foi utilizado 200 yL de BHI. A taxa de inibigdo do biofilme pré-
formado na presenca das diferentes concentracbes do extrato ativo de S.
officinalis foi avaliada comparando-se a densidade optica do tratamento com o
controle. Além disso, foi efetuado um controle para avaliar a eficacia do
antibiético comercial cefoperazone (CEFAMIX; SWISSBRAS CHEMICAL
LTDA) também sobre o biofiime formado. Este controle foi testado na
concentracao igual a 0,12 mg/mL, apés adicao de 10 uyL do mesmo em cada
POGO.

Os testes foram realizados em ftriplicata, e o resultado final foi a média
das replicatas. Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA).
Os tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett (P <
0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P < 0.05).

4.7 Avaliacao da citotoxicidade

A atividade citotoxica do extrato ativo de S. officinalis e também do
antibiético comercial cefoperazone (CEFAMIX; SWISSBRAS CHEMICAL

LTDA) foi avaliada microscopicamente por alteragdo da morfologia celular e
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mensurada através do método colorimétrico MTT (tetrazolium3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo).

Neste trabalho, foram utilizadas células epiteliais mamarias bovinas
(MAC-T), cultivadas a 37 °C em atmosfera umedecida e 5% de CO,. Para o
crescimento e manutencdo das células foi utilizado o DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) contendo penicilina (1,60 mg/mL), estreptomicina
(0,40 mg/mL) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF).

Neste ensaio, 100 uL de meio DMEM e células MAC-T na concentragao
de 1,0x10* células/pogo foram distribuidas em microplacas de 96 pocos e
incubadas a 37 °C durante 24 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO; e
95% de umidade para adesao das células, restabelecimento do crescimento e
inicio de formagao das camadas celulares. Apos esse periodo, as células foram
tratadas com solugdes de diferentes concentragdes (10 a 0,005 mg/mL) do
extrato e incubadas novamente em estufa por 72 horas. Os controles deste
ensaio foram feitos adicionando apenas o meio de cultura nos pogos (100% de
células viaveis). As microplacas foram monitoradas por microscopia Optica
diariamente.

Apoés as 72 horas, o meio foi removido, as células foram lavadas com
tampao salino fosfato (PBS) pH 7,2 e em cada pogo foi adicionado 100 pL de
solugdo de MTT (0,5 mg/mL). As placas foram novamente incubadas a 37 °C e
atmosfera 5% de CO; por 4 h. Posteriormente, a solugédo de MTT foi removida
e adicionado 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada pocgo. As
absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de onda de
570 nm.

A viabilidade celular foi calculada para cada concentragdo testada,
conforme a seguinte equacgéo:

% células viaveis = média densidade Optica (células tratadas) x
100/média densidade 6ptica do controle (sem tratamento)

Os dados foram submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0.05) com o software estatistico
GraphPad Prism version 7.00, GraphPad Software, La Jolla California USA.

18



4.8 Perfil cromatografico do extrato ativo de S. officinalis

Para determinagdo dos possiveis compostos presentes o extrato bruto
mais ativo de S. officinalis foi realizada uma analise do mesmo utilizando duas
técnicas cromatograficas: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e

Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM).
4.8.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico do extrato bruto bioativo foi determinado com
auxilio de CLAE com detectores UV-Vis e DAD Shimadzu Prominence (bomba
LC - 20 AD, detector SPD - M 20 A, forno CTO - 20 A, software LabSolutions).

O extrato foi preparado na concentragdo de 10 mg/mL utilizando como
solvente acetonitrila grau HPLC. A solubilizagdo do extrato ocorreu com auxilio
de sonicacado por 10 min em aparelho Unique® - Ultrasonic cleaner. Com o
auxilio de seringas descartaveis (3 mL) e filtros milipore (20 pm) foram
recolhidos aproximadamente 3 mL do extrato. O volume da primeira passagem
no filtro foi descartado e o restante foi transferido para vials (1,5 mL), que
foram, entdo, fechados e colocados no injetor automatico de amostras do
HPLC. O volume da amostra injetado foi de 10 pL.

A coluna utilizada na analise (Shimpack®, 150 mm por 4,6 mm) foi de
fase reversa (C-18). As condi¢des de corrida foram: tempo de corrida: 60 min,
fase movel gradiente de 5% a 95% de acetonitrila; fase A: H,O e fase B:
acetonitrila. O fluxo utilizado na corrida cromatografica foi de 1 mL/min.

Foi realizada a varredura dos picos presentes no cromatograma. As
varreduras compreenderam uma faixa de comprimentos de onda de 200 a 400

nm.

4.8.2 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas
(CG-EM)

O perfil do extrato ativo também foi analisado através da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. O extrato foi preparado na
concentracdo de 10 mg/mL utilizando como solvente hexano. A amostra foi

filtrada com o auxilio de seringas descartaveis (3 mL) e filtros milipore (20 um).
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O volume da primeira passagem no filtro foi descartado e o restante foi
transferido para vials (1,5 mL), que foram, entado, fechados.

Foi utilizado um aparelho da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010
Ultra, com coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm de
didmetro interno; filme de 0,25 um) e hélio como gas de arraste. A injecéo
ocorreu no modo split (razdo 1:10). A temperatura do injetor e da fonte foi de
290 °C. Para a coluna, a temperatura inicial foi de 80 °C por 5 minutos,
aumentando até 285 °C, com taxa de 4 °C/minutos e permanecendo nesta
temperatura durante 40 minutos. A temperatura na interface do sistema foi de
290 °C. O detector de massas operou com ionizagao por impacto de elétrons
(70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 35 a 700 Da.

A identificacdo dos compostos presentes no extrato bruto foi realizada
através de comparagdo dos espectros de massas obtidos com aqueles

existentes no banco de dados do aparelho e com os dados da literatura.
4.9 Fracionamento cromatografico do extrato vegetal

O extrato bruto mais ativo de S. officinalis (5 g) foi fracionado por
cromatografia em coluna aberta (CC) utilizando como fase estacionaria silica
gel 60 GF.s4 (Merck®), e gradiente de solventes como eluentes, na seguinte
ordem: hexano; hexano/diclorometano; diclorometano; diclorometano/acetato
de etila; acetato de etila; acetato de etila/etanol 99% e metanol. As misturas de
solventes foram preparadas em diferentes propor¢cdes seguindo uma ordem
crescente de polaridade. Fracdes de 200 mL foram coletadas separadamente,
concentradas em evaporador rotatério e armazenadas a 4 °C apds completa
evaporacgao do solvente.

A técnica de cromatografia em camada delgada analitica (CCD) foi
utilizada para monitoramento das fragdes obtidas do extrato. Posteriormente a
evaporacao das fragcdes em rota evaporador, uma pequena quantidade das
amostras foi aplicada em placas de CCD (Aldrich®) com auxilio de um tubo
capilar de vidro. As placas foram colocadas em cubas de vidro previamente
saturadas com a fase movel (diferentes gradientes de solvente). Apds o
solvente correr aproximadamente 5,5 cm, as placas foram retiradas da cuba e

submetida a camara escura de luz UV (254 e 365nm) modelo MA-544
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(Marconi®) e em seguida reveladas com acido fosfomolibdico P.A ACS (Vetec®)
diluido em etanol 95% com concentragao de 1% m/v.

As fragdes que apresentaram substancias (manchas) semelhantes nas
analises por CCD foram agrupadas em 52 grupos.

Depois da completa evaporagdo dos solventes, as fragbes reunidas
foram submetidas ao ensaio de biomonitoramento para determinar em quais
delas estavam os compostos responsaveis pela atividade antibacteriana da S.
officinalis. Para o biomonitoramento foi realizado o teste de concentracao
inibitéria minima, cuja metodologia esta descrita no tépico 4.4. Nesse teste foi
utilizada a cepa S. aureus 8959.

Para determinacdo dos compostos maijoritarios presentes nas fragbes
mais ativas, estas foram submetidas a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas, cujas condicbes utilizadas foram as mesmas

descritas em 4.8.2.

4.10 Preparo da formulagao contendo extrato ativo de S. officinalis

Foi preparada uma formulacao utilizando o extrato ativo de S. officinalis,
a fim de verificar, in vitro, o real potencial terapéutico da salvia quando
incorporada a uma formulagcdo para o tratamento da mastite bovina, por
exemplo. A composicao e a quantidade dos componentes utilizados foram:
glicerina 30 mL, Tween 80 5 mL, agua purificada q. s. p. 65 mL e extrato bruto
150 miligramas.

Primeiramente o extrato foi pesado e emulsificado com o Tween 80, logo
ap6s essa mistura foi incorporada a agua purificada até completa
homogeneizacédo. Posteriormente, foi acrescentado o umectante (glicerina).
Como controle foi manipulado uma formulagcdo sem o extrato ativo. As solugdes
foram armazenadas em frasco ambar para evitar a degradacdo dos compostos
e mantidas sob refrigeracdo de 2 a 8 °C.

Para determinacdo da atividade antibiética da formulagdo a base do
extrato de S. officinalis foi realizado o teste de concentragao inibitéria minima
(CIM), cuja metodologia esta descrita no tépico 4.4. Nesse ensaio foram
utilizadas as cepas S. aureus 8996, 8955, 9000, 8925, 8958 e 8907 e como

controle negativo foi empregado a formulagdo sem o extrato.
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Além disso, foi avaliado o efeito da formulacdo do extrato de S. officinalis
sobre a formacao do biofilme bacteriano e sobre a redugdo do biofilme preé-
formado, cuja metodologia esta descrita nos tépicos 4.5 e 4.6, respectivamente.
Nesses ensaios também foram utilizadas as cepas S. aureus 8996, 8955, 9000,
8925, 8958 e 8907.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos extratos

As extracdes organicas das folhas de S. officinalis coletadas em outubro
de 2017 foram realizadas por trés tipos de solventes (hexano, dicloromentano e
etanol 95%) através da maceragcdo exaustiva juntamente com o banho

ultrassénico (Figura 2).

Folhas de Salvia officinalis

Solvente hexano

Extrato de hexano Torta

Solvente diclorometano

Extrato de diclorometano Torta

Solvente etanol

Extrato de etanol Torta

Figura 2. Fluxograma de extracao orgénica das folhas de S. officinalis.

Foram coletados 720 g de folhas frescas de salvia e a massa obtida para
os extratos foram 18,45 g; 6,84 g e 4,93 g para os solventes hexano,
diclorometano e etanol, respectivamente. O que resulta em um rendimento de
2,56% para o extrato de hexano, 0,95% para o extrato de diclorometano e
0,68% para o extrato de etanol considerando o peso das folhas frescas.

O interesse do presente estudo foi realizar uma extracdo que
abrangesse todas as classes de metabdlitos secundarios presente nas folhas
de S. officinalis. Para que isso fosse possivel foi utilizada a técnica de
maceragdo exaustiva empregando solventes extratores com diferentes

polaridades (hexano, diclorometano e etanol).
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A maceragdo exaustiva embora seja um metodo convencional para
extragdo de compostos organicos presentes em plantas apresenta certas
limitagbes como: menor eficiéncia, baixo rendimento e longo periodo de
extragdo. Desta forma, para aperfeicoar o processo também foi empregada a
extracdo assistida por ultrassom. A utilizagdo dessa técnica ndo convencional
permite que o banho ultrassénico produza ondas sonoras que geram cavitagao
e ruptura das paredes celulares, levando a extragdo dos compostos da planta
para o meio solvente em menor tempo e com maior rendimento (SAFDAR et
al., 2017). Sendo assim, visando otimizar o processo de extragao, a hifenagao
das técnicas de maceracéo exaustiva e sonicagao foi escolhida para o preparo

dos extratos das folhas de S. officinalis.

5.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos organicos e 6leo

essencial de S. officinalis

Os extratos organicos e o oleo essencial de S. officinalis foram avaliados
para a concentragao inibitéria minima (CIM), sendo definida como a menor
concentracdo em que um composto/extrato apresenta inibicdo da atividade
bacteriana. Quanto menores os resultados do composto, melhor a sua
atividade antibacteriana, uma vez que se necessita menos do composto para
se eliminar uma quantidade fixa de bactérias. Os valores de concentracéo

inibitéria minima foram avaliados e a tabela 2 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 2. Concentracéo

Inibitéria  Minima (CIM) (mg/mL) dos extratos

organicos e oleo essencial de S. officinalis frente aos isolados de

S. aureus.
CIM (mg/mL)
Staphyloccocus
aureus Extrato Extrato Extrato Oleo Controle
Hexano diclorometano etanol essencial positivo™
8923 0,16 £ 0,0 0,62+0,0 10,00 £ 0,0 0,32+0,0 0,013+0,0
8925 0,16 £ 0,0 1,25+0,0 5,00£0,0 0,32+0,0 0,006 + 0,0
8959 0,16 £ 0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,013+0,0
8958 0,31+£0,0 0,62+0,0 10,00 £ 0,0 0,62+0,0 0,013+0,0
8908 0,31+£0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 1,25+0,0 0,013+0,0
9000 0,31+£0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 1,25+0,0 0,013+0,0
8907 0,31+£0,0 1,25+0,0 5,00 £ 0,0 1,25+0,0 0,025+ 0,0
9005 0,31+£0,0 0,62+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,013+0,0
8955 0,31+£0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 5,00 £ 0,0 0,025+ 0,0
3828 0,62+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,002 £ 0,0
4182 0,31+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,008 £ 0,0
3008 0,62+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,002 £ 0,0
3917 0,31+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,008 + 0,0
4125 0,31+0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 5,00+ 0,0 0,016 £ 0,0
4075 0,62+0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 5,00+ 0,0 0,004 + 0,0
4158 0,31+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 2,50+0,0 0,016 £ 0,0
4157 0,31+0,0 2,50+0,0 10,00 £ 0,0 5,00+ 0,0 0,002 £ 0,0
8996 0,31+0,0 1,25+0,0 10,00 £ 0,0 5,00+ 0,0 0,006 + 0,0
*Cefoperazone

25



De acordo com os dados apresentados na tabela 2, o extrato com maior
atividade inibitoria foi o extrato hexanico, com valores de CIM variando 0,62
mg/mL a 0,16 mg/mL. Seguido do extrato de diclorometano com CIM entre 2,50
mg/mL e 0,62 mg/mL. O 6leo essencial de salvia apresentou uma baixa
atividade inibitoria para as cepas de S. aureus testadas com CIM de até 5
mg/mL. O extrato etandlico exibiu a menor eficiéncia antibacteriana com CIM
de 10 mg/mL para praticamente todas as cepas utilizadas.

Aligianis e colaboradores (2001) classificaram os extratos quanto a sua
capacidade antibacteriana. O trabalho considera que extratos que apresentam
um valor de CIM até 0,5 mg/mL como fortes inibidores bacterianos, para
valores entre 0,6 mg/mL e 1,5 mg/mL inibidores moderados e valores acima de
1,6 mg/mL os extratos sdo considerados como fracos inibidores. Conforme
essa classificacdo apenas o extrato hexanico apresentou uma forte inibigéo
para as cepas de S. aureus testadas.

O extrato mais ativo de S. officinalis foi extraido das folhas utilizando
como solvente extrator o hexano. André e colaboradores (2018) descreveram
em seu trabalho que o Oleo essencial e extratos apolares, por exemplo:
extratos hexanicos, sdo constituidos principalmente por terpenos, terpendides
e, constituintes aromaticos e alifaticos sintetizados a partir do acido chiquimico
ou acido mevaldnico. Li e colaboradores (2013) relataram que flavonoides,
triterpendides e monoterpenos sao encontrados nas partes aéreas das plantas
de Salvia, particularmente nas folhas e flores.

Ghorbani e Esmaeilizadeh (2017) declaram que o efeito antimicrobiano
da S. officinalis é atribuido principalmente aos terpenos e compostos
terpendides encontrados nessa espécie. As atividades antibacterianas da
canfora, 1,8-cineol, acido oleandlico, acido ursdlico e carnosol ja foram
demonstradas contra Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria e Klebsiella
oxytoca. Além disso, alguns diterpenos e triterpenos ja apresentaram agéo
inibitoria sobre o crescimento de bactérias multirresistentes, como
Enterococcus ssp resistente a vancomicina e Staphylococcus aureus resistente
a meticilina.

Desta forma, baseado na constituicdo quimica & previsivel que o 6leo
essencial e o extrato hexanico da S. officinalis apresentem os menores valores

de CIM (ANDRE et al., 2018). Essa proposta foi confirmada para o extrato,
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porém o 6leo essencial apresentou fraca atividade inibitéria para praticamente
todas as cepas de S. aureus testadas. A discrepancia dos resultados com os
dados da literatura pode ser explicada pela variagcdo da composicido quimica
que ocorre devido a diferenga de sazonalidade, localizagao geografica e até do
método escolhido para extracdo do o6leo essencial (FALEIRO e MIGUEL,
2013).

5.3 Efeito do extrato ativo sobre a formagao de biofilme

Todas as bactérias isoladas de mastite bovina utilizadas neste trabalho
foram submetidas a avaliacdo da producéao de biofilme proposta por Stepanovic
e colaboradores (2000) onde se compara as densidades Opticas obtidas para o
controle positivo (pogos com meio de cultura acrescidos de bactéria) e o
controle negativo (pogos com apenas meio de cultura). De acordo com essa
analise as cepas S. aureus 8908, 8955, 8923, 8925, 8996, 8907, 8959, 9000,
9005, 8958, 4182, 3917, 4158, 3008 sao fracas produtoras de biofilme. As
cepas S. aureus 4157, 4075, 3828 sao consideradas moderadas produtoras de
biofilme, ja S. aureus 4125 é classificada como forte produtora. Nao houve
nenhuma estirpe nao produtora, logo todas foram analisadas para determinar o
efeito do extrato ativo sobre a inibicao do biofilme.

O extrato hexanico foi selecionado como o mais ativo, uma vez que este
apresentou uma menor concentragao inibitéria minima para todas as cepas
testadas (Tabela 2). O extrato foi testado nas concentragdes 2CIM, CIM,
1/2CIM, 1/4CIM, 1/8CIM, a fim de garantir sua real atividade contra a formagao
de biofilme nas doses subinibitérias e ndo sua capacidade bactericida. A tabela
3 mostra a porcentagem de inibicdo do biofilme para cada cepa testada em
todas as concentragcbes do extrato e do antibiético comercial (Cefoperazone)
na concentragao igual a 0,12 mg/mL. Os calculos foram feitos comparando a
densidade 6ptica do controle positivo, ou seja, considerado 100% de producao

de biofilme com os tratamentos.
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Tabela 3. Taxa de inibicao da formagao do biofilme bacteriano na presencga do

extrato hexanico de S. officinalis nas concentracdes de 2CIM, CIM,

1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM.

Taxa de inibigdo do biofilme (%)

S. aureus Concentragao do extrato de S. officinalis Antibioético
2CIM CIM 1/2CIM 1/4CIM 1/8CIM Cefoperazone
(0,12 mg/mL)
8923 91,7+8 559+ 9 296+5 742 0,02 522+ 4
8925 89,7+ 10 49,39 254 +9 506 0,0+6 47616
8959 96,1+3 52,7+9 243+10 135+10 0,0+10 62,816
8958 7846 437+6 276+3 6,6 +3 0,0+3 88,4+ 10
8908 100,0+0 40,2+10 26,010 30+3 0,0+3 38,17
9000 96,43 61,014 236+ 1 42+10 0,0+10 30,2+ 10
8907 80,9+4 56,8 £ 3 252+3 51%9 0,09 20,5+ 4
9005 89,7+5 448+ 9 20,4+ 6 11,06 0,0+6 46,59
8955 100,00 79517 71,4+9 69,3+ 2 68,1+ 4 4768
3828 90,12 40,47 3393 9,3+ 1 0,0+6 54,0+ 4
4182 97,9 + 1 55,2+8 27,1+8 22+9 0,0+9 382+6
3008 97,2+2 495+5 28612 28,6 +2 14,8+ 2 4451+ 4
3917 85,2+ 6 66,2+ 8 46,7+ 4 52,0+ 3 36,15 4713
4125 98,5+ 1 88,6 +9 28,0+8 16,69 0,0+6 81,5+7
4075 92,2+3 854+6 76,5+4 15,9+ 3 0,0+6 73,4+2
4158 89,16 854+9 4366 10,2+ 2 0,0+9 549 +2
4157 96,1+3 67,3+ 6 248+8 16,37 0,0+5 49,0+ 6
8996 78,3%5 37,3+5 249+3 18413 0,05 35117
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De acordo com os resultados apresentados na tabela 3 € possivel
observar que o extrato hexanico de S. officinalis possui uma alta capacidade de
inibir a formacédo do biofilme bacteriano. Na concentragdo igual a 2CIM o
extrato conseguiu inibir até 100% a formagao do biofilme para S. aureus 8908 e
8955. Na concentracao igual a CIM os valores variaram de 37,3% a 88,6%
dependendo da cepa de S. aureus utilizada. A medida que a proporgéo do
extrato foi diminuindo (1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM) houve uma redugéo da taxa
de inibicdo, porém é possivel observar que mesmo na menor concentragao
subnibitdria testada teve-se uma inibicao de 68,1%; 36,1% e 14,8% para as
cepas S.aureus 8955, 3917 e 3008, respectivamente.

A taxa de inibicao do biofilme pelo antibidtico cefoperazone variou de
20,5% (S. aureus 8907) a 88,4% (S. aureus 8958). E importante ressaltar que o
antibidtico foi testado na concentragcédo de 0,12 mg/mL, valor este muito acima
da CIM (0,025 mg/mL a 0,002 mg/mL) obtida para as todas as cepas de
S.aureus. Desta forma, ao se comparar o antibiético comercial e o extrato
hexanico de S. officinalis € possivel inferir que o extrato apresenta uma maior
efetividade na inibicao do biofilme bacteriano.

Lee e colaboradores (2013) examinaram a capacidade antibiofiime de
498 extratos vegetais contra cepas de S. aureus. Setenta e dois extratos de
plantas foram capazes de inibir significativamente a formagao do biofilme.
Sendo que, o extrato da Alnus japonica na concentragdo de 20 pg/mL inibiu a
formacgao do biofilme em mais de 70%. As analises cromatograficas do extrato
demonstraram que a quercetina e o acido tanico sdo importantes compostos
antibiofilme. Bazzargani e Rohloff (2016) avaliou a capacidade antibiofilme de
extratos e oleos essenciais de Mentha piperita L., Coriandrum sativum L. e
Pimpinella anisum L. também para S. aureus e determinaram que eles
impediram a formagdo em pelo menos 50% do biofilme bacteriano. Os
resultados obtidos para S. officinalis se apresentam muito proximos com os
extratos ativos ja descritos na literatura testados para mesma espécie de
bactéria.

5.4 Efeito do extrato ativo sobre o biofilme pré-formado

O extrato hexanico obtido das folhas de S. officinalis foi avaliado quanto

a sua capacidade de inibir o biofilme previamente formado. Além de inviabilizar
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as bactérias e impedir a formacédo do biofilme bacteriano, a busca por um
composto/extrato que tenha a capacidade de romper esse biofilme ja formado &
de extrema importancia. O biofilme atua como uma pelicula protetora para as
bactérias e para se ter um antibacteriano eficaz tem-se a necessidade de
romper essa barreira para entao inviabilizar esses microrganismos.

O extrato de S. officinalis foi testado nas concentracoes de 2CIM, CIM,
1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM para as cepas de S. aureus. A tabela 4 mostra a
porcentagem de reducgéo do biofilme ja formado para as cinco concentragdes

do extrato e para o antibiético cefoperazone (0,12 mg/mL).

30



Tabela 4. Taxa de reducao do biofilme bacteriano pré-formado na presenca do

extrato hexanico de S. officinalis nas concentracdes de 2CIM, CIM,
1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM.

Taxa de redugédo do biofilme pré-formado (%)

S. aureus Concentragao do extrato de S. officinalis Antibioético
2CIM CIM 1/2CIM 1/4CIM 1/8CIM Cefoperazone
(0,12 mg/mL)
8923 42,1+10 20,9+10 0,07 0,05 0,0+4 19,9+ 10
8925 3509 1587 0,0+4 0,0+4 0,0+8 31,0+ 10
8959 455+10 251+10 0,07 0,010 0,010 21,819
8958 474 +5 17,3+ 10 0,0+9 0,0+6 0,0+8 31,329
8908 359+ 1 19,7+ 4 007 0,0+10 0,0+2 38,6+t4
9000 84,0+10 75610 584+10 60,0+10 49,8%10 16,0+ 3
8907 36,5+ 10 142+9 0,0+ 10 0,0+10 0,010 249+10
9005 86,3+10 74810 822+9 76,3+ 9 31,15 17,03
8955 69,4 + 10 54,8 +9 46,8+4 37,710 4907 4569
3828 76,6+ 8 79,08 7353 51,1+ 1 40,17 306+5
4182 64,1+8 33,010 0,010 0,0+9 00+7 23,3+ 10
3008 772+3 643+3 46,7+10 625z%7 26,7+3 27,0+ 10
3917 80,6 +£3 72,7+3 747+5 29,8+ 11 221+8 65,4t 4
4125 49,6 + 10 31,0+ 1 0,09 0,010 0,09 1465
4075 55,1+ 10 222 +6 0,0+10 0,01 0,0+7 10,9+ 8
4158 392+6 17,8+ 9 0,0+6 0,0+4 0,0+2 5759
4157 497+ 7 46,05 416+10 334+10 0,0+3 20,7+ 10
8996 582+10 182+10 0,010 0,05 0,0+8 42,2+ 10
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De acordo com os resultados obtidos (Tabela 4) & possivel notar que
para todas as bactérias utilizadas o extrato possui uma diminuigado do biofilme
nas concentragdes 2CIM e CIM. A taxa de redugao variou de 86,3% a 35,0%
na maior concentragao testada (2CIM). Nas concentragdes subinibitérias para
algumas cepas de S. aureus o extrato n&o apresentou nenhuma atividade
contra o biofilme bacteriano ja formado. Porém, verifica-se que para cinco
cepas testadas a menor concentragdo (1/8CIM) ainda exibiu uma atividade
significativa, chegando até a 49,8% de inibicdo para a S. aureus 9000.

O antibidtico cefoperazone 0,12 mg/mL, concentracdo esta muito
superior aos valores do CIM obtido para todas as cepas S. aureus, mostrou
uma taxa de inibicdo de 10,9% a 65,4%. Ao se confrontar os resultados
atingidos para o extrato hexanico de S. officinalis 2CIM com o antibidtico
observa-se uma maior eficacia do extrato contra o biofilme.

Descoberto a mais de 70 anos, os biofilmes bacterianos ainda trazem
grandes inquietagdes nas areas de alimentacdo, médica e ambiental. Por
serem mais resistentes que as células de vida livre, a eliminagdo das células
sésseis se torna mais dificil. Essa resisténcia é atribuida principalmente a
associacido entre as células que permite através da transferéncia de
plasmideos a aquisicdo de genes resistentes a antibidticos. Nos ultimos anos
tem sido observado que o tratamento de infecgdes causadas por S. aureus
formadoras de biofiime tem se tornado dificil, necessitando usar terapias
combinadas para sua erradicacdo (ONSARE e ARORA, 2015). Logo, a
pesquisa de antimicrobianos que impeg¢am ou reduzam a formacéo de biofilmes
bacterianos € de importancia estratégica para controle e prevencao de doengas
como a mastite bovina (ANDRE, 2015). Sendo assim, os resultados obtidos
tanto para impedir a formagao do biofilme quanto para inviabilizar o biofilme ja
formado mostra que o extrato hexanico de S. officinalis € promissor para ser

utilizado em formulagdes visando o tratamento de infecgdes bacterianas.

5.5 Avaliagdo da toxicidade do extrato ativo de S. officinalis frente as

células do epitélio mamario bovino (MAC-T)

O potencial citotdxico do extrato hexanico das folhas de S. officinalis foi
investigado pelo método de redugdo do sal tetrazélio MTT. A presenca do

extrato, nas diferentes concentragcbes estudadas (10 a 0,005 mg/mL), foi
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testado quanto a reducédo da viabilidade das células epiteliais mamarias em
cultura no intervalo investigado de 72 horas.

A figura 3 apresenta os resultados da viabilidade celular em diferentes
concentragcdes do extrato e do antibidtico cefoperazone. Estes foram expostos

em porcentagem em relagéo ao controle positivo (100% de viabilidade).

100

(o]
o

—— extrato

—e— Antibidtico

Viabilidade celular (%)
B (@)
o o

N
o

0
0,01 0,1 1 10

Concentragao do extrato e do antibiético (mg/mL)

Figura 3. Avaliacdo do extrato hexénico de S. officinalis e do antibitico
cefoperazone nas concentragcées de 10 a 0,005 mg/mL sobre a
viabilidade de células MAC-T.

A determinagao do efeito citotoxico do extrato hexanico de S. officinalis
em células mamarias bovinas se faz necessario para garantir a seguranga em
futuros testes in vivo. Durante um estudo que vise a busca de um fitofarmaco é
importante estabelecer a eficacia do mesmo sobre o motivo da doenca,
bactérias no caso, e também definir se este trara algum maleficio sobre o
animal que esta sendo tratado.

Os resultados obtidos (Figura 3) apontam que as células MAC-T
apresentam uma viabilidade superior a 85% na presenca do extrato ativo de
salvia até a concentragdo de 1,5 mg/mL, sendo, uma faixa segura para se
trabalhar sem trazer prejuizos ao animal. Em concentra¢gdes mais elevadas, por
exemplo, entre 5 e 10 mg/mL o extrato ja apresenta uma toxicidade
inviabilizando cerca de 40% das células epiteliais mamarias bovinas. Embora

se tenha uma toxicidade em altas concentragdes do extrato & pertinente
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ressaltar que nas concentragdes necessarias eliminar as bactérias e o biofilme
bacteriano sdo gastos cerca de 0,6 mg/mL, valor este que néo traz danos para
as células.

A viabilidade celular variou de 100% a 86,1% para o antibidtico
ceforepazone entre 0,01 e 10 mg/mL ou seja, ele apresentou uma baixa
toxicidade para células MAC-T.

Valiyari e colaboradores (2013) avaliaram a atividade citotoxica do
extrato metanolico de folhas de S. officinalis sobre células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) e os resultados mostraram que o extrato (0,8
mg/mL) n&o inibiu significativamente a proliferacdo de células HUVEC normais.
Resultados estes muito proximos aos obtidos nesse estudo com o extrato

hexanico utilizando a linhagem MAC-T.

5.6 Avaliagao do perfil cromatografico do extrato organico ativo de S.

officinalis

O perfil cromatografico do extrato hexanico de S. officinalis obtidos
através da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e do CG-EM
(Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrdbmetro de Massas) trouxe
consideragdes quanto a composigdo quimica do extrato. A seguir estdo

apresentados os resultados obtidos pelas duas técnicas.

5.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A andlise do cromatograma obtido do extrato ativo de salvia (Figura 4)
permitiu identificar varios picos e com destaque para os picos 1, 2, 3,4, 5,6, 7
e 8.
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Figura 4. Cromatograma obtido da analise por CLAE referente ao extrato
hexanico das folhas de S. officinalis. Os picos de maiores
intensidade numerados de 1 a 8, referem-se aos compostos de

maior absor¢ao em 220nm.

Para determinar as possiveis classes de compostos presentes no extrato
foi realizada uma varredura (espectro UV) dos picos de maior intensidade

numerados de 1 a 8 (Figura 5).
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Figura 5. Espectro DAD/UV (200 a 400 nm) dos picos 1, 2, 3,4, 5,6, 7 e 8

obtidos no cromatograma de CLAE referentes ao extrato hexanico

de folhas de S. officinalis.

O perfil de absorcdo nos espectros de ultravioleta dos picos 2, 3 e 4

(Figura 5) sugerem a presenca de flavonoides dos grupos das flavonas e

flavondis, onde se pode observar a banda Il com uma absor¢ado maxima entre

220-280 nm que corresponde a porgéo benzoila do anel flavonoidico e a banda
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| com absorgao maxima igual 300-350 nm correspondente a porgao cinamoila,

conforme demonstrado na figura 6.

Banda I
D Absorgao 220-280 nm

Banda Il
Absorcao 300-350 nm

O O
OH
O @)
Flavona Flavonol

Figura 6. Estrutura basica dos flavonoides apresentando a banda | com
absorcdo maxima entre 220-280 nm e banda Il com absorgao entre
300-350 nm e as classes de flavonoides (flavona e flavonol) que

correspondem aos picos 2, 3 e 4.

A presenca dessa classe de metabdlitos secundarios corrobora com os
dados da literatura (GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017) onde se descreve
que atividade antibacteriana observada no extrato de S. officinalis possa estar
associada a existéncia de flavonoides como quercetina, apigenina, luteonina e

rutina (Figura 7) que pertencem a classe das flavonas e flavonais.
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Figura 7. Compostos pertencentes ao grupo das flavonas e flavondis descritos

com atividade antibacteriana.

Ja o perfil de absor¢cao nos espectros de ultravioleta dos picos 1, 5 e 6
(Figura 5) sugerem a presenca de flavonoides dos grupos das flavanonas,
flavanonois, isoflavonas, chalconas, diidrochalconas, flavan-4-ol e flavanas
(Figura 8), onde se pode observar a banda Il com absorgdo maxima igual a
220-280 nm que corresponde a porgao benzoila do anel flavonoidico (MABRY
et al., 1970).

A absorcao nos espectros de ultravioleta dos picos 7 e 8 nao sugerem a

presenca de flavonoides.
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Figura 8. Classes de flavonoides correspondentes aos picos 1, 5 e 6 do

cromatograma obtido da analise por CLAE referente ao extrato

hexanico de S. officinalis.
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5.6.2 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas
(CG-EM)

O extrato hexanico das folhas de S. officinalis foi analisado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM). A partir
da analise do cromatograma (Figura 9) é possivel visualizar varios picos
(compostos) de diferentes intensidades. Com base nos tempos de retencao
(TR) e nos espectros de massas (razdo massa/carga e fragmentagdes) dos
picos mais abundantes foi possivel determinar os provaveis compostos
presentes no extrato de S. officinalis. A definicdo dos compostos presentes na
amostra foi feita ao se confrontar os resultados da analise de CG-EM com
bancos de dados de compostos quimicos e informagdes da literatura. A tabela
5 apresenta o tempo de retencdo, massa, férmula molecular, intensidade do
pico e a similaridade do referido composto com bases em dados da literatura. A
figura 10 apresenta a estrutura de alguns desses compostos.

O composto 9 (quercetina 7,3',4'-trimethoxi) corrobora com os dados
encontrados no perfil do extrato hexanico de S. officinalis submetido ao CLAE,
onde o perfil de absor¢ao nos espectros de ultravioleta 2, 3 e 4 (Figura 5)

sugerem a presencga de flavonoides dos grupos das flavonas e flavonais.
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Tabela 5. Compostos identificados no extrato hexanico de S. officinalis pela analise de CG-EM (tempo de retengao (Tr), massa,

formula molecular, intensidade do pico e similaridade com a biblioteca de compostos quimicos (%)).

Numero do Tr Férmula Intensidade Similaridade
pico Nome do composto (min) Massa molecular (%) (%)
1 a-Tujona 51 152 C10H160 2,7 89
2 Céanfora 59 152 C10H160 6,8 92
3 Acido n-hexandico 6,08 144 CgH1605 52,2 96
4 Farnesol 12,99 222 C5H260 3,5 74
5 Linalol 13,94 154 C10H180 5,6 76
6 Globulol 17,86 222 C16H160 25,8 92
7 Oxido de cariofileno 29,41 220 C5H240 47,4 84
8 Geranil linalol 44,45 290 CaoH340 5,2 78
9 Quercetina 7,3',4'-trimethoxi 45,60 344 C1sH1607 5,6 89
10 2-metil-hexacosano 48,82 380 Cy7Hss 17,8 85
11 Vitamina E 49,50 430 CooHs5005 15,0 79
12 3-metilenicosano 49,92 310 CooHys 7,3 79
13 Heptacosano 50,27 380 Co7Hs6 7,0 88
14 Nonacosano 51,22 408 CooHeo 6,6 94
15 2-metiloctacosano 51,82 408 CooHeo 75,1 95
16 Fucosterol 52,41 414 CagH500 59 85
17 Eritrodiol 52,97 442 C3oH5002 22,0 78
18 Acetato de lupeol, 53,72 468 C3oH5,05 7,8 85
19 Lupeol 55,45 426 C30H500 7.1 85
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Figura 10. Estrutura quimica de alguns compostos identificados no extrato hexanico de S. officinalis.
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5.7 Fracionamento biomonitorado do extrato ativo de S. officinalis

O extrato hexanico de S. officinalis foi submetido ao fracionamento
utilizando a cromatografia em coluna (CC) com fase estacionaria silica gel e,
gradiente de eluentes como fase moével. A fase mével foi empregada seguindo
uma ordem crescente de polaridade. Primeiramente foi utilizado um solvente
menos polar (hexano) de forma a eluir todos os compostos que tivessem
caracteristicas quimicas semelhantes a este, posteriormente a polaridade foi
aumentando com a adigao de diferentes propor¢des de hexano/diclorometano;
diclorometano; diclorometano/acetato de etila; acetato de etila; acetato de
etila/etanol 99% até metanol (mais polar). Esse procedimento garantiu a
eluicdo dos compostos presentes no extrato bruto, abrangendo uma ampla
escala de polaridade.

Foram coletadas 342 fragcbes de 200 mL cada, sendo estas
concentradas em rota evaporador. Posteriormente, utilizando a técnica de
cromatografia em camada analitica (CCD), as fragbes que apresentaram
substancias (manchas) semelhantes foram reunidas em 52 grupos.

Para determinacdo das fracdes bioativas foi realizado o teste de
concentracéo inibitéria minima (CIM) com todos os grupos. Nesse teste foi
utilizada como indicador de atividade a cepa S. aureus 8959. Os resultados

obtidos estio descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL) das fragdes obtidas

do extrato bruto de S. officinalis frente a S. aureus 8959.

Fracao do extrato bruto (F) CIM (mg/mL)

F1aF8 2,000 £ 0,0
F9 0,015%0,0
F10 a F18 2,000 £ 0,0
F19 a F27 1,000 + 0,0
F28 a F32 0,500 £ 0,0
F33 0,250 £ 0,0
F34 a F40 0,015%0,0
Fa1 0,030 £ 0,0
F42 0,250 £ 0,0
F43 a F45 0,120+ 0,0
F46 0,030 £ 0,0
F47 a F52 2,000 £ 0,0

De acordo com os resultados obtidos, as fracbes que apresentaram um
valor de CIM pelo menos 10 vezes inferior ao extrato hexanico foram
escolhidas como as fragdes bioativas. A seguir (Tabela 7) esta representado o
solvente utilizado como fase movel na cromatografia em coluna para elui¢do, a

massa e a CIM dessas fracoes.
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Tabela 7. Solvente eluidor, massa (mg) e concentragao inibitéria minima (CIM)

das fragdes bioativas do extrato hexanico de S. officinalis.

Fracao (F) Solvente eluidor Massa (mg) | CIM (mg/mL)

F9 Hexano/diclorometano (9:1) 18,1 0,015+0,0
F34 Diclorometano/acetato de etila (6:4) 52,8 0,015+0,0
F35 Diclorometano/acetato de etila (6:4) 66,3 0,015+0,0
F36 Diclorometano/acetato de etila (4:6) 71,8 0,015+0,0
F37 Diclorometano/acetato de etila (4:6) 84,5 0,015+0,0
F38 Diclorometano/acetato de etila (4:6) 211,4 0,015+0,0
F39 Diclorometano/acetato de etila (4:6) 102,9 0,015+0,0
F40 Diclorometano/acetato de etila (2:8) 47.8 0,015+0,0
F41 Diclorometano/acetato de etila (2:8) 81,8 0,030 +0,0

F46 Acetato de etila/etanol (8:2) 50,1 0,030 +0,0

As fragOes ativas foram submetidas a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) para determinar se existe um composto
em comum a todas que possa ser o responsavel pela atividade antibacteriana
do extrato de S. officinalis.

De acordo com o resultado obtidos da analise dos cromatogramas das
10 fracOes, verificou-se que na fragao ativa 9 foram identificados 6 compostos,
sendo 3 deles em maior concentracdo. O composto 3 identificado com
ferruginol (Figura 11 e 12, Tabela 8) € um diterpendide que apresenta um forte
efeito antimicrobiano. A atividade antibacteriana do ferruginol foi relatada contra
Enterococcus feacalis, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi,
Streptococcus  mutans,  Escherichia  coli,  Staphylococcus  aureus,
Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (LI
et al.,, 2008, MOTHANA et al., 2018; PASSOS et al., 2018). Desta forma, o
ferruginol é provavelmente um dos compostos responsaveis pelo efeito

antibacteriano dessa fragao.
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OH

Ferruginol

Figura 11. Composto presente na fragao ativa F9 em maior proporgéo.

No cromatograma das fragbes ativas F34, F35, F36, F37, F38, F39 e
F40 (Figura 13, Tabela 9) observou-se somente um pico que foi atribuido de
acordo com a biblioteca do aparelho CG/MS ao composto sugiol, cujo espectro
de massas e a fragmentacao proposta podem ser vistos nas figuras 14 e 15. O
sugiol € um composto diterpénico derivado diretamente do ferruginol (WANG et
al., 2002) e apresenta acao antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella  pneumoniae,  Proteus  mirabilis,  Enterococcus  faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. aureus resistente a meticilina (LI
et al., 2008, MOTHANA et al., 2018; NETO et al., 2015).

Neto e colaboradores (2015) mostraram que a presenca do grupo
hidroxila em C-12 presente no ferruginol e a carbonila adicional presente em C-
7 no sugiol é responsavel por aumentar a atividade antimicrobiana desses
terpenos. A semelhancga estrutural entre esses compostos corrobora para que o
ferruginol seja o composto ativo na fragao 9.

Nas fragdes ativas F41 e F46 foram identificados 4 compostos (Figura
16, Tabela 10). Embora o sugiol esteja presente em menor intensidade nessas
fracoes, ele também ¢é possivelmente o responsavel pela atividade
antibacteriana, uma vez que nao foi relatado na literatura nenhum efeito

antimicrobiano para os demais compostos.
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Figura 12. Cromatograma obtido pela analise de CG-EM da fragao ativa F9, os picos numerados de 1 a 6 correspondem aos

compostos de maiores intensidades presentes nessa fracao.

Tabela 8. Compostos identificados pela analise de CG-EM na fragao ativa 9 do extrato hexanico de S. officinalis.

Numero do pico Nome do composto Massa Foérmula molecular Tempo de retengao (min)
1 Globulol 222 C15H260 26,99
2 Sclarenol 272 CooH3o 34,58
3 Ferruginol 286 CooH300 35,29
4 Epiglobulol 222 CisH260 36,56
5 Vitamina E 430 CogH5005 49,35
6 Lupeol 426 C3oH500 52,13
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Figura 13. Cromatograma obtido pela analise de CG-EM das fragbes ativas F34, F35, F36, F37, F38, F39 e F40.

Tabela 9. Composto identificado pela analise de CG-EM nas fragbes ativas F34, F35, F36, F37, F38, F39 e F40 do extrato
hexanico de S. officinalis.

Numero do pico Nome do composto Massa Férmula molecular | Tempo de retengédo (min)

1 Sugiol 300 C20H2302 36,17
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Figura 14. Estrutura quimica e espectro de massas obtido do composto sugiol.
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Figura 16. Cromatograma obtido pela analise de CG-EM da fragao ativa F41 e F46, os picos numerados de 1 a 4 correspondem

aos compostos de maiores intensidades presentes nessas fragoes.

Tabela 10. Compostos identificados pela analise de CG-EM nas fragdes ativas F41 e F46 do extrato hexanico de S. officinalis.

Numero do pico Nome do composto Massa Formula molecular | Tempo de retengao (min)
1 Sugiol 300 C20H2802 36,17
2 Acido hexanodioico 370 C2oH4204 36,56
3 Acido octanéico 256 C16H320 38,51
4 Acido 1,2-benzenodicarboxilico 390 C24H3804 39,45




5.8 Concentragao Inibitéria Minima (CIM) da formulagdo a base do

extrato ativo de S. officinalis

A formulagao a base do extrato hexanico de S. officinalis foi preparada
na concentracdo de 1,5 mg/mL, valor este que ndo apresenta citotoxicidade
para a aplicagdo no animal. Para determinar se extrato ativo continua exibindo
efeito antibacteriano quando incorporado a formulagao foi realizado o teste de
concentracgao inibitéria minima (CIM) para as cepas de S. aureus 8996, 8955,
9000, 8925, 8958 e 8907. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura
17 e tabela 11.

Controle meio

l

e = @B @88 SN

0,75 mg/mL = /
0,37 ma/mL m=p [

0,19 mg/mL —»(

S. aureus 9000 S. aureus 8925 S. aureus 8907

Figura 17. Concentragao inibitéria minima (CIM) da formulagdo a base do
extrato hexanico de S. officinalis sobre as cepas de S. aureus
9000, 8925 e 8907. Pogos com colaragao azul indicam a presenga
de bactérias inviaveis e pogos com coloragéo résea a presenga de
bactérias viaveis. Controle positivo: cefoperazone. Controle

negativo: formulagdo sem extrato.
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Tabela 11. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL) da formulagdo a

base de S. officinalis frente aos isolados de S. aureus.

Staphylococcus aureus CIM (mg/mL)
8996 0,37+£0,0
8955 0,37+0,0
9000 0,19+0,0
8925 0,19+0,0
8958 0,37+£0,0
8907 0,19+0,0

Os resultados demonstraram (Tabela 11) uma CIM variando entre 0,19
mg/mL e 0,37 mg/mL. De acordo com os critérios estabelecidos por Aligiannis e
colaboradores (2001) a formulagdo possui uma forte atividade antibacteriana.
Desta forma, é possivel observar que o extrato hexanico ndo perdeu sua
bioatividade quando incorporado a formulagdo, uma vez que a CIM foi
praticamente a mesma ao se comparar com o extrato puro.

A formulagdo preparada na concentragdo igual a 1,5 mg/mL além
garantir uma segurancga para utilizacdo em animal, uma vez que apresentou
baixa toxicidade para células MAC-T. Esta apresenta uma boa efetividade
antibacteriana, dado que foi uma concentracdo ainda maior daquela necessaria
para inviabilizar o crescimento de todas as bactérias isoladas de animais
acometidos com mastite bovina testadas. A vista disso, a formulacao se trata
de um promissor fitoterapico para o tratamento e/ou prevencdo da mastite

bovina.

5.9 Efeito da formulagdo a base de S. officinalis sobre o biofilme em

formacao

De acordo com os resultados apresentados na tabela 12 & possivel
observar que a formulacdo com o extrato de S.officinalis possui uma alta
capacidade de inibir a formagao do biofilme bacteriano. Na concentragéo igual
a 2CIM o extrato conseguiu inibir até 100% a formacédo do biofilme para S.
aureus 8955, 8907, 8958, 8996 e 9000. Na concentragao igual a CIM os
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valores variaram de 51,6% a 93,2% dependendo da cepa de S. aureus
utilizada. A medida que a proporgéo do extrato foi diminuindo (1/2CIM, 1/4CIM
e 1/8CIM) houve uma reducgao da taxa de inibicdo, porém € possivel observar
gque mesmo na menor concentragao subnibitéria testada (1/8CIM) teve-se uma
inibicao de 76,3 % para a cepa 8907. Nas concentra¢des subnibitoria (1/2CIM e
1/4CIM) houve reducao de até 83,9 e 79,1%, respectivamente.

Tabela 12. Taxa de inibicdo da formacao do biofilme bacteriano na presenca
da formulacdo a base do extrato hexanico de S. officinalis nas
concentracdes de 2CIM, CIM, 1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM.

Taxa de inibigao do biofilme (%)

2CIM CIM 1/2CIM 1/4CIM 1/8CIM

S. aureus

8955 100,0+0 93,2+3 80,4 +3 56,8 £ 8 43,0+8
8907 100,0+0 93,7 £ 1 83,9+5 791+9 76,38
8958 100,0+0 46,7+ 8 43,4 +8 39,68 34,8 +4

8925 999+0 516+8 15,8 + 2 00+2 00+3
8996 100+ 0 60,5+ 3 446+ 9 4597 329+8
9000 100+ 0 53,1+8 54,6 +6 37,0+8 106 +9

5.10 Efeito da formulagcdo a base de S. officinalis sobre o biofilme pré-

formado

A formulagao a base do extrato de S. officinalis foi avaliada quanto a sua
capacidade de inibir o biofilme previamente formado.

A formulagao foi testada nas concentracbes de 2CIM, CIM, 1/2CIM,
1/4CIM e 1/8CIM para as cepas de S. aureus 8955, 8907, 8958, 8925, 8996 e
9000. A tabela 13 mostra a porcentagem de reducdo do biofilme ja formado

para as cinco concentragdes da formulacao.
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Tabela 13. Taxa de reducao do biofilme bacteriano pré-formado na presenga

da formulagao de S. officinalis nas concentragdes de 2CIM, CIM,

1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM.

S. aureus Taxa de reducao do biofilme pré-formado (%)

2CIM CIM 1/2CIM 1/4CIM 1/8CIM
8955 80,13 64,15 58,77 42,2+ 8 38,4+3
8907 84,00 82,02 78,20 76,9+ 3 75,7t4
8958 59,4 +6 22,18 1,88 04+2 0,714
8925 84,16 80,55 66,95 50,92 48,85
8996 86,0 + 1 84,9+3 68,6 + 4 68,316 440+ 4
9000 7565 72,7+8 69,0+ 9 63,4 +8 62,6 + 6

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 13) € possivel notar que
para as bactérias 8955, 8907, 8958, 8925, 8996 e 9000 utilizadas a formulagao

possui uma inibicdo do biofilme nas concentragdes 2CIM e CIM. A taxa de

inibicdo variou de 86,0% a 59,4% na maior concentragao testada (2CIM). Nas

concentracdes subinibitorias a formulacdo também foi ativa, exceto para a cepa

8958 cuja atividade foi baixa. De modo geral a formulagdo a base de S.

officinalis apresentou uma boa atividade quando a reducdo do biofilme

bacteriano pré-formado, mostrando que este tem a capacidade de romper essa

barreira para entdo inviabilizar as bactérias o que garante uma boa efetividade

da formulacéo.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, 3 extratos organicos e o 6leo essencial de Salvia
officinalis L. foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana. Dentre
estes, o extrato hexanico apresentou os menores valores de CIM para todas as
bactérias analisadas. Em relacdo a atividade antibiofime o extrato ativo
apresentou uma taxa de inibicdo de até 100% na formag¢do ou no rompimento
do biofilme ja formado dependendo da bactéria e concentragao utilizada.

No teste de citotoxidade em células da linhagem MAC-T o extrato nao
apresentou toxicidade em baixas concentracbes. O fracionamento
biomonitorado do mesmo e as analises de CG-EM revelou que os compostos
ferruginol e sugiol s&o os responsaveis pela atividade antibacteriana do extrato.

A formulacdo a base do extrato ativo de S. officinalis na concentragao
1,5 mg/mL demonstrou que é segura para aplicagao animal e apresenta grande
efetividade antibacteriana.

Conclui-se com o dado estudo que o extrato hexanico de Salvia
officinalis apresentou atividade antibacteriana e antibiofilme contra bactérias
causadoras de mastite bovina tanto puro quanto incorporado a formulacao,
sendo considerado um promissor fitoterapico para aplicacdo profilatica e/ou
terapéutica dessa enfermidade. Porém, estudos mais detalhados in vivo e in
vitro devem ser realizados para poder inserir o fitoterapico no mercado

veterinario.
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9 ABSTRACT
10 One manner in which plant-derived compounds exert their antibiotic potential is the synergisni. a
11  positive interaction between two compounds. Studies indicate that the use of plant extracts
12 combined with antimicrobials may promote a significant reduction of the minimum inhibitory
13 concentrations of antibiotics for bacterial strains. This study aimed to evaluate the activity of plant
14  extracts and antibiotics as well as their combination on Stapinlococcus aureus. The activity of 15
15  plant extracts was evaluated using diffusion assay. The minimum inhibitory concentrations (MICs)
16  and the interactions between the extracts and antibiotics as well as compound emodin were
17  evaluated with the checkerboard method. The active extracts were a hexane extract of the leaves
18  of Baccharis dracunculifolia and the ethanol extracts of the leaves of Plectranthus ornatus, Inga
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24 because it may decrease both the risk of side effects and the costs of treatment.
25

26  Keywords: Antibiotics, Bovine mastitis. Plant extract. Stapihvlococcus aureirs

27 Plant Extracts Display Synergism
28 * Autor com spondence. E-mail: mari. gueira@ufv. br Tel: +33 3] 3899 2041, Fax =33 31 3599 2374,
29

66



Trabalhos apresentados em congressos em 2018

I Simposio de Integracdao Académica

ENSINO PESQUISA EXTENSAO SI‘ l U‘ V UNIVERSIDADE

SIDADE
FEDERAL DE VICOSA

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho "Estudo inicial do efeito citotdxico in vitro de extratos de Salvia officinalis contra células de
cancer de pele tipo melanoma utilizando linhagem B16F 10", de autoria de Karoline Hellen Madureira de Melo, ANESIA
APARECIDA DOS SANTOS (Orientador), MARISA ALVES NOGUEIRA DIAZ, Jefferson Viktor de Paula Barros Baéta,
Gislaine Aparecida Purgato, foi apresentado em sesséo painel no Simpésio de Integracdo Académica, realizado no
periodo de 15 a 20 de outubro de 2018, no Campus Vicosa da Universidade Federal de Vicosa.

Vicosa, 20 de janeiro de 2019.

Q/)\"D W‘“‘/Z e

Fndotlco José onndro Peternelli Clévis Andrade Neves
Pro-p€itor de Ensono Pré-Reitor de Pesquisa e Pés-Graduagdo Pré-Reitor de Extensdo e Cultura

2 Simposio de Integracao Académica

ENSINO PESQUISA EXTENSAO SI‘ i U‘ V UNIVERSIDADE

FEDERAL DE VICOSA

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho "Atividade antimicrobiana de extrato de Salvia officinalis (L.) frente a Staphylococcus
aureus isoladas de mastite bovina."”, de autoria de Luisa Soares Neves, VIRGINIA RAMOS PIZZIOLO (Orientador),
Gislaine Aparecida Purgato, Jefferson Viktor de Paula Barros Baéta, Hyanne Pereira Lima, MARISA ALVES
NOGUEIRA DIAZ, foi apresentado em sessdo painel no Simposio de Integracdo Académica, realizado no periodo de
15 a 20 de outubro de 2018, no Campus Vicosa da Universidade Federal de Vicosa.

Vicosa, 20 de janeiro de 2019.

WWM‘ - (Laca—

Frederico José \isk $SOS \-Luu)kundve Peternelli Clovis Andrade Neves
P or de Ensino Pré-Reitor de Pesquisa e Pés-Graduagdo Pré-Reitor de Extenséo e Cultura

67



