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RESUMO

MAIA, Natasha Lagos, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, agosto de R&Edcid
antimicrobiano de substancias extraidas do fruto d&arcinia brasiliensissobre isolados de
Streptococcusspp. obtidos de mastite.Orientadora Maria Aparecida Scatamburlo Moreira.
Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira, Marcelo Henrique dos Santos, Leandro Abreu da
Fonseca e Raphael Contelli Klein.

A mastite bovina € uma enfermidade de grande ocorréncia em rebanhos leiteiros de todo o
mundo, constituindo assim, um cenario preocupante, devido aos impactos na saudeepublica
também na economia dos paises, principalmente o Brasil, pois € um dos maiores produtores de
leite. Concomitantemente a ocorréncia da mastite, € crescente o nimero de isolados bacterianos
causadores desta doenca que tém apresentado resisténcia antimicrobiana as mais diversa:
substancias farmacolégicas, principalmente, devido a utilizacdo indiscriminada destasAdrogas.
investigacdo de novas moléculas com potencial antimicrobiano, assim como o0 uso de associagdes
com as drogas tradicionais, tornou-se de grande necessidade. Este trabalho teve como objetivo,
investigar a acao antimicrobiana de duas substancias bioaivggjferona-A (M11) e 7-
epiclusianona (M6), sobre isolados de camptreptococcus uberi§Su959) eStreptococcus
agalactiae(Sa4605) obtidos de leitke animais com mastite. Realizaram-se testes para definicao

da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos sintéticos e das substancias
bioativas, as quais varam a de 0,6 a 125 pg/mL. Foi confirmado o potencial antimicrobiano
destes ultimos, além da ineficacia da ampicilina e gentamicina no controle da multiplicacdo de
ambos os isolados. ApGs esta constatacdo, foi investigada a presenca de interacdes sinérgicas
utilizando o métodaCheckerboarda partir de combinacbes de M11 e M6 com ampicilina e
gentamicina. Dentre oito associacfes determinadas, seis apresentaram interacdo sinérgica
positiva, evidenciando a recuperacao e potencializacdo da acdo dos antimicrobianos sintéticos
frente aos isolados bacterianos estudados, antes resistentes a acao individual dos mesmos
Usando a mtodologia do teste do MTT(3-[-4,5- dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolium
brometo), avaliou-se a viabilidade celular quando da exposicao individual de cada antimicrobiano
(sintético e bioativo), a fim de conhecer o carater citotoxico destas sobre as células MAC-T
(células epiteliais da glandula mamaria de bovinos). O resultado obtido mostrou que somente a
M11 foi citotoxica nas concentragfes 2xCIM e 1xCIM determinada previamente na presenca de

SW59 e 2xCIM determinada previamente na presenc®ad605. Porém, as concentracoes

Xi



necessarias para potenciar acdo dos antimicrobianos sintéticos sdo doses iguais ou abaixo de
0,5xCIM, néo indicadas como toxicas no testeitro. Assim, pode-se afirmar que a gutiferona-

A e 7-epiclusianona apresentaram eficaz acdo antimicrobiana individual sobre os isolados de
campo deStreptococcus uberis Streptococcus agalactia@lém de se mostrarem promissoras
candidatas para serem utilizadas em associacfes com 0s antimicrobianos sintéticos ampicilina e

gentamicina, a fim de recuperar e otimizar a acdo antimicrobiana dos mesmos.
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ABSTRACT

MAIA, Natasha Lagos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 20ti&icrobial
potential of substances extracts fronGarcinia brasiliensisfruit on isolates of Streptococcus

spp. obtained from mastitis. Advisor. Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisors
Leandro Licursi de Oliveira, Marcelo Henrique dos Santos, Leandro Abreu da Fonseca and
Raphael Contelli Klein.

Bovine mastitis is a disease of high occurrence and widespread in herds around the world,
making it a worrying scenario due to the impacts on publidth@ad also on the countries’
economies, especially Brazil, due its large produce of milk. In meanwhile, the number of resistant
bacterial isolates has been increased against a variety of pharmacological medicines, mostly
because of drug-indiscriminate use. The investigation of new molecules with antimicrobial
potential, as well as the association with traditional drugs, became a great necessity howadays.
The aim of this study was to investigate the antimicrobial action of two bioactive substances,
gutiferone-A (M11) and 7-epiclusianone (M6), on wild isolé@é&®ptococcus uberiSu959) and
Streptococcus agalactiasa4605) obtained from animals infected with mastitis. Analysis were
conducted to define the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of synthetic antimicrobials and
bioactive molecules, ranging from 0.6 to 329mL. The antimicrobial potential of the latter was
confirmed, besides the inefficacy of ampicillin and gentamicin in control of the multiplication of
both isolates. Later, the presence of synergistic interactions was investigated, using the
Checkerboard method from combinations of M11 and M6 with ampicillin and gentamicin.
Among the eight selected associations, six showed positive synergic interaction showing a
recovery and powering the action of the synthetic antimicrobials against the bacterial isolates
studied, previously resistant to their individual action. To assess the cell viability, we performed
the method MTT (3 - [- 4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), with
individual exposure of each antimicrobial (synthetic and bioactive) targeting the MAC-T cells
(bovine mammary gland epithelial cells). The results showed that only M11 was cytotoxic at
2xCIM and 1xCIM concentrations previously determined by Su959 presence. However,
concentrations doses equal to or lower than 0.5x MIC are need to potentiate the action of
synthetic antimicrobials, not indicated as toxic in itneitro test. Thus, the gutiferone-A and 7-
epiclusianone showed an effective antimicrobial action on the wild isolat&sregftococcus
uberis and Streptococcus agalactiagn addition to being promising candidates for use in
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combinations with the synthetic antimicrobials ampicillin and gentamicin, in order to recover and

optimize their antimicrobial action.
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1. INTRODUCAO

A mastite bovina € comprovadamente a enfermidade de maior ocorréncia nos rebanhos
leiteiros de todo mundo e constitui um cenario preocupante gerador de grandes impactos na saude
publica e, consequentemente, na economia do Brasil, visto este ser um dos maiores paises
produtores de leite do mundo.

Diante desta problematica, iniumeros séo os esforgos dos envolvidos na atividade leiteira
para controlar a ocorréncia e/ou persisténcia desta enfermidade nos rebanhos leiteiros, dentre os
quais esta a utilizacdo dos antimicrobianos sintéticos de forma indiscriminada, adotando-se
condutas terapéuticas equivocadas, inclusive sem a definicdo prévia dos micro-organismos
envolvidos no agravo de salde animal e seus perfis de sensibilidadex$réirigas usadas no
tratamento.

Infelizmente, estas acBes formam um ciclo que culmina na progressiva ineficiéncia dos
antimicrobianos, principalmente porque a utilizacdo inadequada destes exerce uma pressao
seletiva sobre as populacbes de micro-organismos, 0 que resulta no desenvolvimento de
resisténcia destes agentes patogénicos.

Diante deste fato, o segmento de investigacdo de novas moléculas com potencial
antimicrobiano tem ganhado destaque, tanto para investigacdo de novos farmacos mais eficazes
individualmente, ou que tenham funcéo de recuperacdo das potencialidades dos antimicrobianos
sintéticos, através da realizacdo de associacBes entre substancias, visando a descoberta d:
interacbes sinérgicas positivas que ndo apresentem toxicidade ao organismo animal, e tenham
viabilidade para a industria farmacéutica.

As plantas séo especialmente ricas em substancias bioativas devido a sua ampla
quimiodiversidade, e o Brasil detém a maior biodiversidade de plantas do mundo. O campo de
investigacao cientifica de moléculas bioativas de origem vegetal com potencial antimicrobiano é
crescente. Assim, 0 presente estudo realizard esta investigacdo com o propoésito de obter mais
informacfes da acédo antimicrobiana destas biomoléculas, quando da utilizacdo como terapia
Unica e em associagdo com 0s antimicrobianos tradicionais, além de verificar o potencial

citotoxico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da producdo leiteira

No que se referem a producéo leiteira no Brasil, dados gerados na ultima década pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e EstatisticalBGE demonstraram um desenvolvimento
harmonico desta atividade com o desenvolvimento econdmico do pais. Os valores dos niveis de
producdo obtidos permitiram que o Brasil ocupasse, no ano 2014, a quinta posigakimp
mundial da producéo leiteira, ficando atras apenas da Unido Europeia (AGDETR016).

Entretanto, dados gerados pela Divisdo Estatistica da Organizacdo das Nac¢bBes Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura - FAOSTAT (2013) em relagdo a mesma atividade, em 2011
— ultimo ano disponivel para acesso virtual, os Estados Unidos ocuparam o primeiro lugar de
maior produtor mundial de leite, seguido da india, China e Brasil. No quarto lugar, a producdo
brasileira foi responsavel por gerar um resultado que demonstrou uma produtividade média
satisfatoria de 1.381,6 kg/vaca/ano. No Brasil, a pecuéria leiteira mostrou possuir um papel
econdmico de alta significancia, além de ser um pais com reconhecido potencial de exportacdo de
leite no mercado mundial, também apresenta relevante papel no fornecimento de alimentos e na
geracdo de empregos ao longo de toda a cadeia produtiva leiteira (VIANA; RINALDI, 2010).

Importante salientar que fatores impeditivos de uma ascensdo desenvolvimentista da
atividade leiteira no territério brasileiro ainda constituem a realidade, estando entre estes a
diversidade no padrdo de producdo e a alta prevaléncia de mastite nos rebanhos leiteiros, esta
Gltima sad abordada mais adiante no texto. A producao leiteira no Brasil ndo possui um padréo,
sendo realizada tanto por propriedades com producéo de subsisténcia quanto por propriedades
com producao de larga escala, onde, do ponto de vista tecnoldgico, na primeira, as técnicas de
producdo sdo subutilizadas ou/e até ausentes, enquanto na segunda, utilizam-se tecnologias
avancadas para aperfeicoar a produgédo e garantir a obtencdo de um produto final@ontrola
(ZOCCAL et al., 2007). Alem de ser uma bebida, o leite também é destinado a industria de
laticinios como matéria-prima, assim a qualidade deste produto tornou-se um importante ponto
critico, o qual ainda constitui um dos maiores obstaculos para que ocorra o desenvolvimento e a
consolidac&o da industria de leiteira e de laticinios no Brasil (GUIMARAES; LANGONI, 2009).



Na década de 90, a cadeia agroindustrial leiteira passou por profundas e decisivas
mudancas no Brasil, as quais foram induzidas por politicas de abertura comercial e também pelo
aumento da exigéncia do mercado consumidor tanto em relacdo a qualidade, tendo em vista a
seguranca alimentar, como em relacdo aos precos e variedades dos produtos (LEITE; GOMES,
2001). Visando o maior controle sanitario do leite padronizaram-se procedimentos com o
objetivo de diminuir as perdas relacionadas a altera¢gées no produto final, como a diferenca na
coloracdo e a alteracdo no odor, na maioria das vezes, resultantes da contaminacao do produto
por micro-organismos e/ou por residuos de drogas antimicrobianas. Entre os procedimentos
operacionais que foram padronizados, as tematicas destes envolveram o acompanhamento
rotineiro do estado sanitéario do rebanho, o0 manejo higiénico-sanitario do processo de ordenha, o
manejo higiénico-sanitario dos animais, ambientes e equipamentos, as medidas higiénico-
sanitarias de funcionarios, dentre outros (BRITO; BRITO, 1998; CERQUEIRA; SENA, 1998).

E de amplo conhecimento que os residuos quimicos podem estar presentes no leite, dentre
0S quais ressaltamos os antimicrobianos, presenca esta que abrange diferentes tipos de riscos
relacionados a salude publica, tais como o0s microbiolégicos, os imunopatoldégicos e o0s
toxicofarmacolégicos. Quanto ao primeiro tipo de risci) gesponsaveis pela selecdo de
isolados resistentes (COSTA, 2002), devido a exposicdo a baixas doses de residuos
antimicrobianos através do consumo do leite, em longo prazo, acarretando em resisténcia de
micro-organismos a antimicrobianos (EMBRAPA, 2004). Quanto ao segundo e terceiro tipos de
risco, importancia em saude publica € reconhecida ha tempos, sendo apontado o
desencadeamento de reacBes de hipersensibilidade e choque anafilatico em individuos
susceptiveis (DEWDNEet al., 1991), e quanto ao ultimo risco, este é capaz de afetar o
desenvolvimento fetal, resultando em efeito teratogénico em fetos de gestantes que consumiram
leites contaminados (COSTA, 1996).

Diante do crescimento de um mercado consumidor com preocupacdes sobre este tema,
da expansdo dos sistemas de producdo animal organica, novas abordagens terapéuticas na
convencionais tornaram-se necessarias para utilizacao eficaz nas mais diversas patologias e, alén
disso, uma boa alternativa por serem economicamente viaveis (FONSECA, 2000; ALMEIDA,
2004). Dentre as novas terapias propostas, a fitoterapia vem ganhando amplo destaque desde c
inicio deste século (MITIDIEIRO, 2002).



2.2 Mastite bovina

O termo mastite ¢ derivado do grego “masto$ (glandula mamaria) e do sufixo "ite
(inflamacao) (SCHALM, 1971), € o desenvolvimento de um quadro inflamatério nas glandulas
mamarias. De acordo com Vliegher e cols. (2012), por ser uma doenca plurieti@ogica
multifatorial, a mastite2 uma das principais enfermidades responsaveis por causar perdas na
industria leiteira. Entre os principais prejuizos ocasionados estdo o descarte de vacas por
acometimento do parénquima mamario e queda da producao leiteira, a desvalorizacdo comercial
das mesmas, a necessidade de diagnostico microbiolégico, medicamentos e profissional médico-
veterinario (HASALAet al. 2007). Além disso, o descarte do leite de animais em tratamento e a
diminuicdo da qualidade do leite por alteracBes microbiolégicas, fisico-quimicas, sensoriais
condicbes necessarias para o processamento do mesmo (SANTOS; FONSECA, 2007; LE
MARECHAL et al. 2011b). Quanto aos consumidores, a possibilidade da ingestdo de leite
proveniente de animais acometidos possibilita que residuos microbiolégicos ou/e antimicrobianos
ameacem a saude dos mesmos (KEFEE, 2012).

Esta enfermidade pode ser desencadeada por traumas fisicos, agentes quimicos toéxicos e,
principalmente, por contaminacdo da glandula mamaria por bactérias patogénicas, assim como
outros micro-organismos (BRIT@t al., 2001; RADOSTITS:t al., 2002). A mastite pode ser
classificada em clinica ou subclinica, a depender da forma manifestacdo da doenca. A forma
clinica é diagnosticada através da avaliacdo clinica do animal, que neste caso apresenta sinais
clinicos inflamatérios evidentes na glandula mamaria, como edema e hipertermia locais, reacao
de dor ao toque, teto/Ubere hipercorados, dentre outros, sendo possivel a ocorréncia de febre,
anorexia, queda na producao leiteira e até a morte do animal. Além disso, no leite é possivel
evidenciar a presenca de grumos, pus ou mudancgas nas caracteristicas deste (TYLER; CULLOR,
2006; TOZZETTIet al., 2008). Por outro lado, a mastite subclinica ndo apresenta sinais clinicos
inflamatodrios evidentes na glandula mamaria, entretanto a composicdo do leite apresenta
alteracdes consideraveis nos seus elementos, tais como 0 aumento da contagem de células
somaticas; aumento dos teores de ions cloro (Cl), sédio (Na), proteinas séricas; diminuicdo do
percentual de solidos totais, caseina, gordura e lactose, além de ser a forma de manifestacao
responsavel por 70% das perdas de leite resultantes desta enfermidade (SANTOS; FONSECA,
2007). A abordagem diagnodstica da mastite clinica consiste na avaliacdo clinicaddéa(df
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mamaria(s) acometida(s) e realizacéo do teste da caneca de fundo negro ou prova, desteamis

de campo utilizado que consiste em um coletor de fundo escuro ou telado, local para onde seréo
direcionados os primeiros jatos de leite ordenhados. Os achados macroscopicos permitem
visualizar as alteracGes no leite como a presenca de grumos, filamentos, coagulos, pus e sangue
(VOLTOLINI etal., 2001 SA et al., 2004; CARVALHO, 2005 Na mastite subclinica, por sua

vez, diagnosticaetanto de forma direta, através da Contagem de Células Somaticas (CCS), que
se baseia na observacdo e quantificacdo de leucécitos polimorfonucleares, como de forma
indireta, se aplicando a técniCalifornia Mastitis Tes{CMT) que estima a viscosidade do leite

apos adicdo de reagente padréo (ZAFALEMNal, 2008; SHARMAet al., 2011; DEBet al.,

2013).

Outra forma de classificacéo refere-se a transmisséo dos agentes etiolégicos, 0s quais sédo
separados em dois grupos: contagiosos e ambientais. Patdgenos contagiosos sao adaptados
sobrevivéncia no Ubere, multiplicam-se sobre ou dentro da glandula mamaria, sendo a
transmissao de animal para animal ou de uma glandula infectada para outra durante o processo de
ordenha. Staphylococcus aureusStreptococcus agalactiae Corynebacterium bovis,e
Mycoplasma speciesdo 0s principais agentes etiolégicos contagiosos [BRAY; DODD,

1984; SANTOS; FONSECA, 2007). Os agentes ambientais sdo encontrados no local onde é
realizada a criagdo animal, 0s quais sao encontrados na matéria organica (urina, fezes, esterco)
sendo a transmissdo para as glandulas mamarias entre ou durante o processo de ordenh:
(OLIVER et al., 2004; FREITASet al., 2005). As bactérias Gram-positivas das espécies
Streptococcus uberie Streptococcus dysgalactiaassim como coliformes e enterococos sao
considerados os principais patbgenos ambientais envolvidos na mastite (HOGAN; SMITH, 2012;
KULKARNI; KALIWAL, 2013). Ainda dentro deste grupo, também sdo encontradas bactérias
Gram-negativas coméscherichia coli, Klebsiellpneumoniae, Enterobacter aerogenagm de
leveduras (COSTAtal., 2012) e fungos (PACHAURY al., 2013). O quadro ambiental, quando
comparado com o contagioso, é caracterizado pela alta incidéncia de casos clinicos, curta duragao
e alta frequéncia de manifestacdes agudas (SMITH; HOGAN, 2008).

Streptococcuspp. séo considerados o segundo grupo em grau de importancia na etiologia
da mastite em ruminantes, sendo precediddSpamphylococcuspp. (INNINGSet al., 2005). As
infeccbes porStreptococcussp. trazem consigo importantes questbes em saude publica,

atribuidas tanto ao possivel carater zoonotico cem fatores de viruléncia que incluem



proteinas de superficie, polissacarideos capsulares, exotoxinas, enzimas (hemolisina,
fibrinolisina, etc) e o fator CAMP (ChristieAtkins-Munch-Petersen) (KHA&N al., 2003;
SANTOSetal., 2007).

O génerdStreptococcug formado por bactérias pertencentes a fartlieptococcaceae
Gram-positivas, catalase-negativos e apresentam morfologia de cocos - dispostos aos pares ou en
cadeias. Sao anaerdbios facultativos, visto algumas espécies se multiplicarem mais rapidamente
em atmosfera rica diéxido de carbono, em torno de 5 a 10%. O cultivo apresenta bom
crescimento em meios de cultura enriquecidos, inclusive por adicdo de sangue. Bactérias deste
género podem ser classificadanforme sua capacidade de lisar células vermelhas sanguineas, a
depender do tipo de hemdlise observada nos meios cultura contendo sangue, esses micro-
organismos sao classificados em beta-hemoliticos, alfa-hemoliticos e gama ou ndo-hemoliticos
(CAETANO, 2008). Integrantes da microbiota normal do trato respiratorio, gastrointestinal e
genital de véarias espécies animais, assim como colonizadores transitorios da pele destes. Espécie:
deste grupo apresentam maior capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo em sitios extra
mamarios, sendo 0s agentes etiolégicos classificados como contagiosos, por egemplo,
agalactiae e como ambientais as demais espécies (DOUGeEAS., 2000; DUARTEet al.,

2005).

Entre as espécies do géneBoagalactiaeéd um dos agentes mais isolados em amostras de
leite de bovinos acometidos pelo quadro mastitico (GETANES., 2014; RAMIREZet al.,

2014). Adaptado a sobrevivéncia no hosped&ragalactiagpodesa encontrado na glandula
mamaria de animais doentes ou saudaveis, caracterizando-se por ser causador da mastite
subclinica com tendéncia a cronicidade (COS#ERal.,, 2012).0 potencial zoonético deste
patégeno vem sendo objetivo de vérios estudos. No Brasil, Duarte e cols. (2005) realizaram um
estudo comparativo da distribuicdo de genes especificos de viruléncia entre isolgblos de
agalactiaede bovinos e humanos, e os resultados ndo encontraram similaridade, sugerindo a néo
ocorréncia interespecifica da circulacdo de distintas populacbes deste patdégeno. Entretanto,
estudo semelhante desenvolvido na Nova Zelandia, avaliando a distribuicédo de sorotipos e genes
de resisténcia em isolados 8e agalactiaede bovinos e humanos, demonstrou que 2,4% de
isolados de bovinos foram indistinguiveis dos de origem humana, sugerindo uma possivel
transmissdo homem-animal d& agalactiae(DOGAN et al., 2005). O principal fator de

viruléncia encontrado nesta espécie e somente nesta espécie do género € o fator CAMP, uma



proteina termoestavel que intensifica a lise das hemacias e também possui a capacidade de se
ligar a imunoglobulinas G e M (BAKEBt al., 1988).

O agente ambientabtreptococcus uberipossui grande importancia na etiologia de
episodios clinicos de mastite bovina em todo o mundo, podendo tender ao quadro sébclinica
crénico.A contaminacdo do animal pe® uberisocorre através de fontes ambientais e matéria
organica, havendo indica¢gfes de que o principal veiculo sejam as fezes dos bovinos e que a partir
deste residuo organico ocasi@®gma contaminacdo do solo e a disseminacdo dos micro-
organismos pelo ambiente (LOPEZ-BENVAVIDESal., 2007). Relatos revelaram a existéncia
de uma diversidade extraordinaria de isolado$ daberis assim como, registros tangiveis de
isolados capazes de reproduzir infecgdes clinicas e subclinicas (DOUWBAAR000; TASSEt
al., 2013; HOSSAINet al., 2015). No Reino Unido, registros da década passada ja apontavam
esta bactéria como responsavel por 33% de todos os casos de mastite clinica e ha Dinamarca pol
23% (SEGURA; GOTTSCHALK, 2004). Na mesma época foram registrados o isolamehito de
uberisenvolvendo casos de mastite bovina e bubalina no Brasil (C@S3IA 2000; SANTOS,

2004). Varios potenciais fatores de viruléncia foram identificado$ euberis a lactoferrina e

outros, que estariam relacionados em auxiliar o micro-organismo a evitar mecanismos de defesa
do hospedeiro e facilitar tant® adesdo as células epiteliais como a colonizagcdo do tecido
mamario (SEGURA; GOTTSCHALK, 2004). Um desses fatores, uma nova proteina produzida
por S. uberise designada SUAM (“S. uberisadhesion molecule”), ¢ responsavel pela aderéncia

da bactéria as células epiteliais maméarias do animal (OLIVER; GILLESPIE, 2004). A
confirmacado do isolamento & uberigde infec¢cdes humanas ndo esta documentada.

Tendo em vista o controle da mastite, Massei e cols. (2008) elencaram como essenciais
“o tratamento precoce dos casos clinicos; tratamento de mastite subclinica na interrupcédo da
lactacdo; descarte de casos crénicos; boas praticas de manejo e higiene no processo @e ordenha
monitoramento dos casos clinicos e subclificoBe acordo com Sandgren e cols. (2008), a
escolha da via de administracdo deve considerar os esforcos para minimizar o uso de
antimicrobianos, considerando o diagnostico da enfermidade. O protocolo terapéutico da mastite
bovina deve levar em consideracdo as peculiaridades apresentadas nas duas formas de
apresentacdo desta doencga. Nas infec¢des subclinicas intramarcendder cronico, utiliza-se
tratamento por via intramamaria, sendo bastante recomendada a inclusdo de tratamento parentera

para alcancar melhor resultado (ERKSIBEal., 2002). Ja na mastite clinicacarater agudo, a



recomendacgdo é o tratamento via parenteral, associado ou ndo ao tratamento intramamario, a fim
de evitar o desenvolvimento de bacteremia e septicemia. A intensidade do processo inflamatério
determina o aumento da permeabilidade vascular, facilitando a difusdo dos antimicrobianos, e
também dos micro-organismos. Em muitas situacdes é aconselhavel o uso da terapia combinada,
associando antimicrobianos que apresentam sinergismos, onde um potencializa a acdo do outro
(SILVA, 2003).

A terapia com antimicrobianos é a mais empregada, devido a possibilidade de certificacdo
da eficacia e seguranca da acdo destas substancias através de testes, como cultura marobiologic
e antibiograma (FERNANDES, 2006). A conduta correta € a indicacdo de antimicrobianos
somente apoOs a realizagdo do teste antibiograma. Entretanto, na maioria das situacbes ndo €
possivel esperar o resultado para a tomada de decisdes, sendo iniciado o tratamentotale imedia
Os antimicrobianos sintéticos como amoxicilina, gentamicina, oxitetraciclina de longa acao e
enrofloxacina sé@o indicados para tratamento sistémico. Para infusdo intramaméaria (apdés a
ordenha), produtos a base de gentamicina, lincomicina, penicilina associada a novobiocina,
cefalotina ou cefoperazona sédo os mais utilizados (SILVA, 2003).

Tem-se observado o aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos tradicionais e
consequentemente o aumento de falhas terapéuticas e aumento também dos custos com c
tratamento. Nesse contexto, produtos naturais tem sido uma importante fonte para a descoberta de
novos agentes terapéuticos, 0 que corrobora que as plantas sado especialmente ricas nesse

compostos devido a sua ampla quimiodiversidade (IOK(fl&\, 2015).

2.3 Substancias bioativas - Tratamento alternativo para a mastite

As plantas medicinais comecaram a ser utilizadas pelo homem desde os primordios,
principalmente devido a observacdo do comportamento de animais, que as utilizam como
curativo para as proprias enfermidades (SANT&@&l., 2011). Na historia da evolucéo, a
fitoterapia fez-se presentm, praticamente, todas as civilizagdes. Entre as referéncias escritas
mais antigas, sobre a utilizacdo de plantas como instrumento de cura, esta a obrdehinesa
Ts’ao (“A Grande Fitoterapia”), de Shen Nung, de 2800 a.C. (ELDIN; DUNFORD, 2001).
Relatos posteriores sobre 0s egipcios, assirios e hebreus revelam que, desde 2300 a.C., o cultivc

8



de ervas e a criacdo de classes de medicamentos era pratica comum destes povotgda na a
Grécia, uma grande expansdo do conhecimento acerca do potencial teragf@utiégico das

plantas € reportada, junto a isto, a imensuravel colaborag¢édipderates (460-377 a.C:)o “Pai

da Medicina” em sua obra Corpus Hipocratium na qual foram reunidos os conhecimentos
médicos de seu tempo para auxiliar na identificacdo de cada enfermidade e escolha da fitoterapia
a ser empregada.

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas teve influéncia cultural
(MARTINS, 1995). Até meados do século XX, a utilizacdo de plantas para a cura de diversas
doencas era rotineira, pratica esta que foi passada entre geracdes. Apdés o0 inicio da
industrializacdo, avanc¢os tecnoldgicos levaram a maior producdo de farmacos sintéticos e aos
poucos as pessoas foram atraidas pela promessa de cura rapida e total. No inicio do século XXI, o
cenario brasileiro novamente alterou-se, pois, apesar da maioria da populacdo utilizar drogas
sintéticas, notou-se que os fitoterapicos voltaram a conquistar um espaco, cada vez maior, na
farmacia caseira (GRAMS, 1999; LORENZI; MATQOS, 2002).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Sau@MS, considera-se planta medicinal
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgdos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos” (VEIGA JUNIOR
etal., 2005). A terapia com plantas medicinais ou Fitoterapia, esta Ultima de etimologia derivada
do gregophytos (vegetal) e therapeia (cuidado/terapia), € uma vertente da ciéncia médica
alopética pautada em pesquisas para validacdo do uso de plantas medicinais na cura de doencas
em intima relacdo com a etnobotanica e a etnofarmacologia (SARTI; CARVALHO, 2004;
SILVA etal., 2014). A etnobotanica € uma area que estuda e investiga conceitos e conhecimentos
que grupos sociais/comunidades/sociedades tém a respeito de componentes do reino vegetal
(exemplo: plantas, frutos) (POSEY, 1986), enquanto, a etnofarmacologia consiste na busca
cientifica de agentes biologicamente ativos, tendo por base as terapias vegetais empregadas
popularmente (BRUHN, 1989; PRANCE, 1991).

Desta forma, o conhecimento popular tornou-se ferramenta imprescindivel para a
divulgacao de plantas que possuem acgao curativa, despertando assim o interesse de pesquisadore
de éareas multidisciplinares, a fim de obterem-se mais informacfes sobre as propriedades
quimicas destes vegetais para obtencdo de produtos fitoterapicos (MACHEL 2002). Para

isto, a investigacdo de constituintes quimicos em plantas medicinais, responsaveis pela acéo



farmacoldgica nestes vegetais, redirecionou a conducdo das pesquisas cientificas atuais, que
passaram a adotar o fracionamento dos extratos vegetais brutos para o isolamento de principios
ativos. Com a obtencdo destes, acredita-se que, gradativamente, havera a substituicdo da
utilizacao direta de plantas medicinais, e dos seus extratos brutos, pelas substancias bioativas com
acao farmacoldgica especifica (LEITE, 209

Um breve levantamento realizado no ano de 2012, revelou a utilizagdo de plantas
medicinais e seus derivados no auxilio do tratamento de doengas em humanos, como alzheimer,
cardiopatias, leishmaniose, neoplasias, herpes e artrite (MA¢#BIY, 2012; XINGet al., 2012;

HAZRA et al., 2012; MALHOTRAZEet al., 2012; ASTANIet al., 2012; Llet al., 2012), assim
como, foram encontrados relatos da eficacia antimicrobiana e anti-inflamatéria de fontes de
origem vegetal (MULAUDZEtal., 2012; NlUet al., 2012).

Na medicina veterinaria, a partir da década de 80, observou-se uma crescente aceitacdo de
terapias de origem vegetal no tratamento de animais, sendo relatado um alto indice de eficacia em
tratamentos de parasitoses e enfermidades infecciosas, inclusive tratamentos de mastites, pelos
profissionais adeptos da fitoterapia (COS€Aal.,1985). Tendo em vista, a necessidade de
garantir a eficiéncia de protocolos terapéuticos de bacterioses, observou-se um progressivo
interesse cientifico na busca por novas bases em plantas medicinais, potenciais fontes de novas
moléculas bioativas (COHEN, 1992; RIBEIR®Dal., 2005).

Na década de 90, estudas vitro realizados no Brasil, ja relatavam a eficacia
antimicrobiana de amostras de prépolis de origem brasiigieamostraram 100% de inibicdo de
isolados deS. aureus90 % deS. agalactiaee 91 % deE. coli (LANGONI etal., 1994), sendo a
mesma acao eficaz corroborada para bactérias Gram-positivas isoladas de mastite bovina por
Vargas e cols. (1994). Experimentos realizados nos Estados Unidos por Baskaram e cols. (2009),
e no Brasil por Diaz e cols. (2010), demonstraramitro, a presenca de relevante atividade
antibacteriana de Oleos essenciais obtidos de plantas da eSp@#w@nomum verume de
extratos de plantas d&ymbopogon nardus Baccharis dracunculifoliarespectivamente, contra
patogenos envolvidos na mastite bovina. Pozzo e cols. (2011) confirmaram a presenca de
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais das plantas condime@#dgssjum vulgare
(orégano),Thymus vulgds (tomilho), Lippia graveolenglipia), Zingiber officinale(gengibre),

Salvia officinalis (salvia), Rosmarinus officinaligalecrim) eOcimum basilicum(manjericéo),

frente a 32 isolados dstaphylococcuspp, oriundos de rebanhos leiteiros bovinos. Em outro
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estudo, realizado por Pieri e cols. (2012), foi confirmada atividade antimicrobiana do 6leo de
copaiba e derivados sobre micro-organismos isolados da placa dental de caes, como o
Streptococcusp., Enterococcusp. e Staphylococcusp.

Detentor de 15 a 20% do total de toda a flora, o Brasil € o pais com a maior parcela de
biodiversidade do mundo, além de representar a maior diversidade genética vegetal do mundo
com a catalogacdo de cerca de 55.000 espécies vegetais. No entanto, apenas 8% tiveram sua
substancias bioativas estudadas e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (BRASIL, 2006). No inicio do século XXI, o mercado mundial das terapias naturais
com plantas medicinais j& girava em torno de cerca de 22 bilhGes de ddlares. Tendéncia de
crescimento prevista para o Brasil, que apesar de apresentar grande riqueza floristica com
potencial curativo, posicionava-se atras de paises menos desenvolvidos tecnologicamente
(YUNES et al., 2001). Nos Estados Unidos, produtos derivados de plantas movimentam cerca de
5 bilhdes de ddlares, o que no Brasil estima-se néo ser diferente, pois cerca de 80% da populacao
utiliza terapias naturais, sendo mais utilizadas as de fonte vegetal (FO£Lld 2006;
KAPLAN etal., 2007).

As plantas do grupo d&arcinia spp. constituem ricas fontes de compostos bioativos
(MONACHE etal., 1984; ALMEIDAetal., 2008) Garcinia brasiliensi$¢ uma espécie de arvore
nativa da regido Amazénica, cultivada em todo o territério brasileiro, conhecida popularmente
como "bacupari mirim". Na medicina popular, suas folhas sdo utilizadas para analgesia, Ulceras
gastricas, doencas urinarias e tumorais, além de artrite (CORREA, 1978). A gutiferona-A é uma
das substancias bioativas mais abundantes isoladas de frufasbdasiliensis a qual possui
diversos relatos sobes propriedades farmacoldgicas de seus constituintes na literatura. Dias e
cols. (2012) confirmaram a atuagdo antimicrobiana desta substancia ao observar a sensibilidade
de S. aureugATCC 6538) eBacillus cereudATCC 11778) em teste de suscetibilidade. Além
desta, atividades anti-HIV, tripanocida, antiplasmédica, antioxidante, antitumoral e inibidora de
proteases, também séo atribuidas a gutiferona-A (GUSTARZ@GIN 1992; NGOUDELAet al.,

2006; COELHOet al., 2008; MARTINSet al., 2009. A 7- epiclusianona também €& uma
substancia bioativas, derivada da gutiferona-A, que segundo Almeida e cols. (2008) apresenta
consideravel agcdo antimicrobiana frer§&eptococcus mutanfJA158), além de excelente
capacidade antiproliferativa de células cancerigenas (MURATAI., 2009). O potencial

antimicrobiano de ambas as substancias bioativas, também denominadas metabdlitos secundarios
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ou biomoléculas, sdo pouco conhecidos, havendo a necessidade de mais estudos para que sej
possivel inferir sobre o espectro de acéo, a dosagem, a viabilidade celular mediante o efeito no

organismo animal, dentre outros aspectos farmacologicos que envolvem a acao destes principios.

Figura 2. Estrutura quimica da 7-epiclusianona. Fonte: PERERA, 2010
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Figura 3 — Arvore da espéci€arcinia brasiliensis Fonte: www.arvoresdobrasil.com.br

Figura 4 - A e B- Frutos deGarcinia. brasiliensisFonte: www.arvoresdobrasil.com.br
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O campo de investigacao cientifica de moléculas bioativas de origem vegetal com
potencial antimicrobiano é crescente. Entretanto, a determinacdo de alvos bacterianos para a
utilizacdo de moléculas como principios ativos ainda é escasso, dificultando a caractdazacao
acao antimicrobiana e empregabilidade destas substancias.

Assim, o0 presente estudo realizard a investigagcdo de novos alvos bacterianos para a
gutiferona-A e 7-epiclusianona, com o0 proposito de obter mais informacbes da acédo
antimicrobiana destas biomoléculas, quadd utilizacdo como terapia Unieaem associacao
com os antimicrobianos tradicionais, além de verificar o potencial citotoxico em tecido celular

especifico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano de metabdlitos secundarios bioativos extraidos dos
frutos deGarcinia brasiliensissobre dois isolados d&reptococcuspp causadores de mastite.

3.2 Objetivos especificos

. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das substancias gutiferona-A e 7-
epiclusianona, assim como dos antimicrobianos amoxicilina com clavulanato, ampicilina,
ceftriaxona e gentamicina frenta dois isolados bacterianosstreptococcus agalactiae
Streptococcus uberis

. Determinar o tipo de interacdo resultante da associacdo das substancias bioativas com
antimicrobianos sintéticos, frente aos isolados bacterianos através do teste de sinergismo;

. Avaliar o potencial citotdéxico de cada substancia bioativa e antimicrobiano sintético
selecionado para esta etapa, em cultivo celular de células epiteliais da glandula mamaria bovina
(MAC-T).
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4. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Vigosa, MG,
no Laboratério de Doencas Bacterianas (LDBAC) e Laboratério de Virologia Animal (LVA),
ambos localizados no Departamento de Medicina Veterinaria (DVT), e no Laboratério de

Imunoqguimica e Glicobiologia (LIG) - Departamento de Biologia Geral (DBG).

4 .11solados bacterianos

As bactérias estudadas foraBtreptococcus uberi€Su959) eStreptococcus agalactiae
(Sa4605) obtidas aleatoriamente de amostras da EMBRAPB#do de Leite (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéria, Juiz de Fora - MG).

Preparacdo do Inoculo A partir de solucbes estoque mantidas em freezer - 20°C foram
preparadas suspensodes de ativacdo a 1% de bactéria e incubadas por 18 horas (overnight). Desta:
25 pL (microlitros) foram semeados com auxilio de alca de Drigalski em placas de Petri
contendo fina camada de Agar Triptona de Sofayptic Soy AgaTSA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis,USA), obtendo-se as coldnias apds 24 horas de incubacdo. Conforme as recomendac¢fes do
Clinical and Laboratory Standards Institu{€LSI, 2012) utilizou-se o Método de Suspenséo
Direta de Colbnias, onde foram transferidas cerca de 3 col6énias de cada isolado para tubos de
ensaio contendo 3 mL (mililitros) de Caldo Triptona de Sdjayptic Soy Brot(TSB) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) e, apoés incubacdo a 37°C por 2 horas, obtiveram-se suspensdes turvas
contendo bactérias em fase de crescimento exponencial. Quanto a turbidez, estas suspensode:
bacterianas foram ajustadas a densidade 0,5 do padrdo McFarland (CLSI, 2012), assim como,
lidas em espectrofotdometry-Vis BioMate 3S, Thermo Sciefiy@m comprimento de onda ()

de 550 nm (nandmetros) obtendo-se a densidade oOptica (D.O.) de 0,1 nm correspondente a
concentracdo de 1,0 x & nidades Formadoras de Colonia (UFC)/mLSteeptococcuspp.

neste experimento. Utilizou-se esta concentracdo como ponto de partida para o preparo de
inoculos, quando da realizacdo de cada etapa da experimentacdo. Posteriormente, 100 pL da
suspensao bacteriana de cada isolado foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de
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TSB, alcangando-se a concentracéo de 1,0/ WEC/mL, resultando assim na caracterizagdo do

indculo bacteriano.

4.2 Substancias bioativas

As substéancias bioativastudadas foram a gutiferoAa(M11) e 7-epiclusianonéV6),
fornecidas pelo professor Marcelo Henrique dos Santos, coordenador do Laboratério de Quimica
Organica, do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil. Estas substancias foram obtidas a partir de frutdSadeinia brasiliensis plantadas e
crescidas no herbario da UFV, Minas Gerais, Brasil, sendnicherde seu exsicata, depositada
sob o numero VIC2604.

Preparo das substanciasAs solucdes de trabalho foram preparadas a partir da adicdo de 500 pL
de solvente dimetilsulfoxido - DMSO (VETECRio de Janeiro, Brasil) a 1 mg de amostra
liofilizada de cadaubstancia, e posterior adicdo de 500 p ltadigao fosfato-salino - Phosphate

Buffered Saline (PBS), obtendo-se a padronizacdo da concentragéo final de 1 mg/mL a 50% de
DMSO. A baixa solubilidade de ambas as substancias mostrou a necessidade da utilizacdo de
solvente DMSO e, para isso, realizou-se previamente diluicdo seriada em microtubos tipo
Eppendorff, a fim de observar até afjiconcentracdca solucdo apresentaria aspecto mais
transltcido, correspondente a melhor solubilizacdo das substéancias bioativas.

4.3 Antimicrobianos sintéticos

Foram selecionados antimicrobianos usados no tratamento da mastite bovina, como por
exemplos, ampicilina, ceftriaxona e amoxicilina com clavulanato (beta-lactamicos), e
gentamicina (aminoglicosideos). Da obtenc&do dos antimicrobianos sintéticos, a ampicilina foi
obtida em farméacia de manipulacéo, e os outros trés obtidos em farmacia alopatica. A solugéo de
trabalho foi preparada no mesmo dia da utilizagdo, na concentracao final de 1 mg/mL, sendo
utilizada a quantidade de 1 mL de PBS para diluicdo destes farmacos.
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Todos os antimicrobianos sintéticos e as substancias bioativas foram testados para ambos
os isolados estudados em triplicata e em quatro repeticdes. Todas as solucdes de trabalho foram

preparadas no dia do experimento, a fim de evitar possivel degradacao.

4.4 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Mini@alM

Adaptando protocolo utilizado por Moreira e cols. (2005) e usando a técnica de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2009/2012), o volume de 500 pL de PBS foi adicionado a 10
microtubos tipoEppendorffde 1,5 pL, sendo realizada diluicdo seriada 1:2 com solucdes de
trabalho de antimicrobianos sintéticos e com substancias bioativas. Foram adicionados 100 pL da
solucao diluida de cada antimicrobiano e de cada substancia aos pocos de microplaca de 96 pocos
juntamente a 100 pL do inéculo de cada isolado bacteriano, totalizando 200 pL por poco. Com
esta nova diluic&o, o indculo bacteriano alcangou a concentragéo final IEQMNL. Assim, os
valores das concentragfes testadas foram 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90; 1,95; 0,82 e
0,41 pg/mL. Para o controle positivo, utilizou-se 100 pL do in6culo junto a 100 puL de TSB e
para o negativo, apenas 200 uL de TSB. Apds 24 horas em estufa a 37°C, as microplacas foram
lidas em espectrofotometro. Os resultados de CIM foram obtidos por meio do célculo da média
dos resultados dos testes de microdiluicdo realizados em duplicata e em quatro repeticées. Para
analise dos resultados dos testes de suscetibilidade foi adotada a comparacéo dos valores de CIV
com pontos de corte (CLSI, 2014).

4.5 Interacdes entre antimicrobianos sintéticos e substancias bioativas

Para a determinacdo da interacdo sinérgica, aditiva ou antagbnica existente quando da
combinacdo de antimicrobianos sintéticos com as substancias bioativas foi utilizado o teste de
sinergismo aplicandee o0 métodoCheckerboarccom adaptacdoes (REUK-NGAM al., 2014).

Foram utilizados os antimicrobianos que apresentaram valores de CIM acima ou iguais aos
pontos de corte correspondentes a resist@rieeptococcuspp

A partir das solugbes de trabalho de antimicrobianos e de substancias bioativas

realizaram-se os reajustes das concentracfes das mesmas para 4x; 2x; 1x; 0,5C&M0,25x
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Cada teste foi montado em uma microplaca estéril de 96 posq®gds das colunas foram
preenchidos com 50 pL da solugdo antimicrobiana (de cima para baixo) e das linhas ¢om 50 p
da solucédo da substancia bioativa (direita para a esquerda), sendo, além disso, adicionados 10C
puL do inéculo bacteriano. Para o controle de cada substancia, foram adicionados 50 uL de PBS,
50 pL de solucao antimicrobiana ou substancia bioativa e 100 pL de inoculo bacteriano em pocos
localizados na fileira A e na coluna 6. Deste modo, as concentracdes finais ficaram na diluicdo
1:4 (2x; 1x; 0,5%; 0,25x € 0,12 x CM

1 2 3 4 5 6
A 2X 1x 0,50x 0,25x 0,12x 0x 5
B 2x+0,12y 1x+0,12y 0,50x+0,12y 0,25x+0,12y 0,12x+0,12y 0,12y >
C 2x+0,25y 1x+0,25y 0,50x+0,25y 0,25x+0,25y 0,12x+0,25y 0,25y
D 2x+0,50y 1x+0,50y 0,50x+0,50y 0,25x+0,50y 0,12x+0,50y 0,50y
E 2x+1ly Ix+1ly 0,50x+1y 0,25x+1y 0,12x+1y ly
F 2x+2y 1x+2y 0,50x+2y 0,25x+2y 0,12x+2y 2y

X: antimicrobiano sintético; Y: substancia bioativa; 0: controle positivo - suistantimicrobiana e substancia
bioativas ausentes.

Figura 5 — Montagem de teste de sinergismo entre antimicrobianos sintéticos e salsstiiatvas
utiizando o métodoCheckerboardcom adaptagbes, demonstrando a combina¢do bidimensional das
diferentes concentracoes.

Apoés a incubacdo a 37°C por 24 horas, as microplacas foram lidas em espectrofotdmetro

(D.Osg5),. Os testes de sinergismo foram realizados em triplicatas e os valores de D.O. tiveram
suas médias calculadas para confeccao de isobologidBWE.ETT, 1969) .

Interpretacéo dos resultade<0s isobologramas foram construidos para a observacéo da linha de

tendéncia tracada (Figura & partir dos resultados obtidos nos testes de sinergjismo
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Figura 6 — Isobolograma demonstrando as possiveis linhas de tendéncia tragadas a partir dos resultados da
interacdo entre duas substancias. Efeito antag6nico: linha tracejgdaf€ito aditivo: linha continua;
efeito sinérgico: linha pontilhada (...). Fonte: Biavatti, 2009.

4.6 Teste de citotoxidade

A citotoxidade das substancias bioativas foi avaliadatro com as células epiteliais da
glandula mamaria de bovinos (MAD-utilizando o método de redugcdo MT3-[-4,5- dimetil-
tiazol-24l] -2,5-difenil tetrazolium brometo) segundo Mosmann, 1983.

Preparo de células MAQ- As células MAC-T foram cultivadas e mantidas em frasco de cultura
de 25cm (Corning Incorporated - Life Sciences, NY, E.U.A) em meio de manutencéo
constituido de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco-BRL, Grand Island, NY,
E.U.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
penicilina (100ug/mL) e estreptomicina (100pg/mL) (HUYNH et al., 1991). Os frascos foram
incubados por 37°C em atmosfera umedecida e com 5% gle @iSualizadas diariamente com
auxilio de microscopio invertido Olympus 1X70 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, Jap&o)
para obtencédo de monocamada com confluéncia celular de 90 a 95%.

Apés a obtencdo da confluéncia desejada, descartou-se 0 meio de cultivo e se iniciou o
desprendimento das células utilizando o método de tripsinizacdo segundo a rotina do laboratorio
de Virologia Animal para obtencdo quellet de células MAC-T que sera usado no teste.

suspensédo de trabalho de células foi ajustada a concentracdo padrdo*del@kldmL. Para
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isso foram transferidos 20 pL desta suspensdo para camara de Neubauer e, apds contagem da
células nos quatro quadrantes maiores, calculou-se a média e obteve-se o valor de 187,75 x 10
células/mL em 10 mL de suspensédo. Para obter a concentracdo de células desejadas foi necessari
reajustar o volume da suspensado para 77 mL. Assim, cada 100 pL continha a conocgatracéo
2x10 células/mL. Apds o preenchimento das microplacas com MAC-T, estas foram incubadas
em estufa a 37°C, em atmosfera umedecida e com 5% dael@énte 16 horas (overnight),

sendo, ao final disto, observada a formacdo de monocamada de células no fundo de cada poco

sendo descartado o sobrenadante excedente por inversao.

Montagem do testeAs solucdes de antimicrobianos e de substancias bioativas foram preparadas
com base nos valores de CIM obtidos para cada isolado, sendo utilizadas as mesmas
concentracdes do teste de sinergisAdigura 8 mostra as concentracoes testadas e a disposicao
destas na microplaca, paesavaliagdo da citotoxidade em células epiteliais da glandula mamaria
de bovinos (MACY).

1 2 3 4

A 2xCIM 2xCIM 2xCIM 2xCIM
B 1xCIM 1xCIM 1xCIM 1xCIM
c 0,5xCIM 0,5xCIM 0,5xCIM 0,5xCIM
D 0,25xCIM 0,25xCIM 0,25xCIM 0,25xCIM
E 0,12xCIM 0,12xCIM 0,12xCIM 0,12xCIM
G C- C- C- C-

H C- C- C- C-

CIM = Concentracao Inibitéria Minima; C- = Controle Negativer pogos vazios

Figura 7 — Concentracdes testadas de antimicrobianos sintéticos e substancias bioativadipgia ada
citotoxidade em células epiteliais da glandula mamaria de bovinos (MAC-T).

Todos os pocos das linhas A-E foram preenchidos por 100 pL de solu¢do antimicrobiana
e por 100 pL de DMEM, totalizando 200 pL por poco. Enquanto, os pocos das linhids G e
corresponderam aos controles negativos (C-), os quais foram preenchidos apenas por 100 pL de

meio DMEM. Concluida a montagem, as microplacas foram encaminhadas para incubagédo a
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37°C em atmosfera umedecida com 5% de @@ante 72 horas e, posteriormente, realizou-se o

ensaio de MTT para avaliagéo da viabilidade celular.

Ensaio de MTT -Utilizou-se uma adaptacdo do método colorimétrico de reducdo do MTT
descrito por Mosmann (1983). Este se baseia na capacidade do sal de MTT de entrar@a célula
ser reduzido a formazana, seu produto azul escuro ndo sollvel, em 4gua, 0 que ocorre somente
em células com atividade enzimatica mitocondrial. Desta forma, conforme Stockert e cols.
(2012), a quantidade de formazana produzida influenciara na leitura dos valores de densidade

optica (D.0O.), os quais revelardo proporcionalmente o nimero de células viaveis.

ApoOs a incubacéo por 72 horas da microplaca, o sobrenadante foi descartado por inversao
e adicionou-se 50 pL de MTT a 1 mg/mL de PBS a cada poco das microplacas, e estas
retornaram para condicdes de incubagcdo anteriores por mais 4 horas. Novamente foram
descartados os sobrenadantes e adicionados 100 pL de DMSO nos pocos, e as microplacas
incubadas novamente com leve agitacdo por 1 hora a 37 °C para solubilizacdo dos sais de
formazana. A leitura da D.O. foi realizada por meio de espectrofotdmetro de microplacas a 550
e, posteriormente, foram analisados os resultados. O teste foi realizados em quadruplicatas em
duas placas diferentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentragéo Inibitoria MinimaCIM

Os valores de CIM obtidos foram categorizados quanto a condicdo de suscetibilidade,
através da comparagdo com pontos de corte de antimicrobianosStpapsococcusspp.,
padronizados pelo CLSI (2014) e EUCAST (2016).

No caso das substancias bioativas, a gutifePoea-epiclusianona, apresentaram valores
de CIM que variaram de 15,62 a 0 @&ymL (Tabela 1).

Tabela 1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das substancias bioativas determipada Su95@
Sa4605.

ISOLADOS Streptococcuspp. Substancias Bioativas - CIM (ug/mL)
M11 M6
Su 959 Streptococcus uberis 15,62 3,90
Sad605- Streptococcus agalactiae 7,81 0,97

M11: gutiferona-A; M6: 7-epiclusianona

Na figura 8, se encontram as médias das leituras das absorbancias realizadas em triplicatas
para a determinacdo da CIM da gutiferona-A e 7-epiclusianona para cada isolado. Os grafic

referentes a esta figura encontram-samexo 1

M11 c+ (uéfn?L) 125 | 62,5 | 31,25 | 15,6251 7,8132| 3,906 | 1,953 | 0,977 | 0,488 | TSB
959 | 0.648| 0,3026 0'365 0,0985| 0,0758) 0,0692 | 0,2499| 0,2778| 0,3585| 0,3704 | 0,3773| | 1,0
MEDIA :
4605| 0,503| 0,2803 0'51352 0,1037| 0,078 | 0,0675 0,0573 | 0,2306| 0,2633) 0,2849 | 0,2488| 1
M6 c+ 250 | 125 | 625 | 31,25 | 15.625| 7,813 | 3,906 1,953 | 0,977* | 0,488 | TSB
) 959 | 0.742| 06196 | 9419 0.2405| 0,1104| 0,0665| 0,0587 | 0,0632| 0,1044| 0,147 | 0,1811
4605] 0,723| 0,462 | 0,373| 0,2226] 0,1021| 0,072 | 0,0618 0,0905| 0,0595 0,0593*| 0,1637| 050

M11: gutiferona-A; M6: 7-epiclusianona; Cpoco sem antimicrobiano - apenas bactéria.
Su959:Streptococcus uberi§a4605 Streptococcus agalactiae.

123 *
1y T

" valores de absorbancia referentes a CIM média de cada substancia bioativa.
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Figura 8 — Valores das absorbancias médias, obtidas por testes realizados em tripleatas,
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da gutiferona-A e 7-epintmsi para
Streptococcus uberiSw59) eStreptococcus agalactig&at605).

A inibicdo da multiplicacdo de Su959 e Sa4605 constitui novo e relevante dado sobre a
acdo antimicrobiana da gutiferona-A e 7-epiclusianona sobre isolados de campo de mastite
bovina. Desse modo, demonss@a importancia destas substancias para utilizagdo como terapia
no controle da mastite causada por estes patdgenos. Os valores baixos de CIM corroboraram o
grande potencial antibacteriano destas substancias bioativas, descrito anteriormente para bactérias
Gram-positivas ATCC por Almeida e cols. (2008) e Dias e cols. (2012).

Os valores da CIM dos antimicrobianos sintéticos para os isolados Su959 e Sa4605
apresentaram valores variando de 125 a 7,81 pg/mL (Tabela 2). Os dois isolados apresentaram

resisténcia para ampicilina e a gentamicina (Tabela 2).

Tabela 2 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos antimicrobianos sintéticos e g@mdde
suscetibilidade elStreptococcus uberiSu959) eStreptococcus agalactig&a4605).

Antimicrobianos sintéticos CIM (ng/mL) e condicédo de suscetibilidade
Su 959 Sa4605
Ampicilina 125,0 R 31,25 R
Amoxicilina-Clavulanato S ---1 S
Ceftriaxona ---2 R ---3 S
Gentamicina 31,25 R 7,81 R

Condicao de suscetibilidadeS: sensibilidade; R: resisténcia

--- : determina¢&o da CIM néo foi possivel

13 ngo houve multiplicagdo do isolado bacteriano em nenhuma das concentra¢iesigstaimelaeste de CIM.
2houve multiplicacéo do isolado bacteriano em todas as concentracdes estabelecidasenGlifdste d

Na figura 9, encontram as médias das leituras das absorbancias realizadas em triplicatas
para a determinacdo da CIM dos antimicrobianos sintéticos para cada isolado. Os gréficos

referentes a esta figura encontram-samexo 2
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A C+ 250 125* 62,500 31,25* 15,62* 7,81* 3,900 1,950 0,970 0,480 TSB
MEDIA 959 0,7422 0,0573 0,0633" 0,3538 0,3669 0,3656 0,4459 0,3671 0,4051 0,4192 0,4334 0,0597
4605 0,6492 0,0575 0,0575 0,0595 0,057% 0,1355 10,1491 0,1713 0,1496 0,1859 0,2292 0,0641

AC
MEDIA 959 1,1691 10,0798 10,0711 0,076 0,0623 0,0605 0,0628 0,0608 0,0585 0,0581 0,1034 0,0478
4605 0,7533 0,0828 0,0735 0,0639 0,0618 0,0609 0,0642 0,0582 0,0578 0,0573 0,0647 0,0513

C
MEDIA 959 0,7751 0,1177 0,2354 0,3077 0,3324 0,3548 0,3859 0,3923 0,4156 0,4706 0,4715 0,042
4605 0,6334 0,0612 0,0597 0,0586 0,0583 0,058 0,0584 0,0588 0,0582 0,0565 0,0589 0,0532

G
MEDIA 959 1,1155 10,0682 0,0688 0,0666 0,06 0,093* 0,8786 0,846 0,8983 0,8891 10,9143 0,05
4605 0,6523 0,0619 0,062 0,0605 0,0604 0,0612 0,0643* 0,3831 0,3788 0,3707 0,3427 0,0494

A: ampicilina; AC: amoxicilina com clavulanato; C: ceftriaxona; G: gentamicina

L23*: ahsorbancia média da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM); ambos marcadosgseim nimero.
959 0u Su959Streptococcus uberid605 ou Sa460%treptococcus agalactiae

C+: valor de absorbancia de pogos com bactérias com multiplicac@eérecia de antimicrobianos.

TSB: Tryptic Soy Broth Caldo Triptona de Soja.

Figura 9 — Valores das médias das absorbancias realizadas em triplicatas para a deterd@nacao
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos sintéticos &raptococcus uberig
Streptococcus agalactiae

Os valores obtidos de CIM para ampicilina frente Su959 e Sa4605 foram,
respectivamente, 125 pg/mL e 31, 25 pg/mL, valores estes acima do ponto de corte padronizado,
de 0,25 pug/mL. Desta forma, os isoladosSdeuberis e S. agalactigestados mostraram alta
resisténcia a ampicilina, condi¢cdo contraria a relatada recentemente pelo CLSI €204#4),
outros autores, como Erksine e cols. (2000), Rossito e cols. (2@®2)aRe cols. (2008), além
de Loures (2011), que relataram uma alta sensibilidadstré@tococcuspp em relacdo ao
grupo das penicilinas.

A eficaz acdo de inibicdo encontrada nos testes de suscetibilidade, envolvendo
amoxicilina e clavulanato, foi condizente com a sensibilidade padrong&d (ug/mL) para o
géneroStreptococcuyse relatada par&. uberis e S. agalactigeor Minst e cols., em 2012
amoxicilina pertence ao grupo de penicilinas semissintéticas e sua associacdo ao clavulanato
tornou-se necessaria nos ultimos anos devido a resisténcia bacteriana observada em terapias
anicas com amoxicilina (ANDRADE, 2011). A associacdo aos inibidores de betalactamases
como o clavulanato, tem sido uma das estratégias empregadas quando intenta-se aumentar C
potencial antimicrobiano da amoxicilina, impedindo assim a multiplicagdo de bactérias
produtoras d@-lactamases, capazes de bloquear a agdo dos farmacos B-lactamicos (ANDRADE,

2011), resultando na tendéncia do perfil do teste de suscetibilidade em relacdo a ampicilina.
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Por outro lado, a ceftriaxona néo foi capaz de controlar a multiplicagédo de Su959, apesar
da inibicdo total da multiplicagdo de Sa 4605. As cefalosporinas de terceira geragcdo sé&o
suscetiveis a hidrélise pftlactamases induziveis codificadas cromossicamente, isto €, o simples
fato da realizacdo de tratamento com uma cefalosporina de terceira geracdo pode levar o micro-
organismo alvo a produzp-lactamases, tornando-se resistente a acao deste farmaco. A acao
antimicrobiana das cefalosporinas de terceira geracdo, como a ceftriaxona, € altamente superior
em relacdo as geracdes anteriores, sendo conhecidas pela grande capacidade antgmdoteriana
micro-organismos Gram-positivos do géneétreptococcufANDRADE, 2011). No Brasil,
estudos como o de Maiolini (2013), que asseverou sensibilidade de 81,3% dos isolados de
Streptococcuspp a cefoperazona, uma cefalosporina do mesmo grupo da ceftriaxona; e nos
EUA, estudo realizado por Erksine e cols. (2002), que revelou através da analise de amostras, do
periodo de 1994 a 2000, que 100% dos isoladoS.deberisforam sensiveis ao ceftiofur
confirmam a tendéncia da condicéo de sensibilidade destes micro-organismos para cefalosporinas
de terceira geracéo.

Quando comparado ao ponto de corte da gentamicina, o valor obtido de CIM de 15,62
pg/mL para Sa4605 apontou para uma condicdo de baixa resisténcia, caracteristica anteriormente
citada por estudiosos como Schrdder e cols. (2005) e Nam e cols. (2009). No entanto, a CIM
obtida para Su959 revelou condi¢do de sensibilidade moderada ou intermediaria, fato encontrado
também por Kaspar (2006).

Desta forma, os resultados encontrados no presente estudo revelaram que Su959 é
resistente aos antimicrobianos ampicilina, gentamicina e ceftriaxona, fato este que n&ao
corresponde aos relatados encontrados nos trabalhos de Erksine et al., (2000)eecM#st
(2012) os quais revelam sensibilidade Streptococcus uberisolados de mastite bovina aos
antimicrobianos supracitados. O uso excessivo de antimicrobianos na terapia e na prevencao da
mastite no lugar onde o isolado foi obtido pode ser um dos fatores para esse fato.

Claramente, observa-se a estruturacdo de um ciclo de resisténcia bacteriana, alimentado
pela utilizacdo indiscriminada e incorreta de antimicrobianos sintéticos, principalmente para
situagOes preventivas. Os resultados de CIM dos antimicrobianos selecionados revelaram a
necessidade da utilizacdo de doses mais elevadas que as doses terapéuticas para que consiga
inibir a multiplicacdo bacteriana, ou a troca da droga terapéutica. Mesmo assim cssaralpa

tempo, verifica-se um processo de selegdo de estirpes cada vez mais resistente. A resisténcia
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bacteriana é um problema de salude publica também, pois as bactérias podem contaminar os
humanos, no caso, pelo leite e derivados, resultando em patologias. Além disso, sabe-se que 0
mecanismo de transferéncia de genes de resisténcia entre as bactérias patogénicas ou hac
patogénicas, acontece com muita eficiéncia em diferentes nichos ecolégicos (OLI®EARA

2015).

A combinagdo com outros antimicrobianos e/ou a utilizacdo de farmacos alternativos
constituem opc¢des para diminuir este processo de selecdo de bactérias resistentes. Assim, par:
realizacdo do teste de Sinergismo foram utilizados os resultados da CIM como base para a
selec&o dos antimicrobianos ampicilina e gentamicina, para os quais os isolados Su959 e Sa4605

apresentaram perfis de resisténcia.

5.2 Teste de Sinergismo

Os resultados obtidos da associacdo dos antimicrobianos sintéticos com as substancias
bioativas foram analisados a partir das curvas de dispersédo contidas nos isobologramas, os quais
foram delineados a partir dos resultados pela metodologiaeiekerboard

No total, oito combina¢Bes de antimicrobianos foram testados, sendo observado em seis
desta interacdes sinérgicas bem definidas. As figuras 10 a 13 mostram a eficiéncia das interacdes
entre as substancias bioativas e os antimicrobianos sintéticos, onde observou-se a inibicdo da
multiplicacéo do isolad8treptococcus uber{&u959) em todas as situagoes.
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Figura 10 - Isobolograma referente a interacdo sinérgica entre as fracdes de CIM M6959 e CIM A959
CIM= Concentracao Inibitéria Minima; M6= 7-epiclusianona; A = Ampicilina;: @#eptococcus uberis.
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Figura 11 - Isobolograma referente a interacdo sinérgica entre as fracdes de CIM M6959GO&IM
CIM= Concentragéao Inibitéria Minima; M6= 7-epiclusianona; G= Gentamicina;&B&ptococcus uberis
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Figura 12 - Isobolograma referente a interacdo sinérgica entre as fracdes de CIM M11959 e CIM A959
CIM= Concentragéo Inibitéria Minima; M11= gutifenora-As= Ampicilina; 959 Streptococcus uberis
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Figura 13 - Isobolograma referente a interacdo sinérgica entre as fracdes de CIM M11959 e CIM G959
CIM= Concentrac¢ao Inibitéria Minima; M6= 7-epiclusianona; G= Gentamicina;&B&ptococcus uberis

Osvalores de CIM de Su959 obtidos apontaram para a necessidade da utilizacdo de doses
maiores do que as recomendadas pelos fabricantes de antimicrobianos para o controle da
multiplicacdo deste isolado. Porém, apds a associacdo com as substancias bioativas, houve a
potencializacdo dos efeitos da ampicilina e da gentamicina, sendo obsesfadeia mesmo
quando utilizada doses em concentragbes abaixo daquelas recomendadas pelo fabricante.
Berenbaum (1989), relata em seu trabalho o fato de que a combinacdo de agentes de diferentes
origens realmente difere do efeito encontrado nestes, isoladamente.

As figuras 14 a 17 mostram os resultados das associa¢Oes das substancias bioativas com &
gentamicina e ampicilina para o isolaBtreptococcus agalactiagsa4605). Foram verificadas
interacbes sinérgicas nas figuras 15 e 17, onde houve a inibicdo da multiplicacdo do isolado
Sa4605, fato importante pois este isolado apresentou um perfil de resisténcia a ampicilina e
gentamicina, drogas usadas no tratamento da mastite bovina

A figura 14 mostra que a interacdo sinérgica entre a ampicilina e a 7-epiclusianona que
foi predominante, entretanto no terco final da curva de dispersdo houve mudanca na tendéncia
desta resposta, sendo visualizado um efeito antagdnico. Mais testes deverdo ser realizados pare
elucidar esse comportamento. Na pratica, devera ser usada apenas as concentracdes onde houve
sinergismo

Ainda envolvendo a ampicilina, na figura 16, quando em associagdo com a gutiferona-A,

observou-se em um primeiro momento que a tendéncia da curva de dispersdo revelou efeito
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adtivo, no entanto esta tendéncia ndo se manteve. Conforme ocorreu o aumento das
concentragbes de ambos os farmacos, verificou-se que a atividade antimicrobiana de ambos

decresceu e a interacdo passou a apresentar carater antagonico.

1,2
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Figura 14 - Isobolograma referente iateracao sinérgicapredominante e tendéncia final de interagéo
antagonicaentre CIM M64605e CIM A4605. CIM= Concentragdo Inibitéria Minima; M6= 7-
epiclusianona; A= Ampicilina; 460%treptococcus agalactiae
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Figura 15 - Isobolograma referente iateragdo sinérgicaentre CIM M64605e CIM G4605. CIM=

Concentracao Inibitéria Minima; M6= 7-epiclusianona; G= Gentamicina. CIM= Coacé&attnibitoria
Minima; M6= 7-epiclusianona; G= Gentamicina, 4688eptococcus agalactiae
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Figura 16 - Isobolograma referente iateragdo aditiva na primeira metade da curvaimeragéo
antagbnicana outra metade, entre CIM M114605 e CIM A4605. CIM= Concentragéo Inibitéria Minima;
M11= Gutiferona-A; G= Gentamicina; 4605treptococcus agalactiae
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Figura 17 - Isobolograma referente iateracdo sinérgicaentre CIM M114605 e CIM G4605. CIM=
Concentracao Inibitéria Minima; M11= gutiferona-A; G= Gentamicina, 4608ptococcus agalactiae

Sendo assim, para o isolado Sa4605 pode-se observar que, o efeito antagbnico se fez
presente conforme ocorreu 0 aumento das concentragbes de ambas as substancias, o que torn

possivel afirmar que dependendo da concentracdo associada, ambos podem interferir no efeito
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um do outro. Apesar desta Ultima condicdo, o efeito adicdo observado inicialmente, entre a
ampicilina e a gutiferona-A, constitui um resultado satisfatério, visto que a ampicilina quando em
associacdo, mesmo em concentracdes subinibitorias, exerceu melhor atividade antimicrobiana em
relacdo a quando testada individualmente em sua concentragao inibitoria padréo.

Esses resultados apontam um caminho de grande éxito no tratamento da mastite bovina,
uma vez que o cenario de bactérias resistentes aos antimicrobianos tradicionais é crescente.
Assim 0 uso de associacdes de drogas de diferentes origens é promissor também na Medicina

Veterinaria.

5.3 Teste de citotoxidade

Diante da analise quantitativa dos valores de absorbancia obtidos (Figuras18), o
resultados revelaram que a gentamicina, ampicilina e 7-epiclusianona (M6) ndo causaram efeito
citotoxico nas células MAC-T em nenhuma das concentracfes antimicrobianas determinadas a
partir da CIM dos mesmos. Estas trés substancias mostraram-se seguras para utilizécdo de at
duas vezes a CIM, sem a ocorréncia de alteragfes da viabilidade das células dpitgbaidula
mamaria- MAC-T.

Por outro ladoa gutiferona-A(M11) revelou seu carater citotoxico as células MAGa
concentracdo de uma vez a CIM (1xC]Mdgterminado para Su959, e duas vezes a CIM (2xCIM)
para Sa4605. Apesae 11 causar de 23,60% a 56,1% de toxicidade em células MAC-T, estas
alteracdes estdo restritas as concentracdes maiores que 0,5 x CIM. Tendo em vista que no teste d
Sinergismo a fragao de CIM utilizada ¢ <0,5xCIM, pode utilizar esta substancia bioativa em
protocolos terapéuticos associadas a antimicrobianos tradicionais.

Abaixo estdo demonstradas as densidades Opticas de todos os antimicrobianos testados,
valores obtidos a partir do calculo da média das absorbancias, em duas repeticbes e em

quadruplicata, de cada concentracéo (Figura 18).
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Antlmlci'oblanos Densidade Optica - D.O. (%)

CIM 2xCIM 1IxCIM 0,5xCIM 0,25xCIM  0,125xCIM
G959 100,85%  98,17%  102,75%  99,58% 100,28%
G4605 102,54%  103,34% 105,68% 100,87 103,74%
A959 102,42%  103,39% 100,17%  100,46% 100,06%
A4605 102,30%  102,59% 100,63%  100,52% 100,29%
M11959 43,09% 76,40%  110,34%  106,77% 106,35%

M114605 59,16% 101,64% 101,99%  101,87% 100,23%
M6959 98,24% 104,21% 101,58%  101,05% 100,64%
M64605 102,80%  102,29%  99,49% 99,71% 99,71%

959 = Su959Streptococcus uberisA605 = Sa46055treptococcus agalactiae
G: Gentamicina / A: Ampicilina / M11: gutiferona-A / M6: 7-epiclusianona

Figura 18 — Valores percentuais de densidade o6ptica (D.O.), calculados a partir wa leis
absorbancias dos ensaios de citotoxidade em cultivo de células epiteliais da glamatéarbovina
(MAC-T) as concentracfes determinadas a partir da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), gara ca
antimicrobiano selecionado frente a Su959 e Sa4605.

Os resultados, de forma geral, revelaram que os antimicrobianos sintéticos e as
substancias bioativas usadas ndo apresentaram efeito citotoxico consideravel sobre a célula
MAC-T que possa comprometer a utilizacdo destes para a abordagem no tratamento da mastite.
Com excecdo da gutiferona-A, que apresentou efeito citotoxico nas duas concentracdes mais
altas.

Tendo em vista, a realizagdo deste estudo para averiguar a possibilidade da utilizacao das
substancias bioativas como potencializadoras do efeito de antimicrobianos sintéticos ineficazes
devido a resisténcia bacteriana, pode-se dizer que os resultados sdo promissores € animadores,

além de incentivar a sua continuidade.
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6. CONCLUSOES

- As substancias bioativas gutiferona-A e 7-epiclusianona demonstraram potencial
antimicrobiano frenteStreptococcus uberis e Streptococcus agalactis@ados de leite de
bovinos com mastite.

- As substancias bioativas recuperaram e potencializaram a ac¢ao antimicrobiana de drogas
sintéticas usadas no tratamento da mastite bovina quando associadas a estes.

- As substancias bioativas ndo apresentaram carater citotoxico em células epiteliais da glandula
mamaria de bovino (MAQ-) em concentracbes necessarias para 0 uso em associagcdes com 0s

antimicrobianos sintéticos.
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Figura A’ - Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da gutiferona-A (M11) para
Streptococcus uberiSu959).A CIM média de M11para este isolado esta representada pela coluna cinza
na figura acima. D.Qso = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nanémetros.
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Figura A’> - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da gutiferona-A (M11) para
Streptococcus agalactia&a4605)A CIM média de M11 esta representada pela coluna preta na figura
acima. D.Oseo = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nanémetros.
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Figura B’ - Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da 7-epiclusianona |isi@)
Streptococcus uberigSu959). A CIM média de M6 para este isolado esta indicada na coluna com
coloragéo cinza. D.Qeo = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nandémetros.
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Figura B>’ - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da 7-epiclusianona [§&i@)
Streptococcus agalactig&a4605). A CIM média de M6 para este isolado esta representada na area do

grafico em coluna de coloracao preta. Di49= leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560
nandmetros.
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ANEXO I
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Figura A - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da ampicilina paeptococcus
uberis (Su959). A CIM média de ampicilina para este isolado esta representada nadeatoi@acao
cinza. D.Oseo = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nan6metros.
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Figura A* - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da ampicilina $aegptococcus
agalactiae (Sa4605). A CIM média de ampicilina para este isolado estd representada na coluna de
coloracéo preta. D.Qgso = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nanémetros.
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Figura B - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de amoxicilina com clavolpaed
Streptococcus uberigSu959). A CIM média de amoxicilina com clavulanato ndo foi determinada para
este isolado. AC = Amoxicilina com clavulanato; Ds€.= leitura das absorbéncias no comprimento de
onda de 560 nanémetros.
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Figura B* - Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) amoxicilina com clavulanato para
Streptococcus agalactigGa4605). A CIM média de amoxicilina com clavulanato ndo foi determinada

para este isolado. AC = Amoxicilina com clavulanato; Ret= leitura das absorbancias no comprimento
de onda de 560 nanémetros.
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Figura C - Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de ceftriaxona $te@atococcus
uberis(Su959). A CIM média de ceftriaxona nao foi determinada para este isoladosd=Qeitura das
absorbancias no comprimento de onda de 560 nandmetros.
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Figura C* - Determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de ceftriaxonaSiegptococcus
agalactiae(Sa4605). A CIM média de ceftriaxona nao foi determinada para este isolad@so> @itura
das absorbancias no comprimento de onda de 560 nanémetros.
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Figura D - Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de gentamicinaSteeptococcus
uberis(Su959). A CIM média de gentamicina para este isolado esta representada na coluna @ colorag
cinza. D.Oseo = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nandmetros.
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Figura D* - Determinagdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) de gentamicinaSpaaptococcus
agalactiae (Sa4605). A CIM média de gentamicina para este isolado esta representada na coluna de
coloracao preta. D.Qgo = leitura das absorbancias no comprimento de onda de 560 nanémetros.
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