JOAO PAULO NATALINO DE SA

AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE NANCCARREADOR COM EUGENOL
EM ISOLADOS BACTERIANOS DE MASTITE BCVINA

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacgéo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, para obtencéo
do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERIAS — BRASIL
2017



Ficha catalogrifica preparada pela Biblioteca Cenfral da Universidade Federal
de Vicosa - Campus Vigosa

T
S4, Jodo Paulo Natalino de, 1981-
Sllla Avalia¢8o antimicrobiana de nanocarreador com eugenol em

2017 1s0lados bacterianos de mastite bovina / Joao Paule Natalino de Sa. -
: Vicosa, MG, 2017.
xin, Z3fales 29

Orientador: Nélio José de Andrade.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Mastite. 2. Bovino - Doencas. 3. Agentes antiinfecciosos. L.
Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Tecnologia de
Alimentos. Programa de Pés-graduacfio em Ciéncia ¢ Tecnologia de
Alimentos. 11, Titulo.

CDD 22 ed. 636.2089819




JOAO PAULO NATALINO DE SA

AVALIAGAOC ANTIMICROBIANA DE NANOCARREADOR COM EUGENOL
EM ISOLADOS BACTERIANOS DE MASTITE BOVINA

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos,: para obtengao
do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 02 de maio de 2017.

(W " s
Ana Cldrissa’dés Santos Pires Patricia Erica Fernandes
(Coorientadora)
i\tuug,(j j@u\d v (('J fsl— f\_/ (\Qp k‘ ML\-
Tiago Anténio de Oliveira Mendes V\himer dgaT'c[“I_uera Pefia

AL LVD ({r@’lﬁd)@/ 0 1'&/\ it ) ~\
Nélio’José de Andrade
rientador)




AGRADECIMENTOS

Apos quatro anos de doutorado e mais nove anos de vida académica como
discente fecho mais um ciclo em minha vida! E no decorrer destes ultimos anos,
nao poderia deixar de expressar o agradecimento as pessoas que direta ou
indiretamente tornaram a realizacado e execug¢ao desta tese possivel.

Minha gratiddo a minha mae, que no percorrer de minha graduagao, nao
mediu esfor¢cos para manter-me em Vigosa.

As minhas irmas, Patricia e Renata e aos meus sobrinhos amados:
Bernardo e Pedro, mesmo distantes fisicamente se fizeram de alguma forma
presentes.

A Universidade Federal de Vicosa, pelas oportunidades concedidas.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
pela concessao da bolsa de doutorado.

Ao professor e orientador Nélio Jose de Andrade, pelos anos de
ensinamentos, apoio, confiangca e disponibilidade. Dez anos de muito ensino-
aprendizado!

A coorientadora professora Patricia Campos Bernardes, pela oportunidade
concedida de iniciar como estagiario no Laboratoério de Higiene e Microbiologia de
Alimentos (LHMA) durante seu experimento de mestrado, sempre disposta a sanar
meus inumeros questionamentos, tonando-se uma grande norteadora nesta
caminhada. E principalmente pelas inumeras sugestdes durante a execugéo desta
tese.

A coorientadora professora Ana Clarissa, pelo apoio, disponibilidade e
norteamento durante toda a execucdo deste trabalho, sem suas inumeras
sugestdes esta tese ndo teria a mesma significancia.

A Dr@ Patricia Fernandes, pelos inimeros conselhos, paciéncia, aprendizado
e companheirismo.

Ao professor Tiago Mendes e seu orientado de iniciagéo cientifica, Higor
Sette, pelo auxilio na realizagao da analise de docking molecular.

Ao professor Wilmer Edgard por aceitar o convite em fazer parte da banca

de defesa.



Ao Professor Leandro Licursi pela disponibilidade, boa vontade e sugestdes
durante a execucdo das analises de citometria de fluxo.

Ao doutorando Fernando Augusto (BIOAGRO), pela enorme boa vontade,
paciéncia e colaboragao durante o uso do leitor de elisa.

A estagiaria Jucimara Rodrigues, pela boa vontade e auxilio durante a
realizacao das analises in vitro.

Aos funcionarios do Nucleo de Microscopia da UFV, e do Centro de
microscopia da UFMG, em especial a Janine e Raquel pela competéncia, presteza
e generosidade.

A todos do Laboratério de Embalagens, em especial a Miriane.

A Natalia Nunes pelo auxilio, paciéncia e boa vontade durante a execucéo e
analise dos dados estatisticos.

Aos colegas e amigos do LHMA e do THERMA, principalmente pelo
cafezinho que reanimava o corpo. E em especial, a Carine e Richard, pelo
ensinamento em algumas ferramentas operacionais.

A todos os funcionarios do Departamento de Tecnologia de Alimentos.

A Jussara e ao Matheus pela amizade, companheirismo, parceria e
cumplicidade.

A Maria Nena, minha terapeuta, por fazer “me enxergar” e me tornar uma
pessoa melhor...

E todos os demais amigos e colegas que indiretamente fizeram parte deste
trabalho, seja durante um boa noite de risadas ou com um ombro amigo fornecendo
suporte e afago.

A vocés: gratidao!



BIOGRAFIA

JOAO PAULO NATALINO DE SA, filho de Jo3o Natalino Neto e Yéda de Sa
nasceu em Juiz de Fora, Minas Gerais.

Em margo de 2007, iniciou o curso de bacharel em Ciéncia e Tecnologia de
Laticinios na Universidade Federal de Vigosa, graduou-se em julho de 2010.

No ano 2011, ingressou no Programa de Pd6s-Graduagdo, em nivel de
mestrado, em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal de
Vigosa, finalizando em 2013, ano que iniciou o doutorado no mesmo programa e

instituicao, defendendo a tese em maio de 2017.



Sumario

LISTA DE TABELA ...ttt ettt e e e e e e e e e e annneeaeen vi
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e e e nneeeeeens vii
RESUMO. .. ..ottt ettt e et e e e ettt e e e e e nre e e e e e aneeeaeaas viii
1. INTRODUGAO ..ottt nens 1
2. OBUETIVOS ...ttt ettt e e e e e e nneeas 2
2.1. ODJetivo Geral .......oeveiii i 2
2.2. ODbjetivos eSPECITICOS ......eiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt 2
3. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 3
3.1. Mastite DOVING .........cooiiiiiiii 3
3.1.1. StaphylOCOCCUS QUIBUS.............oevveeeeeeeeeeeeeeee e 4
3.1.2. ESCREIICRIA COli...........ccooee e 6
3.2. Impactos relacionados a mastite bovina ............c..coooiiiii 7
3.3. Controle microbiano de mastite bovina ... 10
3.3.4. EUQENOL... ..o 11
3.4 NaNOCAIEAAOIES.......cceeeeie e 13
3.5. Albumina do soro bovino (BSA) .......coiiiiiiiiecee e 15
3.6. Potencial zeta e tamanho..............cccciiiiiiii 18
4. MATERIAL E METODOS ......cooiiiieeeeeeeeeee ettt ee et 21
v W ANVE=Y [P=Tor=To l o g [Ted o] o) o] [T [[o= HRruu 21
4.1.1. Suspensao de MIiCro-OrganiSIMOS. ........uuuuurrerreeieeeaaaaeeaeeeeesaaaeeereeeeeeeees 21
4.1.2. Preparagao do nanocarreador (BSA) com eugenol............cccvvveeeeeennn.. 21
4.1.3. Determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e minima
bactericida (CMB)..........ueiiie e 22
4.1.4. Determinacgao da viabilidade de células vegetativas de E. colie S. aureus
por citometria de fluxo apds imersdoem E € BSA-E..........ccccceeeeeeiiiiiiiinnnn 23
4.1.5. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)..........ccciiiiiiiiiiinnee. 24

4.1.6. Contagens de células aderidas apds imersdao em cupons de aco
inoxidavel e borracha em dispersdes com E e BSA-E.........ccccoeoveiiiiiiiiinnnnne. 25

iv



4.2. Determinagdo do tamanho, potencial zeta ({) e estabilidade cinética do

nanocarreador livre (BSA) e com eugenol (BSA-E)......ccccooeiiiiiiiiiiie, 26
4.3. Predicdao do modo de ligagao entre eugenol e BSA em diferentes valores de
PH por docKing MOIECUIAN........ ... e eeeeees 27
5. DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA.....ooovieieieeeee e 28
6. RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
6.1. Avaliagdo miCrobiolOgiCa. .........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
6.1.1. Determinac&o da Concentragao Minima Inibitoria (CMI) e Concentragao
Minima Bactericida (CMB).........ooouiiriiiiiieec e 29
6.1.2. Avaliagdo da viabilidade de E. coli e S. aureus por citometria de fluxo
apos imersdo em E e BSA-E em diferentes valores de pH..........cccooooooooo 32
6.1.3. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiinnnee. 39
6.1.4. Contagens de células aderidas apos imersdo de superficies de ago
inoxidavel e borracha em dispersdes com E € BSA-E..........cccccoeeiiiiiiiiinnnnnne. 42
7.0 Caracterizagao e estabilidade fisico-quimica do nanocarreador.................... 46
7.1 Tamanho e Potencial Zeta (€) ..........cooveeieiiiiiiicie e 46
7.2 Predicao do modo de ligacao entre eugenol e BSA em diferentes valores de
PH por docking MOIECUIAN ..........coii i 54
8. CONCLUSAO. ... .ottt ettt ae e 57
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooeit ettt 58



LISTA DE TABELA

Tabela 1- Principais tipos e agentes causadores de mastite bovina...................... 4

Tabela 2 - Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima
Bactericida (CMB) de eugenol nanocarreado ( BSA-E) e livre (E) sobre isolados
bacterian0s MastitiCOS........ooiiiiiii e 29

Tabela 5 — Media e desvio padrdo do numero de células bacteriana aderidas (log
UFC-cm?) em aco inoxidavel e borracha apds 30 min de imersdo em eugenol livre
(E) e nanocarreado (BSA-E) em diferentes pH ............ooviiiiiiiiiiiiiiie e, 44

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura quimica do eugenol ............ccoouiiiiiiiiiiiiiic e 12

Figura 2 - Estrutura da BSA com seus diferentes sitios. Em destaque as principais
regides de interagdes com moléculas hidrofobicas (sitio l e Il). ..........ccccciiennenes 16

Figura 3 - Diferentes isbmeros da conformagao da BSA de acordo como o pH do
1= P URPPSPUPPIN 17

Figura 7 - Porcentagem de células inviaveis apos a imersdo por 5 min de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em eugenol livre (E) e nanocarreado
(BSA-E) em diferentes valores de pH. ... 34

Figura 8 - Porcentagem de células inviaveis apdés a imersao por 15 min de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus sobre eugenol livre (E) e nanocarreado
(BSA-E) em diferentes valores de pH. ..........ccooiiiiiiiiiiice e 36

Figura 9 - Porcentagem de células inviaveis apds a imersdo em de Escherichia coli
e Staphylococcus aureus em solugéo tampao citrato com pH 3,5 (ST-3,5) por 18 h.
............................................................................................................................. 37

Figura 10 - Avaliagdo da porcentagem de células inviaveis de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus apés imersao por 18 h. em eugenol livre (E) e nanocarreado
(BSA-E) em diferentes valores de pH. ..........ccooiiiiiiiiiiiiicc e 38

Figura 11 - Fotomicrografias de células de Escherichia coli apds a exposicao a
diferentes tratamentos: A= controle; B= E- 3,5; C= E-5,0; D= E=7,0; E= BSA-E 3,5;
F= BSA-E 5,0; G= BSA-E 7,0. Setas indicando provaveis deformacdes
MOITOIOGICAS. ... 40

Figura 12 - Avaliacdo morfologica de Staphylococcus aureus por MEV apods o
condicionamento em diferentes tratamentos: A= controle; B= E- 3,5; C= E-5,0; D=
E=7,0; E= BSA-E 3,5; F= BSA-E 5,0; G= BSA-E 7,0. Setas indicando provaveis
deformagies MOrfolOGICAS. ......ccoeeiiiiiiiie e 41

Figura 13 - Tamanho (nm) da BSA livre (BSA) e com eugenol na CMB (BSA-E) em
funcéo de diferentes valores de pH 3,5; 5,0 e 7,0 (Tempo 0). ....coevvvvrvririrreeeennnnn. 47

Figura 14 - Potencial zeta (mV) da BSA livre (BSA) e com eugenol (BSA-E) em
fungéo de diferentes valores de pH 3,5, 5,0 e 7,0 (Tempo 0). ....ccevvvvvvivrerrieennnnnn. 48

vii



RESUMO

SA, Jodo Paulo Natalino de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2017. Avaliagao antimicrobiana de nanocarreador com eugenol em isolados
bacterianos de mastite bovina. Orientador: Nélio José de Andrade.
Coorientadores: Ana Clarissa dos Santos Pires e Patricia Campos Bernardes.

A mastite bovina ocasiona a inflamacdo da glandula mamaria, podendo ser
contagiosa ou ambiental. Antimicrobianos ndo convencionais, como o eugenol,
pode ser uma alternativa para o controle desta enfermidade. Porém a elevada
hidrofobicidade e volatilizagcdo do eugenol, dificultam sua utilizacdo em sistemas
aquosos. Visando minimizar estes aspectos negativos, foram obtidos
nanocarreadores a base de Albumina Sérica Bovina (BSA) veiculando eugenol (E)
em diferentes pH (3,5, 5,0 e 7,0) e avaliado sua ag&o antimicrobiana pela
Concentragao Minima Inibitéria (CMI), Concentracdo Minima Bactericida (CMB),
teste de difusdo em agar; viabilidade celular por citometria de fluxo (CMF),
Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e teste de imersdo para remogao de
células aderidas em cupons. A caracterizacao fisico-quimica dos nanocarreadores
foi realizada por tamanho, potencial zeta, estabilidade cinética e docking molecular.
As amostras BSA-E apresentaram pela técnica de microdiluicdo, CMB iguais para
S. aureus e E. coli: de 0,27 yL- mL" para BSA-E em pH 3,5 e 0,55 yL- mL"'em pH
5,0 e 7,0. Em contrapartida, as amostras com eugenol livre (E) apresentaram CMB
com concentragdes mais elevadas: 1,10 yL- mL"em pH 3,5 e 2,20 yL- mL-' em pH
5,0 e 7,0. A partir da analise por CMF, foi verificado que as amostras com BSA-E
independentemente do pH e da estrutura da parede celular, foram capazes de
inativar mais de 99% das células de isolados bacterianos em menor tempo de
imersdo (5 min). Estes dados corroboram com as analises de MEV, que
demostraram acentuada modificacdo na estrutura da membrana celular apos
imersao com BSA-E por 30 min. A partir do teste de imersao por 30 min, de cupons
de ago inoxidavel e borracha utilizada em teteiras de ordenhadeiras mecanicas com
células aderidas de E. coli e S. aureus, foi possivel verificar que somente as
formulagbes BSA-E, independentemente do pH, atenderam as recomendacgdes da
Organizagao Mundial de Saude (OMS) de até 50 UFC-cm de mesofilos aerdbios,
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para a superficie de ago-inoxidavel, embora constatado, uma redugao de 99,99%
de células aderidas na superficie da borracha. As amostras BSA e BSA-E, em pH
3,5, apresentaram diametro hidrodinamico de 10,66 £ 0,13 nme 11,03 £ 0,015 nm,
respectivamente, superior ao pH 5,0 (7,39 £+ 0,18 nm e 7,95 £ 0,014 nm) e pH 7,0
8,12+ 0,29 nm e 8,17 £ 0,13 nm). Em pH 3,5 o potencial zeta para BSA e BSA-E
foram respectivamente de + 8,8 + 0,14 mV e + 8,91 £ 0,15 mV. ParaopH 5,0e 7,0
foram de -3,95 £ 0,09 mV e -4,12+ 0,12 Mv e -12,57 £ 0,18 mV e -12,39 + 0,13
mV, para BSA e BSA-E, respectivamente. Os valores de didmetro hidrodinamico,
potencial zeta e pH, mantiveram-se estaveis durante 15 dias. A técnica por docking
molecular, foi capaz de predizer que a ligagdo eugenol com a BSA foi
termodinamicamente favoravel, e que eugenol esta localizado no interior de um
bolsao formado pela interacéo entre os trés dominios (1, Il e lll) da BSA, sendo este
bolsdo composto principalmente de aminoacidos hidrofébicos e basicos, que
favoreceram a interagdo do ligante com a proteina. Neste contexto o eugenol
nanocarreado por BSA demonstra ser uma alternativa viavel para o controle e ou

prevencao da mastite bovina ocasionada por E. coli e ou S. aureus.



ABSTRACT

SA, Jodo Paulo Natalino de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2017.
Antimicrobial evaluation of eugenol nanocarrier in bacterial isolates of bovine
mastitis Advisor: Nélio José de Andrade. Co-Advisors: Ana Clarissa dos Santos
Pires and Patricia Campos Bernardes.

Bovine mastitis causes inflammation of the mammary gland, and may be contagious
or environmental. Unconventional antimicrobial agents, such as eugenol, may be
an alternative for the control of this disease. However, the high hydrophobicity and
volatilization of eugenol make it difficult to use in aqueous systems. In order to
minimize these negative aspects, Bovine Sodium Albumin (BSA) nanocarriers were
obtained by carrying eugenol (E) at different pH (3.5, 5.0 and 7.0) and evaluated its
antimicrobial action by the Minimal Inhibitory Concentration), Minimum Bactericidal
Concentration (CMB), agar diffusion test; Cell viability by flow cytometry (CMF),
Scanning Electron Microscopy (SEM) and immersion test to remove adhered cells
in coupons. The physico-chemical characterization of the nanocarreadores was
performed by size, zeta potential, kinetic stability and molecular docking. The BSA-
E samples showed the same microbial dilution for S. aureus and E. coli: 0.27 pL -
mL-" for BSA-E at pH 3.5and 0.55 yL - mL" PH 5.0 and 7.0. In contrast, formulations
with free eugenol (E) showed higher concentrations of CMB: 1.10 yL - mL™" at pH
3.5and 2.20 yL - mL-' at pH 5.0 and 7.0. From the CMF analysis, it was verified that
BSA-E samples, regardless of pH and cell wall structure, were able to inactivate
more than 99% of the cells of bacterial isolates in a shorter immersion time (5 min).
The results corroborate the SEM analyzes, which demonstrated a marked change
in the cell membrane structure after immersion with BSA-E for 30 min. From the 30
min immersion test of stainless steel coupons and rubber used in mechanical
milking teats with adhered E. coli and S. aureus cells, it was possible to verify that
only the BSA-E formulations, regardless of pH, Met the recommendations of the
World Health Organization (WHO) of up to 50 CFU - cm? of aerobic mesophiles, for
the stainless-steel surface, although found, a 99.99% reduction of adhered cells on
the rubber surface. The BSA and BSA-E samples, at pH 3.5, had a hydrodynamic
diameter of 10.66 + 0.13 nm and 11.03 £ 0.015 nm, respectively, higher than pH 5.0
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(7.39£0.18 Nm and 7.95 £ 0.014 nm) and pH 7.0 (8.12 £ 0.29 nm and 8.17 £ 0.13
nm). At pH 3.5 the zeta potential for BSA and BSA-E were respectively 8.8 + 0.14
mV and + 8.91 £ 0.15 mV respectively. For pH 5.0 and 7.0 were -3.95 + 0.09 mV
and-4.12+0.12Mvand -12.57 £ 0.18 mV and -12.39 £ 0.13 MV, for BSA and BSA-
E, respectively. The values of hydrodynamic diameter, zeta potential and pH
remained stable for 15 days. The molecular docking technique was able to predict
that the eugenol binding with BSA was thermodynamically favorable, and that
eugenol is located inside a pocket formed by the interaction between the three BSA
domains (I, Il and Ill), this being A pocket composed mainly of hydrophobic and
basic amino acids that favored the interaction of the ligand with the protein. In this
context, BSA nanoparenolated eugenol is a viable alternative for the control and /

or prevention of bovine mastitis caused by E. coli and / or S. aureus.

Xi



1. INTRODUCAO

Entre os diversos desafios na cadeia produtiva de leite e derivados,
destaca-se a mastite bovina, uma enfermidade multifatorial de extensao mundial.
A mastite afeta a sanidade do animal, levando a diversos prejuizos econémicos
decorrentes da diminuicdo da secregao lactea, ou da perda total desta
capacidade, além de representar um importante problema de saude publica, tais
como infeccdo ou intoxicacao alimentar.

Esta enfermidade levanta desafios consideraveis, sobretudo pela
crescente demanda de informagdes em relagdo ao uso e possiveis correlacdes
negativas de antimicrobianos sintéticos para inativar ou inibir a multiplicagao de
micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes associados a mastite bovina.

A nanotecnologia, por meio do nanoencapsulamento de diferentes
agentes terapéuticos, demostra ser uma alternativa promissora para melhorar a
efetividade de diferentes principios ativos, como por exemplo, o desenvolvimento
de nanocarreadores veiculando compostos naturais com agao antimicrobiana,
visando melhorar a eficacia destas substancias, dentre elas, os 6leos essenciais.

Os dleos essenciais sao liquidos volateis, sintetizados principalmente a
partir do metabolismo secundario de plantas aromaticas, sendo amplamente
utilizados em alimentos, como agentes aromatizantes, perfumes e farmacos.
Dentre os diferentes componentes presentes nos dleos essenciais, destaca-se
0 eugenol (4-alil-2-metoxifenol), que apresenta agédo anti-inflamatéria,
anestésica, antimicrobiana, antioxidante, dentre outros.

Entretanto, o eugenol apresenta elevada volatilidade, susceptibilidade a
degradagao oxidativa, e baixa solubilidade em agua, que dificultam a sua
utilizagao.

Neste contexto, o desenvolvimento de um nanocarreador a partir da BSA
veiculando o eugenol, pode ser uma alternativa promissora, possibilitando uma
melhor dispersao do eugenol em meio aquoso, além de possibilitar melhorias em
relacao a sua estabilidade fisico-quimica, auxiliando na prevencéao e controle de

E. coli e S. aureus relacionados a mastite bovina.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter e avaliar a agdo antimicrobiana sobre isolados bacterianos de
mastite bovina de um nanocarreador a base de albumina do soro bovino (BSA)

com eugenol e determinar sua caracterizagao fisico-quimica.

2.2. Objetivos especificos

I. Obter um nanocarreador de eugenol a base de BSA em diferentes valores de
pH (3,5, 5,0 e 7,0) em meio aquoso;

Il. Determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima
Bactericida (CMB), do eugenol livre (E) e nanocarreado (BSA-E), em diferentes
valores de pH sobre isolados de mastite: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Escherichia coli (ATCC 25922);

lll. Determinar por citometria de fluxo a viabilidade celular de S. aureus e E. coli,
tratados com E e BSA-E em diferentes pH;

IV. Verificar a morfologia celular dos isolados de mastite apds o tratamento com
o E e BSA-E em diferentes condi¢cdes por Microscopia eletronica de Varredura
(MEV);

V. Quantificar a adesao de S. aureus e E. coli em superficies de aco inoxidavel
e borracha de teteira utilizada em ordenhadeira mecanica, apds a imersédo em
eugenol livre e nanocarreado;

VI. Caracterizar e analisar a estabilidade cinética do nanocarreador na presenca
e auséncia de eugenol por diametro hidrodinamico, potencial zeta e pH;

VII. Realizar a predi¢ao da ligagéo entre o eugenol com a BSA por modelagem
molecular (docking) em diferentes valores de pH (3,5, 5,0 e 7,0).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Mastite bovina

A mastite bovina (mastro = mama; ite = inflamagao) é considerada como
a principal doenga que afeta o gado leiteiro em todo mundo, sendo definida como
uma inflamagédo da glandula mamaria, ocasionada por agentes multifatoriais.
Apesar de intensa investigacdo e a implementagao de estratégias visando seu
controle ao longo de décadas, a mastite bovina continua afetando o gado leiteiro
mundialmente (SHAHEEN; TANTARY; NABI, 2016; VIGUIER et al., 2009).

A mastite bovina pode ser classificada, quanto a forma de apresentacgao,
em clinica ou subclinica. A forma clinica é diagnosticada por sinais evidentes de
inflamacao, como edema, aumento de temperatura corporal, endurecimento e
dor na glandula mamaria, e/ou aparecimento de grumos, pus ou qualquer
alteracdo das caracteristicas macroscépicas do leite. Na forma subclinica n&o
ocorrem mudangas visiveis no aspecto do leite ou do ubere, mas uma infecgéo
assintomatica, caracterizada principalmente por mudangas na composig¢ao do
leite. A auséncia de sintomas da mastite subclinica relaciona-se diretamente com
a alta prevaléncia dessa doenga nos rebanhos leiteiros (BRADLEY, 2002;
SILVA, 2016; WHELEHAN et al., 2011).

A mastite bovina, pode ser de natureza infecciosa (provocada por micro-
organismos) ou nao infecciosa (provocada por agentes fisicos, produtos
quimicos, dentre outros). As mastites de natureza infecciosa sdo as mais
problematicas para a produtividade do rebanho, principalmente em razdo de
serem transmissiveis (NICKERSON; OLIVER, 2014; OLIVEIRA, et al., 2011).

Um grupo diversificado de micro-organismo (Tabela 1) tem sido reportado
a mastite bovina, que incluem bactérias, leveduras e fungos filamentosos. A
incidéncia de infecgbes virais e micoplasmas relacionados a mastite, também
sao relatados pela literatura, porém com menores prevaléncias (CAPURRO et
al., 2010; KEEFE, 2012; PYORALA, 2009).



Tabela 1- Principais tipos e agentes causadores de mastite bovina

MASTITE BOVINA

Mastite contagiosa Mastite ambiental
S. aureus (40 -70%) E. coli (40%)
S. agalactiae (8 -10%) Klebsiella spp
Mycoplasma spp ( 5 -12%) Arcanobacter spp

C. bovis (1- 1,7%)
S. dysgalactiae (1,6%)
S. uberis ( 1,4%)

( Fonte : SHAHEEN; TANTARY; NABI, 2016; adaptado).

Os agentes contagiosos vivem e se multiplicam sobre ou no interior da
glandula mamaria e sua transmissao ocorre de animal para animal ou de teto
para teto, principalmente, durante a ordenha. Os agentes ambientais vivem no
meio onde os animais sao criados e a infecgdo das glandulas é favorecida no
periodo entre as ordenhas. A mastite por agentes ambientais instala-se quando
a imunidade do hospedeiro esta comprometida ou quando as condigdes
higiénicas sanitarias ndo sao adequadas (KULKARNI; KALIWAL, 2013; OLIVER
et al., 2004).

3.1.1. Staphylococcus aureus

S. aureus é considerado como 0 agente contagioso mais prevalente em
mastite bovina. E uma bactéria de dificil tratamento devido a elevada resisténcia
aos antibidticos. Em levantamentos epidemioldgicos nacionais e internacionais,
essa bactéria esta presente em cerca de 50% das infec¢gdes da glandula
mamaria em bovinos leiteiros (BRADLEY, 2001;KULKARNI; KALIWAL, 2013).

S. aureus esta presente em diferentes tipos de vetores, tais como a pele
dos animais, tetos, amigdalas, cama do gado e mé&os do ordenhador, que
favorecem sua disseminacdo e elevada contaminacdo (BARKEMA,;
SCHUKKEN; ZADOKS, 2006; GAO et al., 2012).

A infeccdo da mastite estafilococica ocorre principalmente via teto. S.

aureus coloniza a extremidade do teto, principalmente nos casos em que ha



lesdo prévia, invade a cisterna e se estabelece no tecido secretorio.
Possivelmente, este micro-organismo utiliza proteinas expostas através de
microlesdes, ou presentes em coagulos de sangue, como substrato para adesao
na colonizacdo e no desenvolvimento das infec¢gdes (CHAGAS et al., 2012;
ZADOKS et al., 2004).

A prevaléncia de cura de mastites resultantes da infec¢ao por S. aureus é
considerada geralmente muito baixa, principalmente pela inadequada
penetracdo dos antibiéticos no local de infeccdo e pelo aparecimento de
resisténcia desta bactéria, propiciado entre outros fatores, pela formagcao de
beta-lactamases, enzima que confere resisténcia do agente aos antibiéticos
beta-lactamicos, os mais utilizados para o tratamento de infeccdo de mastite
bovina por S. aureus. Entre os beta-lactdmicos, destacam-se as penicilinas,
penetamato, ampicilina e amoxiciclina (AIRES, 2010; RADOSTITS et al., 2007).

Bardiau et al. (2013) estudaram a possivel correlagdo da presenca de
capsula, de genes indutores a formagéao de biofilme e a sobrevivéncia intracelular
sobre os isolados de S. aureus provenientes de vacas mastiticas e concluiram
existir uma correlacao entre essas trés caracteristicas responsaveis pelas baixas
taxas de curas relacionadas a infegdo ocasionadas por este patdégeno.

Além destes fatores supracitados, bactérias do género Staphylococcus
possuem genes associados ao processo de adesao e formacgao de biofilmes, e
de genes que codificam a producdo de toxinas termoressitentes, que sao
proteinas alvo em varios estudos visando o desenvolvimento de vacinas
(BOERHOUT et al., 2016; CAMUSSONE et al., 2014; PETON et al., 2014).

A disseminacgao desta bactéria ocorre principalmente durante a ordenha,
sendo seu controle e prevencgao realizado por meio de ferramentas que possam
minimizar a sua propagacgao para os quartos nao infectados, o que € obtido pela
adocéao de higiene adequada na ordenha, terapia de vaca seca e descarte de
animais cronicamente infectadas que nao respondem ao tratamento. Durante o
processo de ordenha € importante além de rigorosa higiene do teto, a utilizagao
de pré e pos dipping com solugdes anti-sépticas, utilizadas de acordo com as
recomendagdes do fabricante (KEEFE, 2012; ROYSTER; WAGNER, 2015;
ZAFALON et al., 2007).



3.1.2. Escherichia coli

E. coli é considerado um dos principais agentes de mastite bovina
ambiental em todo o mundo. A mastite causada por E. coli geralmente
apresentam manifestagdes clinicas hiperaguda ou agudas, nas primeiras
semanas de lactagdo, com morte ocasional do animal. Tem se observado de
maneira preocupante, casos de mastite subclinica por E. coli em rebanhos com
bom controle de mastite contagiosa, resultando em infecgdes persistentes na
glandula mamaria, tanto na lactagdo quanto no periodo seco (BLUM; LEITNER,
2013; GOMES et al., 2016; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KEMPF; LOUX,
2015).

Fatores de viruléncia sdo necessarios para colonizar e infectar o
hospedeiro e para driblar os mecanismos de defesa do mesmo. Os principais
fatores de viruléncia para E. coli incluem toxinas, adesinas, proteinas secretadas
em células hospedeiras, capsulas de polissacarideos e antigeno O
(LEHTOLAINEN, 2004; MAIA, 2011).

Fernandes et al. (2011) evidenciaram que a patogenicidade de isolados
de E. coli em vacas com mastite, ndo € mediada por um fator de viruléncia unico
e especifico, classificando esta bactéria como "patégeno oportunista” com
diferentes fatores de viruléncia. Eles relataram diferentes combinacbes de
fatores de viruléncia nos isolados de E. coli, sendo o gene fimH, responsavel
pela expressao das fimbrias tipo 1, que desempenha importante papel no
processo de adesdo e formacao de biofilme, observado em todos os isolados
testados (FERNANDES et al., 2011).

Dentre os diferentes fatores de viruléncia destaca-se o fator necrosante
citotéxico (CNF), que no homem estad relacionado a disturbios entéricos,
infeccbes do trato urinario e septicemias. O CNF em animais também esta
associado as infecgdes intestinais, principalmente em casos de E. coli
produtoras de alfa-hemolisinas (LEHTOLAINEN, 2004; MAIA, 2011).

No Brasil, Ribeiro et al. (2002) descreveram linhagem de E. coli produtora
de fator CNF, alfa-hemolisina e sider6foro em vaca com mastite clinica
hiperaguda. De maneira similar, detectou-se a produgcdo de CNF e alfa-
hemolisina em um animal com mastite clinica, indicando que, provavelmente, as

estirpes produtoras de CNF, hemolisinas e/ou sideroforos, teriam mecanismos
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adicionais de viruléncia e estariam associadas, predominantemente, a casos
clinicos de infecgdo na glandula mamaria em bovino (RIBEIRO et al., 2002).

A abordagem inicial ao tratamento desta infecgao por E. coli, consiste em
controlar os sinais inerentes a infecgéo, com fluidoterapia intensa, ordenha dos
quartos afetados com maior frequéncia, e a utilizagdo de antimicrobianos deve
servir apenas de suporte para assegurar a eliminagdo da infecgdo, e evitar a
ocorréncia de casos cronicos e de situagbes de septicemia (AIRES, 2010;
ERSKINE et al., 1993).

Como medida adicional de controle, pode-se relacionar o adequado
fornecimento de minerais visando o aumento da capacidade imune da vaca
(vitaminas A e E, cobre, selénio e zinco) e o uso de programas de vacinagéo. O
uso da vacina J5 (com a cepa mutante de E. coli O111:B4) tem mostrado ser
eficaz na reducédo da severidade de sintomas clinicos da mastite por E. coli e
coliformes em geral, sendo economicamente viavel quando a incidéncia destes
casos de mastite € superior a 1%. Contudo, a vacina ndo previne casos de
mastite e nem substitui as medidas de controle apontadas (HOGAN; SMITH,
2003; MAIA, 2011).

3.2. Impactos relacionados a mastite bovina

Dentre as principais consequéncias da mastite bovina, destacam-se: os
prejuizos financeiros ao produtor e ao setor industrial de lacteos, e a saude dos
consumidores.

Para o produtor, os fatores que compdem os custos da mastite bovina
para a propriedade leiteira, as perdas de leite, sejam elas ocasionadas ou pela
reducdo da producao pela vaca afetada ou pelo descarte do leite contaminado
com residuos de antimicrobianos, representam a maior fonte de custos da
doenca. O descarte de animais também se apresenta como um importante fator
de custo que, diante de um baixo preco de leite somado a um alto preco de
compra de animais de reposigao, pode superar os custos gerados pelas perdas
de leite. Medicamentos, servigos veterinarios e trabalho extra também estéo
entre importantes fatores que compdem as consequéncias econdmicas da
mastite bovina (DEMEU et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011).



A alteracdo da qualidade do leite ocasionada pela mastite bovina esta
relacionada principalmente pelas alteragcdes em trés principais componentes do
leite: gordura, proteina e lactose.

Em relagao as proteinas, observa-se uma redugao naquelas sintetizadas
na glandula mamaria (a e B caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e
aumento das proteinas de origem sanguinea (albumina sérica e
imunoglobulinas), em virtude do aumento de permeabilidade vascular
secundario ao processo inflamatoério. Porém este aumento na concentracgéo total
de proteina ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois em
situagdes de mastite, normalmente, este aumento esta relacionado a elevagéo
do percentual de imunoglobulinas visando combater a infecgdo (GARGOURI;
HAMED; ELFEKI, 2013;. MACHADO, et al., 2000; ROMA et al., 2009).

De forma geral, observa-se uma correlagao entre o aumento na CCS e
uma tendéncia na diminui¢do na concentragédo de gordura presente no leite com
mastite, mas nos casos em que a producgao de leite pelo animal diminui de forma
muito acentuada, a concentragcado de gordura tende a aumentar em animais com
CCS elevadas devido ao efeito de concentragao. Os tipos de acidos graxos
presentes no leite tendem a alterar, uma vez que a atividade das lipases no leite
com mastite pode ser favorecida, implicando no aumento da concentragao de
acidos graxos livres e de acidos graxos insaturados de cadeia curta e na
diminuicdo da concentragdo dos acidos graxos de cadeia longa, favorecendo a
diminuicdo da qualidade nutricional e sensorial do leite (AIRES, 2010).

A lactose é o componente do leite com maior redugdo, sendo que a
reducdo deste carboidrato no leite, ocorre devido a sua menor sintese,
ocasionada pela destruicdo do tecido secretor. A perda de lactose da glandula
mamaria para a corrente sanguinea é decorrente do aumento da permeabilidade
da membrana que separa o leite do sangue e a utilizacdo da lactose pelos
patdégenos intramamarios (BRASIL, 2016; MACHADO et al., 2000; SHUSTER et
al., 1991).

A redugado no teor de lactose, caseina, gordura, calcio e fosforo e o
aumento nas imunoglobulinas, cloretos e lipases, sendo a ultima responsavel
pela rancificagdo do leite, favorecem a produtos de menor qualidade fisico-

quimica, tornando-os sensorialmente inaceitaveis. Com estas alteragdes, o leite



pode tornar-se impréprio para 0 consumo € menos atrativo para a produgao de
derivados (CASSOL, 2010; FERREIRA, et al., 2015).

Além desses inconvenientes, a mastite representa risco potencial a saude
do consumidor. A possibilidade de desencadear fendmenos alérgicos em
individuos sensiveis e a possibilidade de sele¢cdo de bactérias resistentes no
trato digestorio decorrentes do uso de antibioticos sdo outros riscos, aos quais
0s consumidores sao expostos ao consumirem leite oriundo de animais
acometidos por essa enfermidade.

A literatura reporta casos de infec¢cdes hospitalares causadas por S.
aureus multirresistente a meticilina (MRSA), produtores de enterotoxina, que
foram identificados no leite bovino, sendo um possivel risco a saude do
consumidor, ndo apenas pela possibilidade de intoxicagao, mais tambéem, pela
possivel geragao de resisténcia microbiana (MOON et al., 2016; SHAHEEN;
TANTARY; NABI, 2016).

O risco para a saude humana causado por Mycobacterium bovis, agente
causal da mastite tuberculosa, € motivo de grande preocupacgao, particularmente
nos paises em desenvolvimento como o Brasil, inclusive, infere-se que a
infeccao por este patdégeno veiculado pelo leite in natura seja a principal causa
de doenca tuberculosa ndo pulmonar em seres humanos (GRANGE; GRANGE,
2001;SHAHEEN; TANTARY; NABI, 2016).

Mesmo que a mastite bovina seja uma doenca de dificil erradicacéo na
pecuaria leiteira, cuidados relacionados ao manejo durante a ordenha devem ser
tomados da melhor forma possivel, a fim de evitar a disseminacdo de agentes
infecciosos que desencadeiam reacgdes inflamatorias, ou ainda os efeitos téxicos
oriundos das alteragbes causadas pelo uso de antibidticos no controle da
infeccdo, pois estes constituem um risco a saude dos consumidores, além de
inimeros consequéncias econdmicas para o produtor e para a industria de leite

e derivados.



3.3. Controle microbiano de mastite bovina

Embora mais de 137 espécies, subespécies e sorotipos de micro-
organismos ja tenham sido isolados de infecgdes da glandula mamaria bovina,
a maioria das infeccbes é causada por bactérias. Dentre as bactérias, um
numero limitado dos géneros Staphylococcus e Streptococcus e do grupo dos
coliformes causa a maior parte das infecgdes (BRADLEY, 2002; CAPURRO et
al.,2010; ERSKINE, et al., 1993).

Ainda que o controle desta enfermidade seja fundamentado na adogéo
de medidas higiénico-sanitarias, a antibioticoterapia pode exercer um importante
papel especialmente se considerada a possibilidade da redugao das infecgcbes
intramamarias e, a consequente eliminacdo das provaveis fontes de
infeccao(ERSKINE et al., 1993; BARKEMA et al., 2009).

A forma subclinica de infec¢do, apesar de menos evidente para o produtor
do que a manifestagao clinica, € a que mais afeta o rendimento econémico na
producao de leite. O impacto das mastites subclinicas deriva da diminuicédo do
nivel de producao e qualidade do leite, particularmente por aumento do numero
de células somaticas, constituindo igualmente a razdo mais frequente para a
administragao de antibidticos em bovinos leiteiros (HILLERTON; BERRY, 2005).

Dentre os diferentes antibidticos sintéticos visando o controle e
minimizacdo da mastite bovina, destacam-se: penicilina, estreptomicina,
ampicilina e tetraciclina, cefalosporinas, gentamicina, novobiocina, cloranfenicol,
nitrofurantoina, polimixina B e as associag¢des de sulfametoxazol e trimetoprim e
de neomicina, bacitracina e tetraciclina (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS,
2006; ERSKINE et al., 1993; KEEFE, 2012).

Os tratamentos mais comuns sdo baseados na infusdo intramamaria de
agentes antimicrobianos, mas as taxas de cura com estas drogas ndo sao
sempre efetivas, verificando-se grandes variacdes na eficiéncia do tratamento
para os diferentes agentes causadores de mastite. Além disso, a utilizagao de
antibiodticos sintéticos pode favorecer a selecido de bactérias resistentes e a
presencga de residuos no leite (GAO et al., 2012; ZAFALON et al., 2007).

Dessa forma, o uso de compostos derivados de plantas, como os 6leos
essenciais, configura-se como uma alternativa para o controle da mastite bovina,

em substituicdo aos antibidticos convencionais.
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A International Standart Organization (ISO) define os Oleos essenciais
(OE’s), como produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo. De
forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos
volateis, oleos etéreos ou esséncias (ISO/TC 54).

Normalmente, esta mistura complexa encontrada nos OFE’s séao
comumente utilizados em alimentos, tais como ervas e especiarias, sendo os
derivados terpénicos, como 0s mono e sesquiterpenos e os fenilpropanoides um
dos componentes principais dos OE’s (CALO et al., 2015; CHEN, et al., 2017).

A classe de fenilpropenos constituem uma subfamilia entre os varios
grupos de compostos organicos chamados fenilpropandides, os quais s&o
sintetizados a partir da fenilalanina nas plantas. A atividade antimicrobiana dos
fenilpropenos depende do numero e tipo de substituintes no anel aromatico, da
estirpe microbiana e dos parametros utilizados em testes experimentais, tais
como: o0 meio de crescimento, temperatura, dentre outros. Entre os fenilpropenos
0s mais pesquisados sao o eugenol, isoeugenol, vanilina, safrol e o cinamaldeido
(BARCELOUX, 2008; SAJJAD, et al.,2012).

3.3.4. Eugenol

Os Oleos essenciais de plantas aromaticas, geralmente ervas ou
especiarias, sdo um grupo de agentes antimicrobianos que ocorrem
naturalmente, em grande parte, como sintese do metabolismo secundario.
Tradicionalmente utilizados como agentes aromatizantes, estdo se tornando
objetos de pesquisas, devido aos seus efeitos antifungicos, antibacterianos e
propriedades antioxidantes (BURT, 2004; CALO et al., 2015; FALEIRO M.L.,
2011).

Dentre os diferentes compostos presentes nos Oleos essenciais
destaca-se o eugenol (Figura 1), que apresenta uma estrutura molecular
composta por C10H1202, sendo denominado pela International Union of Pure and
Applied Chemistry, (IUPAC) por 4-Alil-2-metoxifenol.

O eugenol apresenta massa molar de 164,2 g.mol -', com o pKa de 10,19

a 25 °C, sendo extraido principalmente do 6leo de cravo, 6leo de canfora, 6leo
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de folha de canela e dleo de noz-moscada. Em temperatura ambiente, € um
liquido viscoso amarelo, hidrofobico e com um odor pronunciado de cravo. Sendo
amplamente utilizado na odontologia, anestésicos, analgésicos, como agentes
anti-inflamatérios e antibacterianos (KONG et al., 2014; CHAIEB et al., 2007)

0 =

HO

Figura 1 - Estrutura quimica do eugenol

Tanto a Organizagdo para Alimentagdo e Agricultura (FAO) e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tém permitido uma dose diaria aceitavel
de eugenol de 2,5 mg/kg de peso corporal para os seres humanos. Além disso,
o Food and Drug Administration (FDA) reportou o eugenol como substancia
segura e considerada n&o carcinogénica e ndo mutagénica (KONG et al., 2014).

Diferentes atividades biolégicas de eugenol sao reportadas pela literatura,
incluindo atividades antifungica (AHMAD et al., 2010), antibacteriana (DEVI et
al., 2010), antiparasitaria (UEDA-NAKAMURA et al. 2011) analgésicas
(GUENETTE et al. 2006), anticarcinogénica (MANIKANDAN et al., 2010);
antioxidante (RADHA et al., 2013), ag¢ado contra fitopatégenos (VENTUROSO et
al.,, 2011), e atividade antiviral (TRAGOOLPUA; JATISATIENR, 2007).

O amplo espectro de acdo do eugenol a diferentes micro-organismos
encontra-se bem definido pela literatura, mas o mecanismo de acéao
antimicrobiana do eugenol ainda ndo esta exatamente definido, diferentes
estudos tém sido conduzidos com objetivo de esclarecé-lo.

Em relagéo a atividade antibacteriana, estudos conduzidos por Gill et al.
(2006) relataram que o eugenol é capaz de inibir a atividade de ATPases ligadas
a membrana de E. coli e Listeria monocytogenes, as quais estdo envolvidas na
geracao de ATP e na regulagao do pH celular.

Foi observado ainda que, apesar da inibicdo de ATPases causar redugao na taxa

de multiplicagdo destes micro-organismos em concentragdes subletais de
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eugenol, prejudicando a sobrevivéncia das células, 0 mecanismo principal de
acao do eugenol foi considerado pela ruptura da membrana citoplasmatica
(GILL; HOLLEY, 2006).

Essa ruptura foi confirmada também por outros pesquisadores como o
principal mecanismo de acgédo antibacteriana do eugenol contra L.
monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris, E. coli (OYEDEMI
et al., 2009) e Salmonella Typhi (DEVI et al., 2010).

Apesar de inumeras evidéncias dos possiveis mecanismos de agao
antimicrobiana de eugenol, mais estudos sdo necessarios para valida-los.

Apesar dos beneficios da utilizagdo de eugenol no controle de micro-
organismo patogénicos e ou deterioradores, sua elevada hidrofobicidade e
volatilizagéo, torna-se um entrave para a sua utilizacdo em sistemas aquosos.
Neste contexto, nanocarreadores visando a veiculacdo desta substéncia e de
outros Oleos esséncias vém sendo desenvolvidos visando minimizar estes
desafios.

Nas ultimas décadas, nanocarreadores com agentes fendlicos, como o
eugenol, tornaram-se uma técnica de crescente interesse, possibilitando
inumeros beneficios que podem contribuir, dentre outros fatores, a protecao da
degradagdo quimica (oxidagdo), melhor dispersdo em sistemas aquosos,
possivel reducao nas propriedades sensoriais (odor e sabor) e maior
estabilidade fisico-quimica (DONSI et al., 2014;WEISS et al., 2009).

3.4 Nanocarreadores

A nanociéncia e a nanotecnologia sao areas do conhecimento e
inovagao que vém despertando interesse cada vez maior da comunidade
cientifica. Pode ser conceituada como um conjunto de técnicas utilizadas para
manipulagdo de atomos e moléculas para a criagdo de novos materiais em
escala nanométrica (10° m) (BRASIL, 2011).

O grande interesse no estudo destes materiais se deve ao fato de
apresentarem propriedades fisico-quimicas distintas do material base ja

conhecido, o que permite inumeras novas possibilidades de aplicagdes. Dentre
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estes, incluem-se, os nanocarreadores para o uso terapéutico, adjuvante
terapéutico, diagndstico ou em produtos para a saude (FALLEIROS et al., 2011).

Entende-se por nanocarreador a nanoestrutura associada ou envolta a
uma substancia ativa, que seja capaz de transporta-la e direciona-la para um
alvo especifico de determinado sistema no qual deve interagir (CERIZE, 2012;
VILLANOVA et al., 2010).

Estima-se que <cerca de 40% das moléculas descobertas
farmacologicamente ativas sao rejeitadas em sistemas aquosos, principalmente,
por apresentarem reduzida solubilidade e disponibilidade. Para contornar tais
problemas, carreadores micrométricos e nhanomeétricos, capazes de modularem
a liberagdo com alto grau de reprodutibilidade, surgiram como alternativas
eficazes (VILLANOVA et al., 2010; WEISS, et al., 2009).

Existem diferentes tipos de carreadores nanoestruturados, como, as
nanoparticulas lipidicas (BEY-OULD S| SAID et al.,, 2016), nanoparticulas
poliméricas (OZTURK et al.,, 2010; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012;
YEGIN et al., 2015), os lipossomas (CHORILLI et al., 2004; BRANDELLI, 2012;
LASIC et al., 1991), nanoemulsdao (ANTON et al., 2007; BOVI, 2015); dentre
outros, sendo pesquisados como nanocarreadores de diferentes principios
ativos para diferentes finalidades e aplicacoes.

Além dos nanocarreadores supracitados, outras nanoestruturas vém
sendo pesquisadas na area de alimentos com diferentes finalidades, como por
exemplo, nanocarreadores de origem natural, como as obtidas por algumas
proteinas do leite, tais como caseina, B-caseina e Albumina Sérica Bovina (BSA)
(BANI-YASEEN, 2011; NAFISI; SADEGHI; PANAHYAB, 2017; ROY et al., 2010;
NAIK; CHIMATADAR; NANDIBEWOOR, 2009).

A albumina tem sido uma das primeiras moléculas de escolha em
sistemas carreadores de diferentes drogas e foi uma das primeiras
nanoparticulas aprovadas pela agéncia de Administragdo de Medicamentos e
Alimentos dos Estados Unidos (USFDA)(ZHAO et al., 2010).

Ao longo das ultimas décadas, a albumina tem emergido como um veiculo
nanoestruturado versatil, demonstrando n&o apresentar efeito imunogénico,
atoxico, além de ser, biodegradavel e metabolizavel in vivo (ELSADEK; KRATZ,
2012; KRATZ, 2008).
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Neste contexto, os nanocarreadores vém sendo considerados uma boa
estratégia para veicular diferentes principios ativos, como por exemplo,
antimicrobianos ndo sintéticos, visando sua liberacédo controlada, melhorando a
estabilidade do principio ativo e o direcionamento de substancias ativas em sitios

especificos.

3.5. Albumina do soro bovino (BSA)

A albumina do soro bovino (BSA) desempenha importante fungéo
carregadora de compostos hidrofébicos, os quais sao insoluveis no plasma
sanguineo, além de atuar na eliminagcdo de radicais livres de oxigénio e
desativacdo de varios metabdlitos lipofilicos tdxicos, como bilirrubina,
apresentando afinidade por pequenos compostos aromaticos ( HE, CARTER,
1992; INDYK, et al.,, 2015). Dentre os diferentes compostos aromaticos de
pequena massa molar, que pode ser carreada pela BSA, tem-se o eugenol.

A BSA é uma proteina globular, com massa molar de 66,4 kDa, sendo
constituida por uma sequéncia conhecida de 583 residuos de aminoacidos,
incluindo 17 ligacdes dissulfetos intramoleculares e um grupo tiol livre. O ponto
isoelétrico da BSA é em pH de aproximadamente 4,6; sendo carregada
negativamente em pH 7,0 e carga positiva no pH 3,0 (INDYK, et al., 2015; HE,
CARTER, 1992).

A BSA ¢ constituida principalmente por estruturas do tipo a-hélice, sendo
formada pela presenca de trés dominios homologos independentes (I, II, 1lI).
Cada um deste dominio compreende dois subdominios A e B (lIA, llIA e IB),
denominados como  “sitios” I, Il e |ll, respectivamente (Figura 2) (
JATTINAGOUDAR et al., 2016; HE; CARTER, 1992).
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Figura 2 - Estrutura da BSA com seus diferentes sitios. Em destaque as
principais regides de interagdes com moléculas hidrofobicas (sitio | e Il).

A interacdo oferecida pelo sitio | ocorre principalmente por meio de
interacdoes hidrofébicas, enquanto no sitio |l envolve uma combinacdo de
interacdes hidrofébicas, ligacdo de hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Desta
forma, os locais de interacdo de albumina com moléculas exdégenas ou
endogenas de carater hidrofébico, como o eugenol, podem ser favorecidos,
principalmente, pela presenca dos subdominios Il e IlIA, conhecidos como sitios
| e ll, respectivamente (BANIPAL, etal., 2017; TAYEH et al., 2009).

Estes principais locais de interagao na estrutura da BSA, os subdominios
IIA e IlIA, diferem em tamanho, flexibilidade, e afinidade de interacdo. O
subdominio IIA é maior e mais flexivel quando comparado ao subdominio IlIA.
Além dessas duas regides de ligagdao, a BSA apresenta o subdominio 1B, um
microambiente localizado na interface mais externa da proteina. Quanto a
presenca de fluoroforo, a BSA apresenta dois fragmentos de triptofano
denominados Trp-134 e Trp-212, localizados nos subdominios IB e A,
respectivamente ( MOREIRA et al., 2014; CARTER, HO, 1994).

A estrutura nativa da BSA em determinado meio pode apresentar
mudanca na conformag¢ao mediante diferentes fatores, tais como, concentragao
da proteina, forga ibnica do meio, temperatura, pH, dentre outros, podendo
favorecer em mudancgas na conformacgéo da proteina.

Dentre estes fatores, o pH pode promover mudangas na densidade de
cargas da BSA devido a protonagao/desprotonacao de grupos ionizaveis. Estas
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mudancgas podem influenciar tanto as interagdes entre os segmentos da cadeia
polipeptidica da BSA quanto as interagdes que esta proteina realiza com outras
moléculas, como por exemplo, moléculas de eugenol que estdo sendo carreados
pela BSA (KUN et al., 2009; SILVA, 2015).

A estrutura tridimensional da albumina apresenta mudangas em sua
conformacao principalmente quando ndo se encontra em condi¢des fisioldgicas
(pH 7,0), originado diferentes isbmeros de sua estrutura nativa (N) de acordo
com o pH do meio.

Em valores de pH entre 4,5 e 7,0 a sua conformagao "N" (normal/nativa)
€ predominante. No intervalo de pH de 4,5 a 4,0, a BSA encontra-se sob a forma
de transicdo, N-F, sendo que a forma F (flexivel) € mais favoravel quando ocorre
uma reducgao abrupta do pH para valores menores que 4,0. A transi¢do da forma
F na conformacédo da BSA para a E (expandida) favorece ao desnovelamento
das a-hélices no dominio |, e a maior flexibilizacdo (desdobramento) do dominio
[l (transigdo da forma N para F), principalmente em valores proximos ao pH 4,8
(Figura 3) ( NUNES, 2016; FERREIRA, 2009; MICHNIK, et al., 2005).

FormaN pH4.3 FormaF pH 2.7 FormakE

Figura 3 - Diferentes isémeros da conformacgao da BSA de acordo como o pH do
meio.

Em pH menor que 3,5, observa-se a predominancia da forma expandida
da proteina (E). A transicdo da conformagao N-F favorece a diminuicdo no
conteudo da estrutura ordenada (secundaria), sendo que a BSA na forma de N
€ mais compacta em relacdo as demais formas, que tendem a ser mais
expandidas ( FERREIRA, 2009; MICHNIK, et al., 2005; NUNES, 2016).

Uma vez que a carga liquida da BSA pode ser alterada e até mesmo
controlada pelo pH do meio, estudos da interagdo que envolve a BSA em
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diferentes valores de pH, com moléculas que apresentam funcionalidade, como
o eugenol, possuem grande significancia para a area de alimentos, pois
permitem avaliar, a partir de parametros fisico-quimico (diametro hidrodinémico,
potencial zeta) e microbioldgicos (CMI, CMB, teste de difusdo em agar, dentre
outros).

O valor de pH no qual a BSA como carreadora de eugenol, podera ter
maior estabilidade cinética e funcionalidade, bem como as possiveis finalidades

deste nanossistema em diferentes segmentos da area alimenticia.

3.6. Potencial zeta e tamanho

De forma geral, quase todos os materiais macroscopicos ou particulados
em contato com um liquido adquirem uma carga elétrica em sua superficie. A
interface de uma superficie ou de uma particula coloidal carregada
eletricamente, juntamente com os ions existentes no liquido préximo a interface
e que estdo sob a influéncia do campo de forgca causado pelas moléculas da
superficie da particula, formam uma camada difusa de ions chamada dupla
camada elétrica (ARAUJO et al., 2010).

A dupla camada elétrica € uma camada difusa de ions formada proxima a
interface de uma superficie ou de uma particula coloidal e na solugao, onde
existe uma diferenga de densidade de cargas que gera uma diferengca de
potencial elétrico na interface da particula coloidal a uma distancia “x” entre
interface e a solucdo (BERNARDES, 2012)

Quando determinada superficie solida entra em contato com uma solugao
aquosa, esta tendera a adquirir cargas em sua superficie. Essa aquisicao de
carga pode ser devido a inumeros processos, tais como, a ionizagao de grupos
funcionais da superficie, adsorcao preferencial de ions da solugdo sobre a
superficie, dissolugdo de sélidos ibnicos, dentre outros (PIRES et al., 2009;
WANG et al., 2013;).

A superficie carregada afeta a distribuicdo dos ions em sua vizinhanca,
atraindo contra-ions e repelindo ions com carga de mesmo sinal, formando-se

uma dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido. Quando se
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aplica um campo elétrico neste sistema, como por exemplo, BSA-eugenol ( BSA-
E), estas particulas juntamente com os ions mais fortemente ligados a ela em
sua dupla camada elétrica movem-se como uma unidade, e o potencial elétrico
no plano de cisalhamento entre essa unidade e o meio circundante € chamado
potencial zeta (§), que pode ser medido experimentalmente, refletindo a carga
efetiva nas particulas (PIRES et al., 2009; WANG et al., 2013;).

As técnicas convencionais para medicdao do potencial zeta em um
determinado sistema sao realizadas por meio da aplicagdo de um campo elétrico
sobre ele. Sua velocidade é medida pela técnica Laser Doppler e € expressa
como mobilidade eletroforética (u) em m?.V.s ' (HONARY; ZAHIR, 2013; PATIL
et al., 2007).

Neste caso, uma dispersdo, é introduzida em uma cuba com dois
eletrodos e aplica-se um potencial elétrico a dispersao. As particulas com carga
elétrica liquida se movem na diregdo do eletrodo de carga contraria, téo
rapidamente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo elétrico aplicado
(LAMEIRAS et al., 2008).

Por representar a carga efetiva nas particulas, o potencial { esta
relacionado com a forga eletrostatica (repulsiva ou atrativa) entre as particulas e
com a estabilidade da disperséo (BEDE, 2010).

Desta forma, o potencial zeta pode ser considerado um fator importante
para a caracterizacao da interacdo BSA-eugenol (BSA-E), uma vez que reflete a
presenga de moléculas com carga localizadas na interface deste sistema. Além
de inferir sobre a estabilidade fisico-quimica deste sistema.

Se o potencial zeta do sistema for relativamente elevado em maédulo, as
forcas repulsivas tenderao a superar as forgas atrativas que atraem as particulas
entre si. Em contrapartida, se o potencial zeta for relativamente pequeno em
modulo, as forgas atrativas entre as particulas tendera a sobrepor sobre as
forcas repulsivas, apresentando menor estabilidade cinética ao sistema
(ROLAND et al., 2003).

A determinagdo do tamanho de uma particula presente em um sistema,
tal como, BSA-E, pode ser analisado por diferentes técnicas, sendo as mais
reportadas a microscopia eletronica de transmissao e o espalhamento dindamico
de luz (DLS) (ZORZI et al., 2015; BERNE; PECORA, 2003).
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Dentre estes métodos, a determinagdo do tamanho (didmetro
hidrodinamico) de diferentes particulas por DLS utilizando o equipamento
Zetasizer Nano-ZS, € uma das técnicas mais utilizadas, por permitir a
quantificacdo de forma rapida, simples e precisa (ZORZI et al., 2015; BERNA,;
PECORA, 2003).

O DLS tem sido considerado como um dos melhores métodos para uma
estimativa do tamanho médio e para a verificacdo da distribuicdo de tamanho
(indice de Polidispersdo -PDI-) das particulas, além de inferir a estabilidade do
sistema em fungao do tempo de armazenamento. E é especialmente empregado
para caracterizar a estabilidade de novas formulagdes (KLANG et al., 2012).

O indice de polidispersédo (PDI), obtido pela técnica DLS, avalia a
“‘homogeneidade” de distribuicdo do tamanho das particulas presentes no
sistema. Esta propriedade adimensional, pode variar entre 0 a 1, grande parte
dos pesquisadores reportam que valores de polidispersao < 0,3, como um valor
excelente, e valores de até 0,5 como um indice aceitavel de polidisperséo (
KAUR et al., 2008; SHAH et al., 2014 ).

Desta forma, a partir das analises da carga superficial (potencial zeta) e
do tamanho das particulas , € possivel obter informagdes importantes , tais
como: se a formacéao desta interacéo ( BSA-E) podera ocasionar em mudancgas
nas propriedades de superficie, e a partir das mensuragdes de tamanho e
potencial zeta, verificar se a estabilidade do sistema BSA-E, esta sendo favoravel
ou desfavoravel sobre determinadas condicbes do meio na qual serdo

submetidas, tal como, os diferentes valores de pH.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos, em parceria com o Nucleo de Microscopia da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) e no Centro de Microscopia da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

4.1. Avaliagao microbiolégica

4.1.1. Suspensao de micro-organismos

Foram utilizadas células vegetativas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Escherichia coli ATCC 25922 isoladas de vacas com mastite,
provenientes do banco de culturas da Embrapa Gado de leite, gentilmente
cedidas pelo Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

A partir das culturas puras de S. aureus e E. coli mantidas a temperatura
de -80 °C em tubo Eppendorf contendo Brain Heart Infusion (BHI- Merck) e
glicerol (80:20) foram preparadas suspensdes contendo cerca de 108 UFC-mL"".
Para o uso experimental, as suspensdes de células vegetativas foram ativadas
em duas repicagens consecutivas em caldo BHI, por incubacéo a 37 °C por
24 h. O numero de micro-organismos nas suspensdes foi determinado por
plagueamento pela técnica em profundidade em agar para contagem padrao
(PCA - Himedia) e incubadas por 24 h a 37 °C.

4.1.2. Preparagao do nanocarreador (BSA) com eugenol

Para a preparacao das dispersoes foi utilizado a albumina de soro bovino
(BSA) (= 98%) e eugenol (99,0%), adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich ,
St Louis, EUA). A BSA na concentragdo de 1,50 x 10 mol- L™ foi dispersa
diretamente em tampao de citrato de sddio e acido citrico para as solugdes em

pH 3,5 e 5,0. Para a dispersao em pH 7,0 foi utilizada a solugdo tampéao de
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fosfato de sddio monobasico e dibasico. Todas as solugcdes tampdes utilizadas
foram preparadas em agua ultrapura (Milli-Q).

Apos completa dispersdo da BSA em pH 3,5, 5,0 e 7,0, foram adicionadas
diferentes concentragdes de eugenol de acordo com os dados obtidos pela
determinacao da Concentragao Minima Bactericida (CMB). Posteriormente, as
dispersdes de BSA e eugenol para cada pH, foram submetidas, separadamente,
em agitador mecanico a 3000 rpm por 2 h em temperatura de 20 a 25 °C. Em
seguida, cada tratamento foi filtrado em membrana de celulose com poro de 0,45
pm (Millex®) e armazenados a 25 °C.

Para as analises microbioldgicas, foi avaliado também o eugenol sem a
presencga do nanocarreador (eugenol livre: E). O eugenol na CMB foi inoculado
em caldo Muller-Hinton (Himedia), previamente autoclavado e com os valores de
pH ajustados para 3,5; 5,0 e 7,0 com solugao de acido cloridrico 0,1 M ou solugao
de hidréxido de sdédio 0,1 M. As concentragdes adicionadas do principio ativo

para os diferentes tratamentos foram utilizadas de acordo com a CMB.

4.1.3. Determinacao da concentragao minima inibitéria (CMI) e minima
bactericida (CMB)

A CMI foi determinada pela técnica da microdiluicdo de acordo com a
norma Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2003.

A densidade 6tica dos isolados de mastite bacteriano (S. aureus e E. coli)
em suspenséo, foi ajustada em solugao salina a 0,85% para a faixa de 0,089 a
0,120 a 625 nm utilizando espectrofotdbmetro (Kazuaki IL227), o que corresponde
ao padrédo McFarland 0,5, que contém, aproximadamente, 1,0 x 108 UFC-mL"".

Foram realizadas dilui¢des seriadas de duas vezes de eugenol livre (E) e
eugenol nanocarreado (BSA-E), em concentragdes que variaram de 35 pL-mL""
a 0,068 puL-mL"", em placas de microtitulagdo de poliestireno de 96 pogos. O
volume do caldo Muller-Hinton acrescido dos antimicrobianos corresponderam a
142 uL. A suspensao bacteriana ajustada para 0,5 McFarland foi diluida (1:10)
em solucao salina 0,85% e 8 uL foram utilizados para inocular as microplacas,
obtendo-se uma concentragao inicial de, aproximadamente, 5,0 x 105 UFC-mL""
em cada poco. As placas foram incubadas em leitora de microplacas (Multiskan
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GO 1510, Thermo Scientific) a 37 °C por 18 h, com leitor de densidade o6tica a
625 nm.

Além das amostras com E e BSA-E em diferentes valores de pH (3,5; 5,0
e 7,0), foram utilizadas como controle: dispersdo de BSA (1,50 x 10 mol- L)
sem eugenol, em solugdo tampao de citrato de sédio — acido citricoem pH 3,5 e
5,0 e em solugao tampao de fosfato de sédio monobasico e dibasico em pH 7,0;
além de solugdo tampao de citrato de sédio — acido citrico em pH 3,5 e 5,0;
tampao de fosfato de sédio monobasico e dibasico em pH 7,0. A CMI foi
determinada como a menor concentragdo que nao houve multiplicagao
microbiana apés 18 h de incubacéo.

As concentragdes utilizadas de eugenol para amostras com E e BSA-E,
variaram de 35 a 0,068 pyL-mL"’

Para confirmar se houve efeito bactericida ou bacteriostatico, os pogos
classificados como negativos foram analisados. Apos homogeneizagdo em
vortex, todo o liquido foi transferido para tubos Eppendorf previamente
autoclavados. Cada amostra foi centrifugada a 4000 g por 5 min e o
sobrenadante descartado. As células foram lavadas por duas vezes com 1 mL
de solugao salina 0,85% (m/v) para remogéo do eugenol.

O pellet obtido foi ressuspendido em 100 yL de solugao salina e todo
volume foi inoculado em placas de Petri contendo agar padrao para contagem
(PCA, Himedia). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CMB foi
considerada como a menor concentragao que inibiu o crescimento microbiano

nas placas.

4.1.4. Determinacao da viabilidade de células vegetativas de E. coli e S.
aureus por citometria de fluxo apés imersao em E e BSA-E

A quantificacao de células vegetativas inviaveis de S. aureus e E. coliapés
diferentes tempos de contato com as amostras de E e BSA-E em diferentes
valores de pH (3,5; 5,0 e 7,0) na CMB, foi realizada por citometria de fluxo (CMF)
(BD FACSVERSE).

Cada amostra (E ou BSA-E), foi inoculada com uma concentragao de
aproximadamente 1,0 x 108 UFC-mL-'de cada bactéria testada. Apds a imersao
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de E. coli e S. aureus em diferentes tempos (5, 15 min) foi adicionado para cada
amostra 10 pL de solugdo de iodeto de propidio (Pl) na concentragdo de 5,0
ug-mL-', como marcador nuclear fluorescente.

A fluorescéncia vermelha foi detectada por filtro 568/42 nm em
comprimento de onda para excitagdo em 488 nm, sendo a emissao vermelha
quantificada através do programa BD FACSuite.

Posteriormente, foi realizada a leitura de cada formulagdo em diferentes
tempos, em velocidade baixa de 12 yL-min~' com 10.000 eventos previamente
determinados. A quantificacdo de células bacterianas de cada isolado foi

expressa sob a forma de percentual de células inviaveis.

4.1.5. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Para avaliar as possiveis alteragdes morfoldgicas sobre os isolados de
mastite (S. aureus e E. coli) apés a imersdo em E; BSA-E ou solugéo tampéo em
pH 3,5 (ST), foi realizado a MEV.

Cada isolado foi ativado em caldo BHI e incubado a 37°C por 18 h. A
densidade optica (DO) foi ajustada para 0,4 a 630 nm (LIU et al., 2004). Um
mililitro da suspensao bacteriana foi centrifugado a 4.000 g por 10 min. O pellet
resultante foi ressuspendido em 1mL de caldo Mueller-Hinton (controle) ou caldo
Mueller-Hinton acrescido de E ou BSA-E em diferentes valores de pH (3,5; 5,0 e
7,0) na CMB ou solulgao tampao citrato em pH 3,5 (ST). Apds incubagao a 37
°C por 60 min, a suspenséao foi centrifugada e as células lavadas duas vezes em
tampao fosfato de sddio (PBS) 0,1 M, pH 7,2. Posteriormente, a suspensao
bacteriana para cada isolado, foi removida de cada antimicrobiano e
ressuspendida em solu¢ao tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.2, e centrifugada a 4.000
g por 10 min. Este procedimento foi repetido por duas vezes para a remogao do
antimicrobiano.

Em seguida, 10 yL da suspensao de cada tratamento foram adicionadas
em laminula tratada com poly-L-lisina e espalhada, delicadamente, sobre a
superficie do vidro. Apds cerca de 5 min, foi realizada a fixagao dos isolados com
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M. As amostras ficaram imersas no

fixador por 24 h sob refrigeragdo. Em seguida, foram realizadas seis lavagens,
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de 10 min cada, em tampao PBS a 0,1M pH 7,2. A etapa da desidratacao
consistiu de tratamentos seriados em etanol, nas graduagdes de 30 °, 50 °, 70 °,
80 °, 95 ° Gay Lussak (GL), por 10 min cada e trés tratamentos de 15 min, em
etanol 100 ° GL. Os cupons foram transferidos para o secador ao ponto critico
(Leica, modelo CPDO030) para a desidratacgao total. Por ultimo, foram metalizados
em stub (EMS, cat#. 75200) e realizado a metalizagdo para cada amostra
(BALTEC MEDO020 Coating System modelo FDU 010) com 4 nm de ouro para
posterior observagdo ao MEV (Quanta 200, FEG/FEI 2006) e registro das

imagens. A MEV foi realizada no Centro de Microscopia da UFMG.

4.1.6. Contagens de células aderidas ap6s imersdao em cupons de ago
inoxidavel e borracha em dispersées com E e BSA-E

Cupons de acgo inoxidavel (AlSI 304 com polimento n° 4) e borracha de
teteira utilizada em ordenhadeira mecanica foram cortados em moldes de 10 mm
x 10 mm x 0,5 mm. Apds a higienizacdo, os cupons foram imersos,
separadamente, em caldo BHI (Merck) esterilizado, onde foi adicionado a
suspensao de S. aureus e E. coli na concentragdo aproximada de 5,0 x 10-°
UFC-mL" e incubados a 37 °C por 18 h. Apds o periodo de incubagdo, os
cupons foram retirados, secos a temperatura de 25 °C e imersos na CMB de
cada amostra ( E ou BSA-E), e na agua esterilizada (controle) por 30 min.
Posteriormente, os cupons foram transferidos para solugao tampéao de fosfato de
sédio (0,1 M) por 1 min para remogao de células planctonicas, e em seguida,
novamente imersos em solugao tampao fosfato de sédio, com a finalidade de
remogao das células sésseis por meio de agitacdo em vortex durante 1 min.
Diluicdes adequadas foram preparadas a partir deste ultimo tampao e aliquotas
foram plagueadas em &agar para contagem padrao (PCA, Himedia), sendo
determinado o numero de células aderidas (UFC.cm) apds a imersdo por 30

min de cada antimicrobiano.
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4.2. Determinagao do tamanho, potencial zeta ({) e estabilidade cinética do
nanocarreador livre (BSA) e com eugenol (BSA-E)

A caracterizagado do nanocarrredor livre (BSA) e na presencga de eugenol
(BSA-E) na CMB foi realizada pela mensuragdo do tamanho (didmetro
hidrodinamico) e do potencial zeta para cada formulagdo em diferentes valores
de pH (3,5; 5,0 e 7,0). As amostras foram diluidas em agua Milli-Q (1:10) e
analisadas com auxilio do equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments
Ltd., UK).

A mobilidade eletroforética (V-m?-s™') foi calculada a 25 + 0,1 °C,

conforme a Equacao 1, para particulas esféricas.

UE
p=— (1)

em que U é a velocidade da particula (m-s™), w a frequéncia (s™') e E o campo
elétrico efetivo (V-m-'). O potencial { (mV) foi calculado usando a Equacéo de
Smoluchoski (2).

(=" @)

em que ¢ é a permisividade elétrica (F-m™") e  a viscosidade do solvente (Pa-s).

A conversao da mobilidade eletroforética em potencial ¢ foi feita
automaticamente pelo software de analise dos dados Zetasizer Software
(Malvern. UK) Os valores de potencial ¢ foram determinados em triplicata e o
desvio padrao foi calculado por pelo menos 10 medidas de uma mesma amostra.
O experimento foi realizado em trés repeti¢des.

Para verificar a estabilidade das formulagcdes BSA e BSA-E na CMB, cada
formulacdo em diferentes valores de pH (3,5; 5,0 e 7,0) foi preparada conforme
descrito no item 4.1.2 e armazenadas sob 25 °C por 15 dias. Durante esse
tempo, aferiu-se os parametros fisico-quimicos referentes ao tamanho (diametro

hidrodinamico), potencial zeta e pH, em intervalos consecutivos de 3 dias.
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Os valores de pH para cada nanossistema foi determinado por medicao
direta no aparelho pHmetro DM20 (Digimed), a temperatura de 25 °C, sendo
conduzido com duas repeticdes para cada tratamento. Todo o experimento foi

conduzido com duas repeti¢cdes para cada formulagao.

4.3. Predicao do modo de ligagao entre eugenol e BSA em diferentes
valores de pH por docking molecular

Para predizer a ligagao do eugenol com a BSA em diferentes valores de
pH (3,5;5,0 e 7,0), a estrutura do eugenol com codigo de acesso ZINC1411 foi
obtida do banco de dados ZINC verséo 12.0 (IRWIN et al., 2012). A estrutura 3D
da proteina nanocarreadora (BSA), com cédigo de acesso 40R0 obtida por
cristalografia de raio-X com resolucéo 2,4 Angstrém (A) foi recuperada do banco
de dados PDB (Protein Data Bank) (BERMA et al., 2000). Inicialmente, as
moléculas de agua e demais compostos ndo proteicos foram removidos e os
hidrogénios foram adicionados a estrutura da BSA. A distribui¢cdo das cargas dos
residuos da proteina e do ligante (eugenol) foi realizada utilizando o programa
Autodock Tools 1.5.6 (IRWIN et al., 2012) e o modo de ligagao entre proteina e
ligante (BSA-E) foi predito utilizando o programa Autodock Vina (TROTT et al.,
2010).

O perfil eletrostatico da proteina sob diferentes condigbes de pH (3,5, 5,0
e 7,0) foi realizado inicialmente utilizando o método de Poisson-Boltzmann
implementado no algoritmo APBS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver)
disponivel no servidor PDB2PQR (DOLINSKY et al. 2004). O perfil eletrostatico
da proteina foi observado no software VMD 1.9.2 (HUMPHREY et al., 1996) e as

figuras foram geradas utilizando o programa PyMol 1.3 (Schrodinger, LLC).
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5. DELINEAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

Nesta pesquisa foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) num fatorial composto, para as analises microbioldgicas.

Para a analise de adeséo foi realizado um fatorial 2 x 9 x 2, ou seja: 3
fatores: bactéria (com 2 niveis: E. coli e S. aureus), formulagdo (com 9 niveis:
antes da imersao, agua, E-3,5, E-5,0, E-7,0, BSA-3,5, BSA-5,0, BSA-7,0 e ST-
3,5) e superficie (com 2 niveis: ago inoxidavel e borracha).

Posteriormente, estes dados foram analisados, separadamente, por meio
da Analise de Variancia (teste F) a 5% de probabilidade e uma vez constatados
o efeito significativo do tratamento, aplicou-se entdo o teste Tukey, a 5% de
probabilidade. Todo experimento microbiologico foi realizado com trés
repeticdes, sendo os dados analisados no programa estatistico SAS (Statistical
Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA). Versdo 9.2,
licenciado para Universidade Federal de Vigosa, 2013).

Nas analises de caracterizacgao fisico-quimica (tamanho, potencial zeta e

pH) apresentou-se a média e desvio-padrao dos resultados de duas repeti¢des.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliagao microbioldgica

6.1.1. Determinagao da Concentragido Minima Inibitéria (CMI) e
Concentragcao Minima Bactericida (CMB)

De acordo com os resultados obtidos pelo teste de CMI e CMB pelo
método de microdilui¢cdo, todos as amostras com BSA-E, independente do pH
avaliado, apresentaram uma CMI e CMB menores em relagédo ao tratamento com
o eugenol livre (Tabela 2). A BSA, uma proteina com sitios hidrofébicos e
hidrofilicos, provavelmente favoreceu a uma melhor distribui¢cdo e difusdo deste
composto em meio aquoso, permitindo uma interagcdo mais efetiva do eugenol
sobre a superficie de E. coli e S. aureus, favorecendo a agido antimicrobiana do

eugenol nanocarreado, em menores concentragdes em relagéo ao eugenol livre.

Tabela 2 - Concentragcdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima
Bactericida (CMB) de eugenol nanocarreado ( BSA-E) e livre (E) sobre isolados
bacterianos mastiticos

Bactéria S. aureus E. coli
Amostras cmI* cvB* CcMI* cvmB*
BSA-E 3,5 0,27 0,27 0,27 0,27
BSA-E 5,0 0,55 0,55 0,55 0,55
BSA-E 7,0 0,55 0,55 0,55 0,55
E-3,5 1,10 1,10 1,10 1,10
E-5,0 2,20 2,20 2,20 2,20
E-7,0 2,20 2,20 2,20 2,20

* = yL-mL' , BSA-E 3,5; 5,0 e 7,0: eugenol nanocarreado com BSA em pH 3,5; 5,0 e 7,0;
respectivamente; E- 3,5; 5,0 e 7,0: eugenol livre (em caldo Mueller-Hinton.) em pH 3,5, 5,0 e 7,0,
respectivamente.
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A atividade antibacteriana de 6leos esséncias e ou de seus componentes
como o eugenol pode ser classificada entre forte, moderada e fraca, que
corresponde a CMI de até 500; entre 600 e 1.500; e acima de 1.600 pg/mL,
respectivamente (ALIGIANNIS et al., 2001)

Todos as amostras com BSA-E apresentaram forte agao inibitéria sobre
S. aureus e E. coli (CMI < 500 pg/mL), e com menores concentragdes do
principio ativo em relagdo ao eugenol livre (E) Amostras com BSA (1,50 x 10
mol-L-") e solugdes tampdes (0,1 M) sem eugenol em valores de pH 3,5, 5,0 e
7,0, foram utilizados como controle.

De acordo com os valores obtidos, foi possivel constatar que a CMI nao
diferiu da CMB para o mesmo valor de pH para a amostra com o eugenol livre
(E) ou nanocarreador (BSA-E), entre as bactérias gram-positiva e gram-negativa.

LV et al. (2011), ao avaliarem os efeitos antimicrobianos in vitro de
diferentes 6leos essenciais, demonstraram que o 6leo essencial de manjericao (
Ocimum basilicum), cujo componente majoritario foi o eugenol (>60%),
obtiveram a mesma CMI para S. aureus e E. coli (1,25 yL-mL-") pela técnica de
microdiluicdo. Chen et al. (2009) ao avaliaram a CMI e CMB de eugenol em caldo
soja Tripticaseina- TSB sobre S. aureus e E. coli, também obtiveram os mesmo
valores para CMI e CMB para ambos os isolados (0,9 mg-mL-"). Tais resultados
respaldam a acgdo antimicrobiana de amplo espectro do eugenol, como
evidenciado neste estudo.

A atividade antimicrobiana do eugenol é atribuida a sua capacidade de
permeabilizar e interagir com a membrana celular de forma nao especifica,
favorecendo sua acdo de amplo espectro, além de diferentes estudos
relacionarem o eugenol com o aumento do transporte de potassio e de (ATP)
para fora das células (GILL; HOLLEY, 2006; HEMAISWARYA; DOBLE, 2009;
ZHENG et al., 2013).

A amostra BSA-E em pH 3,5 apresentou nas mesmas condigdes das
demais formulagdes, a menor CMI e CMB (0,27 uL-mL-") (Tabela 2), sugerindo
uma melhoria da acéo bactericida do eugenol com o meio acido.

Importante ressaltar, que independentemente do pH avaliado, todos as
amostras com BSA-E apresentaram acdo bactericida com concentracbes

menores do principio ativo em relagdo ao eugenol livre (E).
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De acordo com os dados obtidos (Tabela 2) o baixo pH do meio, ao
favorecer uma possivel melhoria do efeito antibacteriano, favoreceu a uma
menor concentragdo de eugenol necessaria para a inativagdo dos isolados
mastiticos, sendo a concentracdo duas vezes menor em comparagao as
amostras de BSA-E em pH 5,0 e 7,0.

Davidson et al. (2005) avaliaram a ac&o antimicrobiana de eugenol livre e
nanocarreado em micelas constituidas de tensoativo n&o-ibnico (Surfynol®
485W) em diferentes valores de pH (5,0, 6,0 e 7,0) sobre E. coli e Listeria
monocytogenes. Os autores reportaram que em pH 5,0 as micelas sem eugenol
demostraram pequena inibicdo sobre os isolados bacterianos, mas a adi¢ao de
0,2% (m/m) de eugenol conduziu a inibicdo completa de ambos os
micro-organismos, além de demonstrarem que a CMI aumentou com a elevagéao
do pH, variando de 0,2, 0,5 e 0,5% de eugenol para os pH 5,0, 6,0 e 7,0;
respectivamente. A maior atividade do eugenol em micelas foi atribuida ao
aumento da solubilidade do antimicrobiano pela presenca de surfactantes sobre
os isolados bacterianos.

Em todas as amostras contendo apenas a BSA sem eugenol, ndo foi
detectado acdo bactericida nem bacteriostatica sobre S. aureus e E. coli,
independente do pH do meio.

Pela analise da CMI e CMB, foi verificada acado bacteriostatica para a
solugado tampao em pH 3,5 sem eugenol (controle). Este resultado pode estar
relacionado ao requerimento de energia dos micro-organismos em baixo pH, que
€ maior que a energia requerida em valores de pH proximo a neutralidade.

Em condigbes de baixo pH do meio, as células precisam gastar energia e
alteram as atividades metabdlicas para eliminar os prétons em excesso € manter
o pH interno. Dessa forma, ha alteragao do transporte de nutrientes devido a
alteracdo na permeabilidade de membrana e reducido da forca proton motora
(HUANG; CHEN, 2006; PARISH et al., 2003; RAYBAUDIMASSILA et al., 2009).

Além deste fator, embora a parede celular seja uma estrutura dindmica,
que pode se adaptar as mudancgas fisiologicas do meio, mantendo seu
metabolismo ativo, o baixo valor de pH, tende a inviabilizar a multiplicagao
celular (LV et al., 2011), demostrando assim que o pH pode favorecer a uma

possivel acdo bacteriostatica.
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Diferentes estudos demostram que o0 uso de Oleos essenciais
nanocarreados em sistemas de distribuicdo, tais como, nanoemulsoes,
lipossomas, micelas poliméricas, dentre outros, tendem a melhorar a atividade
de dleo essencial ou seus componentes, principalmente pela melhor distribuicdo
e solubilidade do principio ativo hidrofébico em meio aquoso (DONSI et al., 2012;
DONSI, et al., 2014; GHOSH, et al., 2014; MCCLEMENTS; RAO, 2011;.SHAH;
DAVIDSON; ZHONG, 2013; WEISS et al., 2009).

Shah et al. (2014) avaliaram a acdo antimicrobiana de eugenol em
nanocapsula de proteina isolada de soro de leite conjugado com maltodextrina
pelo método de emulsdo-evaporagdo, sobre E. coli O157:H7 e L.
monocytogenes em leite bovino. Os autores observaram que o eugenol
encapsulado, obteve melhor eficiéncia antimicrobiana em relagédo ao eugenol
livre (disperso em caldo de soja Tripticaseina - TSB), quando adicionado ao leite.
Eles reportaram que a melhor agdo antimicrobiana do eugenol encapsulado se
deve a uma maior solubilidade e distribuicdo mais uniforme do principio ativo na
fase aquosa, além de uma menor interacdo do eugenol nanocarreado com
componentes presentes no leite, tais como gordura e proteina (SHAH;
DAVIDSON; ZHONG, 2014).

6.1.2. Avaliacao da viabilidade de E. coli e S. aureus por citometria de fluxo
apos imersao em E e BSA-E em diferentes valores de pH

Ao avaliar a viabilidade de células microbianas expostas a diferentes
fatores de estresses, tal como o uso de antimicrobianos, a heterogeneidade
existente referente aos diferentes estados metabdlicos e fisiologicos de
determinada estirpe ndo ¢é considerado pelas técnicas de analises
microbiolégicas convencionais, pois nem todas as células em questao,
sobrevivem igualmente quando submetidas a condigdes adversas (BOOTH,
2002; JORDAN et al., 1999). Neste contexto, a analise por citometria de fluxo
(CMF), ao analisar cada célula bactéria individualmente, permite maiores
informagdes sobre a viabilidade celular.

Para a analise de CMF foi utilizado como marcador fluorescente, o

iodeto de propidio (IP), para a deteccao de células nao viaveis de E. colie S.
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aureus apos imersao por 5 e 15 min. e 18 horas; em E e BSA-E em diferentes

valores de pH (3,5;5,0 e 7,0).

Ap6s 5 min de imersdo dos isolados de mastite, foi observado uma

maior porcentagem de células inviaveis para as amostras BSA-E em relagéo

ao eugenol livre. O controle (sem imersdao em E ou BSA-E) de E. coli e S.

aureus na auséncia e presenga de IP estao representados na Figura 4.

Independente do pH e da bactéria testada, todos as amostras com

BSA-E, exceto BSA-E 7,0 para S. aureus, apresentam porcentagem de

células inviaveis maior do que 99% (Figura 5). Demostrando o rapido efeito

bactericida do eugenol nanocarreado (BSA-E) em relacdo ao eugenol livre (E).
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Como pode ser observado na Figura 5, a atividade bactericida de E foi
influenciada pelo pH do meio, sendo maior em menores valores de pH. Além
disso, o eugenol livre foi mais efetivo sobre S. aureus em relagéo a E. coli.

A amostra BSA-E, apés 5 min de imersdo demonstrou elevada agao
antimicrobiana sobre as células de E. coli (99,86%; 99,82% e 99,86% em pH
3,5;5,0 e 7,0, respectivamente) e S. aureus (99,48% e 99,38% em pH 3,5 e 5,0;
respectivamente). ABSA-E em pH 7,0 para S. aureus, demostrou uma inativagao
de 71,28%, demostrando que em pH proximo a neutralidade, este isolado
necessita de maior tempo de contato com o antimicrobiano para uma maior
inativacao.

A maior acao bactericida do BSA-E corrobora com os resultados dos
testes microbioldgicos realizados anteriormente, que demostraram que a
formulacdo BSA-E apresentou uma forte acdo bactericida, provavelmente
resultante da uma distribuicdo mais uniforme e melhor difusdo do antimicrobiano
em meio aquoso.

Hammer; Heel (2012) avaliaram por CMF as alteragcbes na
permeabilidade da membrana celular em S. aureus, Staphylococcus epidermidis
e Enterococcus faecalis ap6s exposicdo em carvacrol, 1,8-Cineo, eugenol,
terpinen-4-ol e cinamaldeido, na CMI de cada composto, por 5 € 30 min. Os
autores demostraram que o eugenol foi o Unico composto a permeabilizar a
membrana celular de forma significativa, para todos os micro-organismos apos
5 min de exposicéo (78,11%; 90% e 95%, para S. aureus, S. epidermidis e E.
faecalis, respectivamente). Esses valores corroboram com os resultados de
nossa pesquisa, além de evidenciar um dos possiveis mecanismos de agao do
eugenol, ou seja, a ruptura da membrana celular.

O efeito antimicrobiano de eugenol pode estar interligado a presencga do
grupamento fendlico em sua estrutura, que poderia penetrar através da
membrana celular e manter os efeitos inibitorio e bactericida (DAS et al. ,2016).

Para verificarmos se o maior tempo de imersao dos isolados de mastite
em eugenol livre (E) poderia propiciar o aumento da porcentagem de células

inviaveis, realizamos o mesmo procedimento pela técnica de CMF, porém com
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tempo de imersdo de 15 min sobre E.coli e S. aureus, como evidenciado na

Figura 6.
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Figura 6 - Porcentagem de células inviaveis apds a imersado por 15 min de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus sobre eugenol livre (E) e nanocarreado
(BSA-E) em diferentes valores de pH.

O maior tempo de imersao (15 min) com eugenol livre em diferentes
valores de pH propiciou a inviabilidade celular sobre os isolados bacterianos (>
99,9%), independente da influéncia do pH do meio e da estrutura da parede
celular. Este resultado demonstra a importancia do tempo de contato no efeito
bactericida da amostra com E

A imersao em solucdo tampao citrato em pH 3,5 (ST- 3,5) demonstrou
pequena porcentagem de células inviaveis (16,12% e 19,69% para E. coli e S.
aureus.; respectivamente), mesmo apds 18 h de imersdo sobre os isolados
mastitico. Esse fato refor¢a sua agao bacteriostatica, como encontrado em nossa

pesquisa pelo teste de microdiluigao (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de células inviaveis apds a imersdo em de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus em solugao tampao citrato com pH 3,5 (ST-3,5)
por 18 h.

Para confirmar que os valores obtidos pelo teste de microdiluigdo foram
realmente bactericidas, avaliou-se por CMF todas as amostras apds a imersao
por 18 h, ou seja, 0 mesmo tempo de contato que os isolados bacterianos foram

expostos para analise da CMI e CMB (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliagao da porcentagem de células inviaveis de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus apds imersdo por 18 h. em eugenol livre (E) e
nanocarreado (BSA-E) em diferentes valores de pH.
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De acordo com os resultados obtidos foi possivel constatar que eugenol
apresenta elevada atividade bactericida sobre os isolados de mastite bovina
gram-positivo e gram-negativo, promovendo a perda da integridade da
membrana celular, sendo a técnica de CMF com a marcagao por florescéncia
por IP eficaz para a avaliagéo da viabilidade celular.

Apesar dos beneficios encontrados em nossa pesquisa na utilizagao de
eugenol livre sobre os isolados bacterianos, sua elevada hidrofobicidade e
volatilizagdo, torna-se um entrave para a sua utilizagdo em sistemas aquosos.
Neste contexto, nanocarreadorres, como a BSA, visando a veiculagao desta
substancia apresenta-se como uma alternativa viavel para o controle e
prevencdo da mastite bovina contagiosa e ambiental, além de sua possivel
utilizacdo em outros segmentos da area de alimentos. Além disso, foi
demonstrado que em tempo de contato menor (5 min), a BSA-E foi mais efetiva

que o eugenol livre.

6.1.3. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Visando elucidar um dos possiveis mecanismos de agdo do eugenol e
corroborar com os dados obtidos pela analise em CMF, avaliou-se a morfologia
da superficie celular de E. coli e S. aureus por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), apds a imersao por 30 min deste isolados nas formulagdes que
apresentaram acao bactericida.

Pode-se observar que todos as amostras na CMB apresentaram
mudancas morfoldgicas e provaveis rupturas na membrana celular (Figuras 9 e
10). Observa-se também que os tratamentos com BSA-E proporcionaram
maiores alteragdes nas superficies celulares quando comparadas ao eugenol

livre, independente do pH e da bactéria avaliada.
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Figura 9 - Fotomicrografias de células de Escherichia coli apds a exposicao a
diferentes tratamentos: A= controle; B= E- 3,5; C= E-5,0; D= E=7,0; E= BSA-E
3,5; F= BSA-E 5,0; G= BSA-E 7,0. Setas indicando provaveis deformacodes
morfoldgicas.
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Figura 10 - Avaliagdo morfolégica de Staphylococcus aureus por MEV apés o
condicionamento em diferentes tratamentos: A= controle; B= E- 3,5; C= E-5,0;
D= E=7,0; E= BSA-E 3,5; F= BSA-E 5,0; G= BSA-E 7,0. Setas indicando
provaveis deformagdes morfologicas.

A superficies das células bacterianas nao tratadas com o antimicrobiano
natural permaneceram intactas e com caracteristicas morfolégicas tipicas de
uma célula microbiana. Porém, as células tratadas com eugenol foram
severamente  danificadas. Algumas células mostraram  acentuada
desuniformidade e a presenca de fragmentos e lacunas, reforcando a possivel
fragmentagdo da membrana celular como o principal mecanismo de agao do
antimicrobiano sobre bactérias. Resultados semelhantes foi encontrado por Das
et al. (2016), ao analisarem a morfologia da membrana celular de estirpes
multirresistentes de S. aureus quando submetidas a diferentes concentragdes de

eugenol.
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Os resultados obtidos pela técnica de MEV embasam os resultados
obtidos pelas demais metodologias microbioldgicas, demonstrado a forte agéo
bactericida do eugenol, especialmente na forma nanocarreada.

As mudancgas morfolégicas ocasionadas pelo eugenol evidenciam o
aumento significativo na permeabilidade da membrana, que pode afetar o
transporte citoplasmatico, propiciando a incapacidade destas células em regular
adequadamente o transporte através da membrana celular, resultando em sua
inativagado (DAS et al. ,2016).

Hemaiswarya e Doble (2009) também reportaram danos a membrana
celular em S. aureus e E. coli como possivel mecanismo de agdo do eugenol.
Demonstraram ainda que os danos na membrana celular em ambas as estirpes,

aumentaram a permeabilidade n&o seletiva da membrana.

6.1.4. Contagens de células aderidas ap6s imersao de superficies de ago
inoxidavel e borracha em dispers6es com E e BSA-E

Apos constatar-se a eficiéncia antibacteriana e um dos possiveis
mecanismos de agéo do eugenol livre (E) e nanocarreado (BSA-E), avaliou-se a
eficiéncia de diferentes substancias (agua, E-3,5; E-5,0; E-7,0; BSA-3,5; BSA-
5,0; BSA-7,0 e ST-3,5) na remogéao de células vegetativas de S. aureus e E. coli
aderidas em cupons de ago inoxidavel e borracha de teteira utilizada em
ordenhadeira mecéanica, apés 30 min de imersédo dos cupons.

Observou-se que a interacao tripla, bactéria x amostra x superficie, e as
interacdes duplas, bactéria x superficie e bactéria x amostra nado foram
significativas (p > 0,05). Desta forma, o fator bactéria (E. coli e S. aureus) foi
analisado separadamente. E o fator formulacado e superficie foram analisados
em conjunto (p < 0,05).

A adesdo de E. coli e S. aureus foi diferente (p < 0,05) para todas as
situagoes estudadas (superficie e amostra). Sendo assim, como se tem somente
dois niveis do fator bactéria, ndo foi preciso realizar o teste de Tukey, e,
observando os valores das médias tem-se que E. coli aderiu mais nas diferentes
circunstancias (3,45 log UFC-cm) (amostra e superficie) que S. aureus (3,19
log UFC-cm™).
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Os micro-organismos gram-negativos tendem a apresentar maior
facilidade de adesdo em superficies em comparagdo aos gram-positivos, pois
estes apresentam pili, fimbrias e flagelos, bem como a membrana externa. S.
aureus nao apresenta membrana externa ou estruturas para a motibilidade
(BOARI et al., 2009; MEI et al., 2003). Tais considera¢des podem ter favorecido
a maior adesao de E. coli em relagao a S. aureus, independente da formulagéo
e superficie utilizada.

Flach et al. (2005), ao analisarem bactérias da familia Enterobacteriaceae,
constataram que E. coli apresentava uma maior producao de fatores de adeséo,
tais como, capsula, adesinas e flagelos. Estes fatores microbiolégicos tendem a
favorecer a maior adesao bacteriana.

A presenca da camada externa em E. coli, constituida por proteinas,
lipopolissacarideos e fosfolopideos, tende a favorecer a uma interacao e difuséo
mais lenta das formulacdes testadas na membrana celular, podendo favorecer a
adesao desta bactéria em superficies, uma vez que a integridade da membrana
celular podera estar mais preservada em relacao a superficie de S. aureus.

Além destes fatores, o estado fisiolégico das células no momento da
analise também podera influenciar significativamente no processo de adeséo, o
que pode ter ocasionado a maior adesao de E. coli.

Ao analisarmos a interagao conjunta, amostra x superficie, constatou-se
que a amostra com BSA-E independentemente do pH foi o mais eficiente para
remocgao de bactérias aderidas em comparacao a todas as demais substancias
(p < 0,05). Além disso, promove uma menor adesdao a superficie do ago

inoxidavel em relagao a superficie de borracha (p < 0,05) (Tabela 3).

43



Tabela 3 — Media e desvio padrao do numero de células bacteriana aderidas
(log UFC-cm?) em ago inoxidavel e borracha apds 30 min de imers&do em eugenol
livre (E) e nanocarreado (BSA-E) em diferentes pH

Superficie
Amostra Ago Borracha
Al* 5,83+0,97 Aa 6,77 £ 0,89 Ab

Agua  512+045Ba 5,83+0,51Bb
E-35  265+0,38Ca 3,252 0,44 Cb
E-50  2,71+0,21Ca 3,28+0,33Cb
E-70  283+053Ca 3,31%0,48Cb
BSA-E3,5 146+042Da 1,822 0,53 Db
BSA-E50 1,54+0,27Da 1,80 0,21 Db
BSA-E7,0 1,59+057Da 1,342 0,51 Db
ST-35 4,00+061Ea 4,31+055Eb

. * Al: antes da imersao. Valores na mesma coluna, seguidos por mesma letra mailscula, nao
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Valores na mesma linha, seguidos por
mesma letra minuscula, nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.

Nao ha para superficies de processamento de alimentos, um padréao,
mas recomendacdes que devem ser utilizadas como referéncias, para as
condic¢des higiénicas. Segundo American Public Health Assocition (APHA), uma
superficie & considerada corretamente higienizada, quando o numero de
mesofilos aerdbios é até 2 UFC-cm. Por ser considerada uma recomendagé&o
rigida, outras instituicbes como a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
e a Organizacao Mundial da Saude (OMS) admitem contagens de até 50
UFC-cm de mesdfilos aerébios a superficie (ANDRADE, 2008; SA, 2013).

Sobre tais aspectos, somente as formulagdes utilizando BSA-E,
independentemente do pH, atenderam as recomendacdes OPAS e OMS de até
50 UFC-cm2, equivalente a log 1,70 UFC-cm? de mesdfilos aerdbios, para a
superficie de acgo-inoxidavel, demostrando ser uma alternativa viavel para a
inativagdo e controle de patégenos relacionados a mastite bovina, visto que o
acgo inoxidavel esta presente, majoritariamente, em tubulagées, equipamentos e
utensilios utilizados durante o processo de ordenha.

Batista et al. (2014) ao avaliar a acao de diferentes 6leos essenciais sobre
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) aderidas em superficie de ago
inoxidavel, verificaram uma redugéo de 5,40 log UFC-cm apos contato de 30

min, com O6leo essencial de E. caryophyllus, sendo capaz de eliminar as células
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viaveis enumeraveis por contagem em placas de P. aeruginosa. Os autores
reportam que a forte agcado bactericida, que favoreceu a eliminagao de células
aderidas, se deu pela presenga de seu componente majoritario, o eugenol,
composto fendlico que tem demonstrado atividade bactericida contra diversos
micro-organismos.

Apesar do valor de redugao decimal (RD) reportado no estudo supracitado
ser superior a RD encontrada neste trabalho para o eugenol livre (em torno de
2,5 RD), o estudo corrobora em relacdo a forte acdo bactericida desta
substancia.

A maior adesao bacteriana na superficie da borracha em relacdo ao ago
inoxidavel (p < 0,05) pode estar associada a maiores irregularidades e
porosidade intrinseca desta superficie, dificultando a interacdo de BSA-E e de
todos as demais substancias testadas, uma vez que as caracteristicas da
superficie, como carga elétrica, hidrofobicidade e topografia, possuem papel
importante no processo de adesado e remogao de células aderidas (PLOUX et
al., 2007).

Segundo Flint et al. (2000), uma superficie com maior rugosidade e ou
porosidade, como a borracha, pode ser preferencialmente colonizada por
proporcionar aos micro-organismos locais de proteg¢édo ao estresse do ambiente,
da turbuléncia do liquido que envolve a superficie e da atividade de
antimicrobianos. O que pode ter favorecido a maior adesdao de E. coli na
superficie da borracha neste estudo.

Embora a amostra BSA-E na superficie da borracha néo esteja no limite
recomendado pela OPAS e OMS, é preconizado que trés reducdes decimais
(RD) (99,9%) sao necessarias para considerar uma solugdo de sanitizante
eficiente para remocgao de células aderidas (ANDRADE, 2008).

Neste contexto a amostra com BSA-E também demonstra uma
possibilidade para a utilizacdo em superficie de borracha de teteira, por
apresentar uma RD > 4,0 (99.99%), demostrando ser uma alternativa promissora
para esta superficie e consequentemente para o controle da mastite infecciosa
€ ou ambiental.

Os danos causados na membrana celular de S. aureus e E. coli.
submetidas a BSA-E ou E estdo bem documentadas neste trabalho pela técnica
de CMF e MEV, colaborando com o possivel mecanismo que favoreceu as
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reducdes de células aderidas nas superficies estudadas, principalmente com
BSA-E.

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, € ou seus componentes
vem sendo avaliada frente a biofilmes microbianos, visando a possivel utilizacdo
desses compostos como agentes sanitizantes na industria de alimentos. Os
resultados encontrados nos trabalhos ja realizados sdo promissores, entretanto,
ainda divergem entre si, demonstrando a necessidade de realizacdo de mais
estudos sobre o assunto (CHORIANOPOULOQOS et al., 2008).

No presente estudo, observou-se que BSA-E apresentou resultados
satisfatérios na remocao de células aderidas quando comparado a todos os
demais tratamentos, inclusive com o eugenol livre (E), com diferencas
significativas nas redug¢des decimais (> 4 RD).

Dessa forma, a formulagao BSA-E pode ser considerada uma alternativa
promissora visando a inativacdo e controle bacteriano relacionado a mastite
bovina contagiosa e ou ambiental, podendo também, apds novos estudos, ser
utilizados em diferentes segmentos da industria de alimentos, visando o controle

de micro-organismo patogénicos e ou deterioradores.

7.0 Caracterizacao e estabilidade fisico-quimica do nanocarreador

7.1 Tamanho e Potencial Zeta ()

Apos o preparo de cada amostra, medidas de tamanho (didmetro
hidrodinAmico) e do potencial zeta (¢) foram realizadas para as amostras BSA
livre (BSA) e BSA com eugenol (BSA-E) na CMB, em diferentes valores de pH
3,5; 5,0 7,0; que representam valores abaixo, proximo e acima, respectivamente,
do ponto isoelétrico (pl) da BSA (pl = 4,6).

Foi possivel constatar que a diminuicdo do pH favoreceu o aumento de
tamanho das particulas para todas as formulagdes. No pH 3,5, a BSA e BSA-E
apresentaram tamanho de 10,66 + 0,13 nm e 11,03 £ 0,015 nm,
respectivamente, sendo superior em relagdo ao pH 5,0 (7,39 £ 0,18 nme 7,95 +
0,014 nm)e pH 7,0 (8,12 £ 0,29 nm e 8,17 £ 0,13 nm) (Figura 11).
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Figura 11 - Tamanho (nm) da BSA livre (BSA) e com eugenol na CMB (BSA-E)
em fungao de diferentes valores de pH 3,5; 5,0 e 7,0 (Tempo 0).

No intervalo de pH entre 4,5 a 4,0 a BSA encontra-se sob uma forma de
transicdo, sendo que a forma flexivel (F), mais favoravel quando ocorre uma
reducao abrupta do pH para valores menores que 4,0. A transigdo da forma F na
conformacao da BSA para a E (expandida) favorece o desnovelamento das a-
hélices no dominio I, e a maior flexibilizacdo (desdobramento) do dominio Il
(transicédo da forma N para F) (FERREIRA, 2009; MICHNIK, et al., 2005; NUNES,
2016).

Dessa forma, em pH 3,5, o maior tamanho verificado, pode ter sido
favorecido pela conformacéo mais flexivel da proteina. Em contrapartida, em pH
5,0, a BSA encontra-se proxima ao seu pl, apresentando uma conformagao mais
enovelada e compacta, estando mais proxima de sua conformacao nativa (N),
propiciando a um tamanho menor das particulas. No pH 7, acima do pl, a BSA
retorna para uma conformag¢ao menos enovelada, que pode ter favorecido a um
tamanho maior em comparagao ao pH 5,0.

Li et al. (2016), ao verificarem o efeito do pH (3,0, 4,7 e 7,0) sobre a BSA
(0,30 g.L"") em agua ultrapura pela técnica de espalhamento dindmico de luz
(Zetazise), constataram que o tamanho das particulas nao tiveram mudangas
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significativas entre os pH 4,7 e 7,0, porém, a diminuicdo do pH de 4,7 para 3,0
propiciou ao aumento de 10,1 £ 0,5 nm para 12,4 + 0,6 nm no tamanho da
proteina (LI et al., 2016).

Os autores reportaram que, valores de pH mais distantes do pl da
proteina, podem proporcionar uma conformagao menos enovelada, favorecendo
ao aumento de particulas agregadas, resultante das interagdes entre as cadeias
terminais da BSA, levando ao aumento de tamanho, principalmente em valores
de pH abaixo do pl (LI et al., 2016). Dessa forma, no pH 3,5, o maior tamanho
observado pode ser devido a uma mudancga na conformacgéo da BSA, que pode
ter proporcionado a formagéao de particulas agregadas.

O pH é um fator que pode promover mudangas na densidade de cargas
da BSA devido a protonagao/desprotonagao de grupos ionizaveis, bem como em
sua carga liquida. Estas mudangas podem influenciar tanto as interagées entre
0s segmentos da cadeia polipeptidica da BSA quanto as interagdes que esta
proteina realiza com outras moléculas (KUN et al., 2009).

Dessa forma, € possivel verificar que o pH do meio alterou o potencial
zeta da BSA e BSA-E. (Figura 12).

10 C_1BSA
[ BSA-E

Zeta (mV)

pH
-10

-15

Figura 12 - Potencial zeta (mV) da BSA livre (BSA) e com eugenol (BSA-E) em
funcao de diferentes valores de pH 3,5, 5,0 e 7,0 (Tempo 0).
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Em pH 3,5 a carga liquida para BSA e BSA-E foram respectivamente de
+8,8+0,14 mV e + 8,91 £ 0,15 mV, demonstrando que para ambos os sistemas
ocorreu uma predominancia de grupamentos de aminoacidos basicos
protonados e ou pela desprotonacédo de aminoacidos acidos, na cadeia
polipeptidica, ndo ocorrendo diferenga do potencial zeta entre a amostra BSA e
BSA-E (Figura 12).

Em valores de pH abaixo do pl da BSA, os residuos de aminoacidos
basicos, tendem a estar presentes na superficie molecular da proteina, enquanto
os residuos de aminodacidos acidos ficam distribuidos no interior da molécula de
BSA, prevalecendo uma carga liquida positiva (LI et al., 2016).

A elevagao do pH tende a favorecer o aumento de carga liquida negativa,
provavelmente, pela desprotonagao/protonacdo de grupamentos presentes na
cadeia polipeptidica pelo menor enovelamento da BSA, permitindo,
preferencialmente, que aminoacidos de carater acido, que se encontravam mais
interiorizados no pH 5,0; ficassem mais acessiveis a superficie da proteina,
favorecendo a sua desprotonacao.

Importante ressaltar, que o potencial zeta ndo variou acentuadamente
entre BSA e BSA-E, em um mesmo valor de pH, sugerindo desta forma, que os
diferentes valores de potencial zeta para os pH 3,5, 5,0 e 7,0 foram influenciados
principalmente pelo tipo de conformacao (nativa, de transigdo ou expandida) e
pela predominancia de grupamentos protonados/desprotanados presente na
superficie da BSA em determinado pH.

Nunes (2016), ao analisar o efeito da interagdo entre a BSA e o cinamato
de metila (CM), pela mesma técnica de DLS, sobre as propriedades de superficie
da proteina em diferentes valores de pH (3,5, 5,0 e 7,4) evidenciou que a
interacdo BSA-CM nao teve contribuicdo de interacdo eletrostatica, mas
decorrente da mudancga na conformacao da BSA em funcao do pH, corroborando

com os resultados obtidos em nossa pesquisa.
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A estabilidade de nanoestruturas pode ser influenciada, por diferentes
fatores, tais como, adsorgéo e, ou, ionizacao/ deionizagao de substancias ou de
moléculas ativas a superficie. Para monitorar esta estabilidade cinética, o
tamanho da particula, o potencial zeta, e o pH sao parametros fisico-quimicos
que podem ser utilizados (CALVO, et al., 1996).

Desta forma avaliou-se a estabilidade para as amostras BSA e BSA-E na
CMB, a partir do tamanho (diametro hidrodinamico), potencial zeta, e do pH por
15 dias consecutivos, com intervalos de 3 dias, sobre as amostras em diferentes
valores de pH (3,5, 5,0 e 7,0) armazenadas sob 25 °C.

Apos 15 dias de armazenamento a 25 °C, as amostras BSA tiveram um
pequeno aumento de tamanho de 2,38%; 1,73% e 1,58% para os pH 3,5, 5,0 e
7,0, respectivamente. Em contrapartida, as formulagdes BSA-E, apresentaram
um aumento de 0,45%; 0,1% e 0,78%:; para os pH 3,5, 5,0 € 7,0, respectivamente
(Figura 13).

- 85A
12 4 [ 1 B35AE
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Figura 13- Valor médio do tamanho (nm) para BSA e BSA-E em fungao de
diferentes valores de pH 3,5, 5,0 e 7,0; apds 15 dias de armazenamento a 25 °C.

De acordo com os dados obtidos ( Figura 13), sugere-se que a amostra
BSA-E independentemente do pH do meio, demostrou que o eugenol com a BSA

pode auxiliar em uma maior estabilidade para a proteina em meio aquoso,
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equalizando com diferentes estudos que demostraram que diferentes ligantes
bioativos, ao interagir com a BSA propiciaram maior estabilidade para a proteina
(CHATURVEDI et al., 2015; FANG et al., 2011;GUAN; WU; ZHONG,
2016;YADAV et al., 2014)

O indice de polidispersdo (PDI), obtido pela técnica DLS, avalia a
homogeneidade de distribuigdo do tamanho das particulas presentes no sistema.
Esta propriedade adimensional, pode variar entre 0 a 1, sendo que valores de
polidispersao < 0,3, considerado como um valor excelente e valores de até 0,5
como um indice aceitavel de polidispersdo ( KAUR et al., 2008; SHAH et al.,
2014).

No presente estudo todas as formulacbes apresentaram-se como
sistemas monodispersos durante o tempo de armazenamento, com indice de
polidispersao média de 0,270, respaldam uma boa distribuicdo de tamanho.

O potencial zeta, por contribuicdo de forgas repulsivas entre as particulas,
provavelmente também contribuiu para a estabilidade e melhor homogeneidade
das particulas em todas as formulagcbes avaliadas.

Apos armazenamento por 15 dias, foi constado uma pequena variagao
em relagado ao potencial zeta (Figura 14). Para as amostras BSA, o { em relagéo
ao tempo 0, variou de + 8,80 para + 8,61 (x 0,23) mV; de -3,95 para -3,82 (
0,11) mV e -12,57 para -12,39 (x 0,11) mV; para os pH 3,5, 50 e 7,0
respectivamente. Para as amostras BSA-E, o ¢ variou de + 8,91 para + 8,80 (+
0,04) mV; de -4,12 para -4,01 (x 0,06) mV e -12,39 para -12,22 (+ 0,05) mV, para
ospH 3,5,5,0e7,0.
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Figura 14 - Valor médio do potencial zeta (mV) para BSA e BSA-E em fungao de
diferentes valores de pH 3,5, 5.0 e 7,0; apds 15 dias de armazenamento a 25 °C.

A pequena variagao do potencial zeta para todas as amostras, corroboram
com a estabilidade do pH observada durante 15 dias para as diferentes
formulacbes (BSA e BSA-E), sugerindo que o pH do meio n&o favoreceu em
mudancgas na estrutura da BSA, nem tdo pouco a ionizagdo do eugenol na
superficie da BSA ou no meio aquoso.

O valor médio de pH para as diferentes formulagdes (BSA ou BSA-E) se

manteve praticamente estavel apds 15 dias (Figura 15).
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Figura 15 - Valor médio do pH para BSA e BSA-E em funcdo de diferentes
valores de pH 3,5, 5,0 e 7,0 durante 15 dias de armazenamento a 25 °C.

Dessa forma, a formulacdo BSA-E demostra ser uma alternativa viavel
para o controle bactericida de isolados de E. coli e S. aureus isolados de vacas
com mastite bovina, apresentando boa estabilidade cinética em diferentes

valores de pH do meio por 15 dias a 25 °C.
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7.2. Predicdo do modo de ligacao entre eugenol e BSA em diferentes
valores de pH por docking molecular

A técnica por docking molecular € uma forma efetiva para a predi¢ao de
interacdo ligante-proteina para fundamentar os resultados experimentais, em
relagcéo a interagédo eugenol e BSA.

A BSA ¢ constituida principalmente por estruturas do tipo a-hélice, sendo
formada pela presenca de trés dominios homdlogos independentes (I, 11, IlI).
Cada dominio compreende dois subdominios A e B (llA, IlIA e IB), denominados
como “sitios” I, Il e lll, respectivamente ( JATTINAGOUDAR et al., 2016; HE;
CARTER, 1992).

No presente estudo, o programa Autodock 4.2.0 foi utilizado para calcular
o0 modo de ligagao entre o eugenol e a BSA. Os resultados de ligagédo molecular
revelaram que o eugenol esta localizado no interior de uma regido formada pela
interacao entre os trés dominios (I, Il e Ill) (Figura 16- A).

Este “bolsdo” de interagdo € composto principalmente de aminoacidos
hidrofébicos (VAL-481; LEU-197; ALA-209; LEU-343; LEU-210 e TRP-213);
localizados principalmente no dominio Il; e basicos (ARG-483; ARG-198)
incluindo interagao de hidrogénio entre o hidrogénio da hidroxila do eugenol (OH-

) € a cadeia lateral da arginina (Figura 16- B).
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Figura 16 - Predicdo do modo de ligagao entre eugenol e BSA por docking. A)
Conformacgao de melhor interagdo predita entre o eugenol (rosa) e a cavidade
formada pelos trés dominios do BSA (amarelo, ciano e cinza); B) Aminoacidos
do sitio de interacdo entre BSA e eugenol (rosa); C) Mudanga do potencial
eletrostatico da superficie da proteina em pH = 3,5; D) Mudanga do potencial
eletrostatico da superficie da proteina em pH = 5,0 e E) Mudanga do potencial
eletrostatico da superficie da proteina em pH = 7,0.

A interacdo oferecida pelo sitio | ocorre principalmente por meio de
interagdes hidrofébicas, enquanto no sitio Il envolve uma combinagdo de
interagdes hidrofébicas, ligagdo de hidrogénio e interagdes eletrostaticas. Desta
forma, os locais de interacdo de albumina com moléculas exdégenas ou
enddgenas de carater hidrofdbico, como o eugenol, pode ser favorecido,
principalmente, pela presenga dos subdominios Il e IlIA, conhecido como sitios |
e Il, respectivamente (BANIPAL, et al., 2017; TAYEH et al., 2009).

Portanto, o resultado obtido pela predicdo molecular demonstra que a

interacdo entre o eugenol e a BSA foi termodinamicamente favoravel,
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corroborando com os resultados microbioldgicos in vitro, que demostraram uma
melhor acao bactericida para a formulacao BSA-E.

A partir do método de Poisson-Boltzmann implementado no algoritmo
APBS, foi possivel avaliar as mudancgas do potencial eletrostatico da superficie
da proteina ao longo de diferentes condi¢des de pH (Figura 16 C -E).

A interagdo BSA-E em pH 3,5 favoreceu a predominéncia de cargas
positivas provenientes da protonacido/desprotona¢cdo de aminoacidos basicos e
acidos, principalmente pela arginina.

Para a ligagao BSA-E nao foi verificado diferengca acentuada em relagao
ao potencial eletrostatico para os pH 5,0 e 7,0, com predominancia de cargas
negativas, resultantes provavelmente, da menor protonagcdo de aminoacidos
basicos e maior desprotonagdo de aminoacidos acidos, equalizando com os
resultados experimentais, onde o potencial zeta foram de + 8,61 + 0,23 mV; -
3,82+ 0,11 mVe-12,32+ 0,11 mV; para os pH 3,5; 5,0 e 7,0, respectivamente.

Neste contexto, a predicdo do modo de ligagao entre eugenol e BSA por
docking molecular no presente trabalho, fornece informagdes uteis sobre os
possiveis residuos especificos da BSA envolvidos nas interagdes com o
eugenol, possibilitando uma melhor compreensao da proteina-ligante a nivel
molecular, corroborando com os resultados experimentais microbiolégicos e

fisico-quimico (potencial zeta).
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8. CONCLUSAO

A incorporagao de eugenol em BSA apresentou agao bactericida sobre
bactérias gram-positiva e gram-negativa, com CMB inferior ao eugenol no estado
livre em todos os valores de pH analisados (3,5, 5,0 e 7,0). As analises de CMF
e MEV mostraram que os danos gerados pela membrana celular € possivelmente
a principal forma de agao sobre os isolados bacterianos de mastite.

A remocéao de S. aureus e E. coli pelo teste simulado em cupons de aco
inoxidavel e borracha de teteira utilizada em ordenhadeira mecanica, apos a
imersdo em BSA-E independentemente do pH; sugere que o eugenol
nanocarreado, pode vir a ser utilizado como eficiente sanitizante para o controle
do processo de adeséo.

As amostras BSA-E independentemente do pH do meio demonstraram
estabilidade cinética durante 15 dias de armazenamento. Além disso, a analise
por docking molecular foi capaz de predizer que a interacéo entre o eugenol e a
BSA foi termodinamicamente favoravel.

Neste contexto, sugere-se que o eugenol nanocarreado, € um
antibacteriano efetivo para o controle e prevencgao de S. aureus e E. coliisolados
de vaca com mastite bovina contagiosa e ambiental. Além de futuras aplica¢des
em outros segmentos nas areas alimenticias, especialmente na perspectiva
atual de encontrar alternativas viaveis contra o crescente mecanismo de

resisténcia aos antibiéticos convencionais.
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