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RESUMO

MAIA, Thalita de Faria, MSc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2015.
Avaliagao de Extratos Vegetais para Obtencdao de Sabonetes com Atividade
Antimicrobiana. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Gaspar
Diaz Mufioz e Virginia Ramos Pizziolo.

O anuncio de novas linhagens resistentes a antibiéticos sempre preocuparam a
comunidade cientifica. O estudo de produtos naturais ativos representa uma
alternativa para a diminuigdo de infecgdes bacterianas através da busca por novas
moléculas capazes de inibir o crescimento bacteriano. Neste trabalho foi testado e
comparado o efeito antibacteriano de extratos vegetais sobre trés cepas de
Staphylococcus aureus, um dos principais agentes etioldégicos causadores da
mastite bovina. A atividade de seis extratos vegetais (Salvia officinalis, Psychotria
vellosiana, Baccharis dracunculifolia, Alternanthera brasiliana, Senna macranthera,
Miconia latecrenata) foi testada sobre as cepas 3828, 4125 e 4158 de S. aureus. As
melhores atividades de inibicdo do crescimento bacteriano nas condi¢des
apresentadas foram dos extratos de Senna macranthera, Salvia officinalis e
Psychotria vellosiana Benth. Posteriormente, esses extratos foram submetidos as
inferéncias de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Ensaio de Redugdo de
Viabilidade Celular e determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima de Biofilme. A
partir dai, foram produzidos sabonetes contendo os extratos vegetais para teste de
campo. Foram realizados também testes em campo na Divisdo de Gado de Leite da
Universidade Federal de Vigosa com as luvas contaminadas de ordenhadores, que
manipularam animais com mastite. Os sabonetes produzidos com os extratos de S.
macranthera, P. vellosiana Benth e S. officinalis tiveram grande impacto sobre a
microbiota da luva, ja que nao foi possivel visualizar crescimento bacteriano apés a
lavagem da mesma com os sabonetes. Os resultados deste estudo sugerem a
utilizacado dos sabonetes contendo os extratos de S. macranthera e S. officinalis no
controle da populagdo bacteriana para reduzir agentes causadores de mastite

bovina.



ABSTRACT

MAIA, Thalita de Faria, MSc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2015.
Evaluation of Plant Extracts for Obtainment of Soaps with Antimicrobial
Activity. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Gaspar Diaz Munoz and
Virginia Ramos Pizziolo

Announcements of new resistant strains to antibiotic always alerts the scientific
community. The study of active natural products is an alternative to the reduction of
bacterial infections through the search for new molecules able to inhibit bacterial
growth. This study assayed and compared the antibacterial effect of vegetal extracts
on three Staphylococcus aureus strains, one of the main etiological agent’s
responsible for the bovine mastitis. The activity of six plant extracts (Salvia officinalis,
vellosiana Psychotria, Baccharis dracunculifolia, Alternanthera brasiliana, Senna
macranthera, Miconia latecrenata) was tested on strains 3828, 4125 and 4158 of S.
aureus. The best inhibition activity of bacterial growth in the presented conditions
was from Senna macranthera, Salvia officinalis and Psychotria vellosiana Benth
extracts. Subsequently, these statements were submitted to inferences of Minimal
Inhibitory Concentration (MIC), cell viability and determination of the MIC of Biofilm.
Soaps were produced containing plant extracts for field testing. Field tests were also
conducted in the Divisdo de Gado de Leite of Universidade Federal de Vigosa with
the gloves contaminated by animals with mastitis manipulated by milkers. The soaps
made from extracts of S. macranthera, P. vellosiana Benth and S. officinalis had
great impact on the microbiota sleeve, since it was not possible to see bacterial
growth after washing the same with the soaps. The results of this study suggest the
use of soaps containing the S. macranthera and S. officinalis extracts in controlling

the bacterial population to reduce etiological agents of bovine mastitis.



1. INTRODUCAO

A busca de solugbes seguras e eficazes para o combate de agentes
antibacterianos representa uma prioridade para o campo biomédico atual (MOHEBI
et al, 2011). Desde os tempos antigos, as plantas vém sendo utilizadas nas
sociedades humanas com propositos terapéuticos, sendo que suas propriedades
téxicas ou curativas foram descobertas pelo homem principalmente enquanto este
buscava por alimento (MARASCHIN e VERPOORTE, 1999).

A resisténcia aos antibiéticos € um problema que desafia o setor da saude.
Neste aspecto, a resisténcia a multiplas drogas tem sido muito reportado em agentes
patogénicos como, por exemplo, o Staphylococcus aureus. Novas drogas poderiam
ser desenvolvidas gragas aos avancgos na identificagdo de novas fontes naturais
antibidticas e no maior conhecimento da diversidade quimica (WRIGHT, 2007).

O reino vegetal apresenta possibilidade de compostos quimicos ainda nao
identificados que poderiam ter importantes aplicagcdes apds estudo derivado do seu
uso constante na medicina tradicional e popular (SOBERON et al., 2007). Drogas
constituidas por extratos brutos ou compostos biologicamente ativos isolados de
espécies vegetais usadas na medicina popular poderiam ser fontes promissoras
para a pesquisa de novos farmacos antimicrobianos (AL-FATIMI et al., 2007). Muitos
compostos, encontrados em plantas, sdo do metabolismo secundario e englobam
diversas substancias farmacologicamente ativas, regularmente empregadas como
farmacos (FIGUEIREDO et al., 2007).

As principais classes de metabdlitos secundarios s&o: flavondides,
alcaldides, taninos, cumarinas, agliconas, antraquindnicas, triterpenos e/ou
esterdides, saponinas e polifendis (ALVES et. al, 2009). De maneira geral, 6leos
essenciais, flavonoides, alcaldides, taninos e quinonas, todos isolados de plantas,
sdo descritos na literatura por apresentarem atividades biolégicas, dentre elas
atividade antibacteriana (SAVOIA, 2012).

Assim, produtos naturais podem ser uma boa fonte de novos compostos
com atividade antimicrobiana e fornecer novos medicamentos para a diminuicao de

bactérias causadoras de doencas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Produtos Naturais

A busca por produtos naturais como método terapéutico esta presente de
forma marcante na cultura popular (DI STASI, 2007). Muitos fatores tém contribuido
para o aumento da utilizagdo de plantas medicinais, entre eles, o dificil acesso da
populagcdo as assisténcias médica e farmacéutica, o custo dos medicamentos, bem
como a influéncia exercida pelos meios de comunicacido para consumo de produtos
vindos de fontes naturais (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Nas ultimas décadas, a
pesquisa sobre as propriedades antibacterianas das plantas tem aumentado em
todo o mundo por essas serem consideradas uma fonte de compostos
farmacologicamente ativos e, de potenciais novos antibioticos (MATHABE et al.,
2006; MELENDEZ et al., 2006).

Os metabdlitos secundarios, moléculas de estrutura complexa e baixo peso
molecular, possuem atividades bioldégicas marcantes em determinadas familias de
plantas, aparentemente ndo possuem relagdo com crescimento e desenvolvimento
da planta e diferentemente dos metabdlitos primarios, apresentam-se em baixas
concentragdes (TAIZ, 2006; BERG, 2008). Devido as diferentes atividades bioldgicas
dos metabdlitos secundarios de plantas em humanos, essas sio utilizadas ha
séculos na medicina popular e nos dias atuais, como medicamentos, cosméticos,
matéria-prima para a quimica fina, ou mais recentemente como nutracéuticos
(BARBOSA-FILHO et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios de plantas sdo usualmente classificados de
acordo com a sua rota biossintética (HARBONE, 1999). As plantas apresentam
varias vias metabdlicas secundarias que produzem classes de compostos que
incluem alcaldides, flavonoides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos,
terpenos e poliacetilenos, dentre outros, alguns dos quais muito estudados por suas
atividades antioxidantes, antitumorais e antibacterianas (DINIZ et al., 1997; KIM et
al., 2008).

2.1.1. Uso de Extratos Vegetais na Terapéutica de Microrganismos Patogénicos

Um produto natural € um composto quimico ou substancia produzida por um
ser vivo, encontrado na natureza e que geralmente tem atividade biolégica ou

farmacolégica e pode ser usado na descoberta ou concepg¢ado de produtos
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farmacéuticos (CUTLER, 2000). As plantas medicinais sado fontes de produtos
naturais de grande interesse cientifico devido a possibilidade de emprega-las como
fitofarmacos e por proporcionarem grandes chances de obterem-se moléculas
protétipos devido a diversidade de seus constituintes (LIMA et al., 2006).

Estudos realizados com produtos naturais com atividade biologica tém sido
realizados no sentido de oferecer alternativas confiaveis para o controle bacteriano,
principalmente a partir de produtos bioativos obtidos de plantas com propriedades
terapéuticas de uso rotineiro (ALBUQUERQUE, 2001). A importancia dos produtos
naturais na descoberta e desenvolvimento de farmacos é bem documentada. As
plantas e microrganismos cultivaveis sdo as principais fontes de moléculas
biologicamente ativas e teurapeuticamente uteis, embora as triagens continuas
dessas fontes frequentemente levem a altos indices de isolamento de substancias ja
caracterizadas (PUPO et al., 2007).

Flavonoides, compostos da classe dos polifendis, tem o potencial de
modificar a biossintese de eicosanoides (resposta anti-prostanoide e
antiinflamatodria); de proteger o colesterol-LDL da oxidacio (inibindo formagao de
placa aterosclerética); de prevenir a agregacado plaquetaria tendo efeitos
antitrombdticos; de promover o efeito anti-hipertensivo e anti-isquémico; de
regenerar antioxidantes primarios, como a vitamina C, no organismo; de ter efeito
antipromocionais na carcinogénese de alguns tipos de cancer; de amenizar os
sintomas da menopausa; de aumentar a lipolise; de desacelerar o processo
degenerativo em bainhas de mielina; de aumentar a secregdo de insulina; de
aumentar a expressao de genes responsaveis pela produgdo de proteinas
sinapticas; de estimular os linfécitos B a produzirem anticorpos e de possuir
atividade leishmanicida. Atualmente sdo de grande interesse por suas atividades
biolégicas de efeito neuroprotetor, anti-inflamatoérios, anticancer, anti-Alzheimer,
antigenotoxico e atividade antiglicativa (CANCLIRACCI et al., 2012; MASTER et al.,
2012; MURTHY et al., 2012; JIANGUOET al., 2013; DA SILVA et al., 2015), as quais
estdo relacionadas com suas propriedades antioxidantes (XIAO et al., 2012).

Taninos, polifendis de plantas com pesos moleculares entre 500 e 3000,
conferem aos frutos e outros alimentos, caracteristicas adstringentes. A sensacgéao de
adstringéncia € gerada devido a propriedade que os taninos apresentam de
precipitar proteinas (DEGASPARI, 2004), o que diminui a palatabilidade. Sua

degradagdo pode gerar compostos toxicos, protegendo a planta de herbivoros e
3



microrganismos. Além dessas classes de compostos, os alcaloides constituem um
grupo heterogéneo de substancias nitrogenadas e possuem carater basico. Os
alcaloides foram relacionados com atividades antioxidantes (KONRATH et al., 2011).
Ja as cumarinas, foram descritas por possuirem atividades broncodilatadora,
antiasmatica, expectorante e antitussigena (ABOY et al., 2002).

As propriedades antimicrobianas de substéncias e Oleos essenciais
originarios de plantas, através do seu metabolismo secundario, tém sido
reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas
cientificamente apenas recentemente. Varios grupos de pesquisa estudam a
atividade biolégica de plantas medicinais de diversas regides do mundo, orientados
pelo uso popular das espécies nativas na tentativa de achar extratos com atividades
biologicas e com agbes terapéuticas contra patdgenos causadores de doengas
(Duarte, 2006).

Uma das atividades biologicas interessantes apresentadas pelos
metabdlitos secundarios em microrganismos sao as atividades contra biofiimes
bacterianos. Os biofilmes sado comunidades de microrganismos imobilizados
conjuntamente numa matriz organizada de substéncias poliméricas extracelulares
(EPS) de origem microbiana apos a ades&o a uma superficie. Constituem, assim, um
modo de crescimento que permite ao microrganismo protegdo contra ambientes
hostis aumentando sua sobrevivéncia, sendo sua fisiologia e comportamento
significativamente diferentes de seus homdlogos plancténicos (SIMOES et al., 2010).
Um biofilme forma-se naturalmente em qualquer superficie sélida em contato com
agua nao esterilizada (XAVIER et al., 2003). Estudos com extratos vegetais e
substancias isoladas oriundas desses sugeriram a existéncia de atividade inibitoria
sobre microrganismos cultivados na forma livre e em biofilme quando comparado
aos antibidticos utilizados como controle. Por exemplo, o extrato metandlico de
aroeira apresentou atividade significativa contra a adesédo e consequente formagéao
de biofiime da bactéria Streptococcus mutans em blocos de resina simulando a
estrutura dental (BARBIERI et al., 2014).

Na Universidade Federal de Vicosa, o Laboratorio de Bioquimica e Quimica
de Produtos Naturais (BioNat) possui uma biblioteca de extratos vegetais oriundas
de plantas comumente utilizadas na medicina tradicional e popular, o acesso aos
extratos de Salvia officinalis, Psychotria vellosiana, Baccharis dracunculifolia,

Alternanthera brasiliana, Senna macranthera, Miconia latecrenata permitiu a
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pesquisa sobre os efeitos antimicrobianos e efeitos sobre o biofiime de bactérias

neste trabalho.

2.1.2. Plantas com Atividade Antimicrobiana
2.1.2.1. Salvia officinalis

Salvia officinalis (L.) (Figura 1), popularmente conhecida como salva, salva-
das-boticas, salva-dos-jardins, salva-ordinaria, salveta, erva-santa, salva-menor,
entre outras, € uma erva aromatica que tem sido usada na medicina e na culinaria
desde tempos antigos, sendo nativa de paises mediterraneos, e tem sido
investigada para o tratamento de varias doencas, especialmente infecgbes e
inflamacéo da pele (GARCIA et al., 2012). Seus 0Oleos essenciais tém sido relatados
como constituidos de cinerol, canfora, borneol, turjona, acido rosmarinico,
flavonoides, taninos, saponinas e substancias estrogénicas (CUNHA, 2004;
VIECELLI E CRUZ-SILVA, 2009). Além disso, Yinrong et al., 2001, demonstraram a
existéncia de atividades antioxidantes dos polifendis da salvia, consistindo de
glicosideos flavonoides e uma variedade de derivados do acido rosmarinico. A
atividade antioxidante foi avaliada quanto a sua capacidade de sequestrar radicais
DPPH e anions de superoxido.

As folhas e raizes de Salvia sdao muito populares por suas propriedades
antioxidativas e tem sido utilizadas na industria alimenticia e na medicina humana.
Na medicina tradicional, a planta tem sido utilizada para varios propdsitos como:
anti-inflamatério, antioxidante e tratamento de desordens gastricas. Além disso,
extratos etandlicos de Salvia sdo utilizados contra inflamagdes na cavidade oral,
trato intestinal, contra gastrite e inflamacgdes de garganta (CAPEK et al., 2003; Mayer
et al., 2009). Varias outras atividades bioldgicas foram descritas na literatura, tais
como bactericida, fungicida, virucida, adstringente, hipoalergénica, anti-
espasmadico, anti-hidrolitica e citolitica (BARICEVIC et al., 2003; KAMATOU et al.,
2008)

Estudos das folhas, raizes e extra¢des soluveis em agua de S. officinalis
mostraram conter acidos graxos volateis, diterpenos, saponinas, flavonoides, acidos
fendlicos, resina e substancias estrogénicas (MILIAUSKAS et al., 2004). Também foi
reportado que os compostos principais dos Oleos essenciais de salvia da Esténia e
outros paises europeus eram 1,8-cineole, canfora, a-tujona, B-tujona, borneol e
viridiflorol (RAAL et al., 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-espasm%C3%B3dico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-espasm%C3%B3dico

Figura 1. Salvia officinalis. Em A e B podemos observar a sumidade florida da
planta. Em C é possivel observar representacdo de detalhes do ramo

florido. Fonte disponivel em: http://quintadovillar.com/fauna-e-flora/ervas-

aromaticas

2.1.2.2. Psychotria vellosiana Benth

Plantas do género Psychotria (familia Rubiaceae) s&o conhecidas por suas
habilidades de produzir novos alcaloides multiméricos de indol (ZHOU et al., 2010).
Grande parte do género mostrou propriedades farmacoldgicas relevantes como
atividade analgésica, antiinflamatoria, ansiolitica, antidepressivo e efeito antioxidante
(BOTH et al.,, 2002; ELISABETSKY et al, 1997; FRAGOSO et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2007). E conhecida popularmente por café do mato (Figura 2),
cafezinho do mato e tem como habitat e origem a Mata Atlantica.

Popularmente sdo utilizadas casca do caule, folhas e flores. O extrato
vegetal de P. vellosiana Benth possui atividade bactericida contra M. tuberculosis
(RAMOS et al., 2008) e provavelmente contra outras bactérias, apesar de ainda ndo

muito utilizada na medicina popular. Plantas da familia Rubiaceae, comumente
6


http://quintadovillar.com/fauna-e-flora/ervas-aromaticas
http://quintadovillar.com/fauna-e-flora/ervas-aromaticas

apresentam alcaloides indol (SCHRIPSEMA et al., 2003). Analises fitoquimicas de P.
vellosiana também mostraram a presenga de psychotridinas, que tém sido

associadas com efeitos analgésicos dose-dependente (AMADOR et al., 2001).

Figura 2. Psychotria vellosiana Benth (Café do mato). Podemos observar as
principais estruturas desta planta utilizadas na medicina tradicional. Em
A temos o caule da planta, de onde sao retiradas as cascas para as
preparagdes. Em B temos as folhas enquanto em C temos o detalhe da
sumidade florida. (Fonte disponivel em:

http://florestaombrofilamista.com.br/sidol)

2.1.2.3. Baccharis dracunculifolia

Baccharis dracunculifolia, membro da familia Asteraceae, comumente
conhecida como “Alecrim do campo” e “Vassoura” (Figura 3), € o componente
botanico principal da prépolis brasileira. E uma planta nativa do Brasil largamente
utilizada na medicina tradicional como anti-inflamatério (PARK et al., 2002; SIMOES

et al.,2004). Testes in vivo e in vitro de extratos de B. dracunculifolia apresentaram
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efeitos anti-inflamatdrios e analgésicos em camundongos e ratos (SANTOS et al.,
2010). Além disso, os extratos também sugeriram atividade antioxidante, antitumoral
e de imunomodulacéo (LEITAO et al., 2004; SANTOS et al., 2010; GUIMARAES et
al., 2012).

Infusbes das folhas s&o usadas na medicina tradicional brasileira como anti-
inflamatoério (SANTOS et al.,, 2010) e como um protetor das mucosas hepaticas
(FERNANDEZ et al., 2003). Os 6leos essenciais também sao utilizados com grande
valor comercial devido ao seu aroma exético e diversas aplicagdes como um aditivo
em cosmeéticos, alimentos e agroquimicos (SOUZA et al., 2009). Extratos glicélicos
também exibiram atividades antioxidantes in vitro (GUIMARAES et al., 2012)

Analises de HPLC de Baccharis dracunculifolia identificaram acido cafeico,
acido p-cumarico, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido

4,5-di-O-cafeoilquinico, acido cinamico, aromadendrin-4'-O-metileter, drupanina,

artepillina C, e bacarina como compostos principais (REZENDE et al., 2014).

A2 Tast
A F
- 3

Figura 3. Baccharis dracunculifolia (Vassoura). Em A temos a fotografia da
sumidade florida da planta, enquanto em B temos uma exsicata. Em C
temos o detalhe do galho e folhas enquanto em D uma fotografia da
planta inteira. Fonte das imagens disponivel em:
(http://www.dataplamt.org.br/bd.php)



2.1.2.4. Alternanthera brasiliana

Alternanthera brasiliana (Figura 4), membro da familia Amaranthaceae,
comumente conhecida como Terramicina € uma planta herbacea usada contra
inflamacéo, tosse e diarréia na medicina popular brasileira (STASI et al., 1994). A
infusdo de suas folhas é utilizada como diurético, digestivo, depurativo, sendo
empregada para moléstias do figado e bexiga, antibiotico, para disfungdes
estomacais, infeccdo de garganta, dor de cabeca e dores em geral (GARLET, 2001).
Os extratos de A. brasiliana em pesquisas anteriores sugeriram efeitos
antibacterianos (BIVATTI et al., 2003) e efeitos contra o virus do herpes (LAGROTA
et al., 1994). O extrato etandlico de A. brasiliana também é conhecido por bloquear a
proliferagdo mitogénica induzida de linfécitos sem nenhum efeito téxico (WAGNER et
al.,, 1984). A planta também pode ser conhecida como sempre-viva, caaponga,
carrapichinho, carrapichinho-do-mato, perpétua-do-brasil, perpétua-do-mato, quebra-
panela, cabeca-branca, acénito-do-mato, ervango, nateira, terramicina, infalivel,
doril, penicilina. Tem sua origem na América tropical.

Estudos fitoquimicos preliminares feitos com A. brasiliana indicaram a
presenca de terpenos, esterdides e compostos fendlicos. No extrato hexanico foi
confirmada a presenca de fitosterol e B-sitosterol. Esses compostos, juntamente com
outros grupamentos existentes nas fragcbes mais polares, podem justificar a agao
analgésica, com poténcia equivalente ao acido acetilsalicilico e ao paracetamol,
evidenciada com o extrato hidroalcodlico desta espécie. Seis flavondides foram
isolados da A. brasiliana: canferol 3-O-robinobiosideo-7-O-alfa-ramnopiranosideo,
quercetina  3-O-robinobiosideo-7-O-alfa-L-ramnopiranosideo, quercetina  3-O-
robinobiosideo, canferol 3-O-robinobiosideo, canferol 3-O-rutinosideo-7-O-alfa-L-
ramnopiranosideo e canferol 3- O-rutinosideo (BROCHADO et al. 2003).



Figura 4. Alternanthera brasiliana. Em A pode se visualizar o galho da planta,
enquanto em B é mostrado um detalhe dos galhos. Em C pode- se
observar a sumidade florida e em D uma inflorescéncia axilar existente

nesta planta. Fonte: http://www.hortomedicinaldohu.ufsc.br

2.1.2.5. Senna macranthera

Senna é um género parafilético e um dos maiores pertencentes a subfamilia
Caesalpinioideae. No Brasil, existem 81 espécies, 4 subespécies e 55 variedades
(SOUZA, 2013). E comumente conhecida no Brasil como fedegoso, pau-fava,
aleluia, mamanga, cabo-verde, manduirana, tararagu, ibixuma. Em pesquisas
clinicas, folhas de S. macranthera (Figura 6) demonstraram atividade in vitro
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria, inseticida e propriedades antimalaricas
(DAULAT et al., 2013). Em estudos com animais, folhas de Senna demonstraram
efeitos anti-inflamatérios, anti-hepatdsico, hipotensivo, espasmogénico,
estiuladoruterinico fraco, vasoconstritor, inibidor de hemdlise e atividade inibitoria de
formacao de peroéxido de lipidio (OUDHIA, 2003).

Comunidades de um assentamento localizado em Araguari, Minas Gerais,
utilizam cha medicinal de folhas de S. macranthera para combaterem a gripe (SILVA,
2005). O extrato etandlico de folhas de S. macranthera apresentou atividade
bioldgica contra Candida albicans e Cryptococcus neoformans (NOGUEIRA, 2009) e

potencial atividade contra bactérias de maneira geral. Em outra pesquisa, S.
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macranthera mostrou sinergismo com ampicilina, canamicina, gentamicina e
tetraciclina, conhecidos antibiéticos, com uma reducdo no CIM em até oito vezes
(SILVA et al., 2013).

A triagem fitoquimica do extrato metandlico e particbes de S. macranthera
permitiu a identificacdo de compostos fendlicos como flavonoides, taninos e
cumarinas na maioria das amostras, com excecdo da particdo em hexano, que
apresentou antronas, triterpenos e esteroides em sua composicao (NOGUEIRA,
2009). Em extratos de diclorometano das raizes e acetato de etila das folhas foram
isolados antraquinonas que se mostraram ativas contra cepas de S. aureus isoladas
de animais com manifestacdo de mastite bovina (INOUE, 2014). O extrato acetato
de etila de flores e raizes de S. macranthera foi estudado fitoquimicamente para
isolamento dos seus compostos bioativos, sendo entdo isoladas as antraquinonas
emodina, fisiona, e crisofanol, que possivelmentes estdo envolvidas no efeito
antibacteriano (INOUE et al., 2015) (Figura 5 e Tabela 1).

OH O OH OH O OH
HO ‘ ' ‘ CH, H5CO ! ' ‘ CHj;
o o
1 2

OH O OH

SOSW

o
3

Figura 5. Compostos ativos isolados de raizes e flores de Senna macranthera.

A férmula estrutural plana das antraquinonas emodina (1), fisiona (2), e
crisofanol (3) pode ser visualizada. Sugere-se que estas antraquinonas estejam
envolvidas em efeitos antibacterianos em estudos anteriores de nosso grupo de

pesquisa (INOUE et al., 2015).
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Tabela 1. Valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (ug mL™") dos compostos
isolados de Senna macranthera.

Compostos
S aureus
Emodina (1)  Fisiona (2) Crisofanol (3)  Ciclopirox olamine
3828 60 120 190 50
4125 20 90 90 50
4158 40 100 190 50

By Marla Francg
Fev. 2012 YT

Figura 6. Senna macranthera ou fedegoso. Em A observa-se formato e detalhes do
caule, enquanto que em B é possivel visualizar as folhas e em D os frutos.
Ja em C temos uma visao da planta em seu habitat natural e em E séao
mostrados detalhes da sumidade florida. Fonte: http:/plantas-

ornamentais.blogspot.com.br/2012/02/pau-fava-aleluia-senna-
macranthera.htmi
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2.1.2.6. Miconia latecrenata

Miconia latecrenata (Figura 7) € uma espécie pertencente a familia
Melastomataceae, nativa do estado do Rio Grande do Sul na Mata Atlantica
brasileira (SOBRAL et al., 2006). Comumente conhecida como jacatirdo, pixeicugu
ou pixiricdo, ainda nao possui relato de utilizacdo na medicina popular, apesar de
possuir atividade antibacteriana relatada (SCIO et al., 2012). Foram encontrados em
extratos metanolicos de M. latecrenata metabdlitos secundarios alcaloides, esterdis,
saponinas e flavonoides (SCIO et al., 2012). A presenga de tais metabdlitos,
associada a atividade antibacteriana do extrato vegetal abre a perspectiva de estudo
no controle de bactérias. Estudos de espécies do género Miconia tém indicado
potencial acdo antibacteriana no extrato etandlico de folhas de M. albicans, M.
rubiginosa e M. stenostachiaya em cepas de S. aureus e E. coli através de testes de
difusdo em agar (RODRIGUES et al.,, 2008). Apesar do género apresentar
perspectivas de atividade bioldgica e uso, poucos estudos foram realizados com a
especie M. latecrenata. Até o presente momento ndo existem estudos de

caracterizagao quimica dos extratos da planta.
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Figura 7. Miconia latecrenata ou Jacatirdo. Podemos visualizar nesta figura regides
da planta potencialmente produtoras de metabdlitos secundarios com
atividade biologica. Extratos feitos com cascas do caule (A) da planta,
Galhos (B), Folhas (C) e flores (D) poderiam ter aplicagdes na medicina

humana. Fonte em: (http://florestaombrofilamista.com.br/sidol)

2.2. Domissaneantes

Um produto se encaixa na categoria saneante/domissanitario, quando se
destina a utilizagdo em ambientes domiciliares, coletivos ou publicos ou no
tratamento da agua, em ambientes domiciliares (DE PAULA JUNIOR et. al, 2013).
Denomina-se antissepsia as medidas propostas para inibir o crescimento ou destruir
0S microrganismos existentes nas camadas superficiais, microbiota transitéria ou nas
camadas profundas, microbiota residente da pele ou mucosa, por meio da aplicagao
de um germicida classificado como antisséptico (ANVISA, 2007). Esses produtos

associam detergentes com antissépticos e sdo indicados para a higienizagao
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antisséptica das maos dos profissionais e para pele ou mucosa do paciente em

areas onde serdo realizados procedimentos invasivos ou cirurgicos (ANVISA, 2007).

2.2.1. Sabonetes

A higienizacdo das maos é reconhecida mundialmente como uma medida
primaria e muito eficiente no controle de infeccbes e transmissdo de doengas. Por
esse motivo, tem sido considerada como um dos principais meios de prevencgao e de
controle de infecgcbes nos servigos de saude, incluindo aquelas decorrentes da
transmissdo cruzada de microrganismos multirresistentes (ANVISA, 2009). Ao
diminuir a tensao superficial da agua, que funciona como solvente, os sabonetes e
sabdes permitem um maior contato de sujeiras e bactérias com o liquido, o que
facilita a limpeza dos corpos (OLIVEIRA et al., 2006).

Sabonetes comuns possuem a capacidade de diminuir e eliminar a carga
bacteriana de maneira eficaz mesmo sem o uso de agentes antissépticos, como por
exemplo, o ftriclosan (Figura 8) (AIELLO et al.,, 2007). O mecanismo de acéao
proposto do triclosan sobre os microrganismos € baseado na inibicdo competitiva do
sitio transportador de enoil-acil da proteina redutase, uma componente na via de
biossintese de lipideos (VERMEIREN et al., 2002), assim, a consequente
desorganizacdo da membrana causa a morte celular do microrganismo. Por suas
caracteristicas antissépticas narradas na literatura, o sabonete € um potencial aliado

e veiculo para a atividade antibacteriana de extratos de plantas.

Cl OH

Cl Cl

Figura 8. Formula estrutural plana da molécula de Triclosan (5-cloro-2-(2,4-

diclorofenoxi)fenol).
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2.2.2. Sabonetes Ativos

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é antigo e, por
um longo tempo, produtos minerais, animais e vegetais foram a principal fonte de
farmacos (ESQUENAZ| et al., 2002). O uso de plantas pode representar uma
alternativa de substituicio aos antissépticos e desinfetantes sintéticos
convencionais, visando evitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a estes
compostos, ja que metabdlitos vegetais atuam por mecanismos variados (BARBOUR
et al., 2004; MONTHANA; LINDEQUIST, 2005).

Atualmente, diversos estudos investigam moléculas antibacterianas naturais
presentes em plantas e seus 6leos essenciais com resultados muito promissores na
busca de novas substancias bioativas (MORAIS-BRAGA et al., 2013). As pesquisas
relacionadas aos mecanismos de agao de antimicrobianos provenientes de plantas
referem-se geralmente, aos Oleos essenciais e seus constituintes tais como:
eugenol, timol, carvacrol, dentre outros. Os possiveis mecanismos atribuidos a
essas substéncias sdo: a degradacdo da parede celular, danos na membrana
citoplasmatica, danos as proteinas da membrana, liberagdo de conteudos celulares,
coagulacgao do citoplasma e perda da forga préton-motriz. (SANTOS, 2013)

Alguns produtos naturais ja tiveram o0 seu mecanismo de agao
antimicrobiano investigado, tais como, os flavonoides, que atuam sobre proteinas
extracelulares e na membrana bacteriana; os alcaldides, que se acumulam na célula
bacteriana, interferindo na RNA polimerase, DNA girase, topoisomerase IV e nos
acidos nucleicos; as quinonas que formam complexos irreversiveis com as proteinas
bacterianas; e os taninos que complexam proteinas essenciais ao microrganismo,
inativando-as. (SANTOS, 2013)

Os sabdes tém sido utilizados durante milhares de anos no cotidiano para
higienizacdo. Sao derivados de acidos graxos ou triacilglicerideos (6leos e gorduras)
em seus derivados alquilados através de um processo conhecido como
saponificagdo (KIRSNER, 1998). Atualmente, o sabonete antisséptico mais
conhecido na area de saude € o sabonete com ftriclosan, efetivo contra bactérias
gram negativas bem como gram positivas. Entretanto, pesquisas apontam que nao
ha evidéncias de que os sabonetes feitos com triclosan sejam mais efetivos para
prevenir doencas de origem bacterianas do que os sabonetes neutros. Além disso,

experimentos sugerem que, exposicdo de longa data ao triclosan poderiam causar
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riscos a saude como resisténcia bacteriana ou disturbios hormonais (FDA, 2013). O
mecanismo pontual de ag¢do do Triclosan pode estar relacionado ao aparecimento

de linhagens resistente a este antibidtico.
2.3. Mastite Bovina

Mastite € uma resposta inflamatéria da glandula mamaria (HILLERTON et
al., 2005), considerada a doenga de gado de leite mais comum ao redor do mundo
(FESSLER et al., 2010). Entre os prejuizos trazidos incluem-se a reducdo da
producao e/ou da qualidade do leite, o0 aumento dos custos com tratamentos e até
mesmo o abatimento precoce das vacas em que a mastite se torna crénica (Muller,
2000). Aproximadamente 70% dos prejuizos advindos da mastite sdo devidos a
reducao do volume de leite produzido, embora prejuizos devido a danos irreversiveis
no tecido mamario também sejam expressivos (ZHAO et al., 2008).

A mastite pode se originar de maneira ambiental ou por contagio. Bactérias
coliformes ocupam os habitats onde o animal vive e por isso sdo consideradas
patdogenos ambientais (HOGAN, 1999). A transferéncia de bactérias gram-negativas
das glandulas mamarias de animais infectados para aqueles nao infectados é
minima se comparada a exposi¢ao constante ao ambiente. A mastite contagiosa €
definida pela forma de transmissdo de animal para animal, possui como reservatorio
o proprio animal (MARGATHO et al., 1998).

A mastite pode ser em clinica e subclinica. Na forma clinica, o animal
apresenta sinais evidentes, tais como: edema, aumento de temperatura,
endurecimento, dor na glandula mamaria, grumos, pus ou qualquer alteragdo das
caracteristicas do leite (FONSECA; SANTOS, 2000). Na forma subclinica, a mastite
nao apresenta alteragdes macroscopicas e sim alteracbes na composi¢ao do leite e
nao apresenta sinais visiveis de inflamacdo do ubere (CULLOR et al.,, 1994). O
aumento na permeabilidade vascular da glandula mamaria pode causar a passagem
de substancias do sangue para o leite, como sédio, cloro, imunoglobulinas,
soroalbuminas, entre outras proteinas (MACHADO et al., 2000). Pode haver, além
disso, alteragdes na composicdo do leite tais como aumento da Contagem de
Células Somaticas, aumento dos teores de proteinas séricas, diminuicdo dos teores
de caseina, lactose, gordura e calcio do leite (FONSECA e SANTOS, 2007).

Coliformes gram-negativos frequentemente causam uma inflamagao aguda e
eventualmente mastite severa. Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
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pneumoniae e Serratia marcescens sao quatro bactérias coliformes comumente
associadas a mastite (MARONEY, 2005).

Apesar da glandula mamaria nao ser considerada um habitat natural de
bactérias coliformes, muitas cepas sdo capazes de ali sobreviver, multiplicar, ou
mesmo permanecer em estado de dorméncia (HOGAN, 2003). Enquanto sao
destruidos pelo sistema imune da vaca, os coliformes liberam endotoxinas, que sao
responsaveis por muito dos sinais associados com a mastite causada por Gram-
negativos, como febre alta, diminuicdo de apetite, rapida perda de peso, leite
anormal, e diminuicdo na produgéo leiteira (MARONEY, 2005).

No caso de E. coli, a infecgao ocorre principalmente préximo ao periodo do
parto e durante o inicio da lactacdo devido a deficiéncias na fungdo e numero de
neutrofilos, podendo aparecer severos sintomas clinicos (BURVENICH, et al., 2003;
HOGAN, 2003). O uso de antibiéticos no tratamento de infecgdes por bactérias
coliformes & geralmente considerado desnecessario, pelo fato de a infeccdo ser
curada espontaneamente ou por ser normalmente de curta duragdao (HOGAN, 2003).
A resposta imune do animal é altamente bem sucedida na destruicdo destas
bactérias (MARONEY, 2005). Entretanto, relatos revelam o aumento da frequéncia
de infecgbes crbnicas por E. coli em alguns rebanhos devido a habilidade do
microrganismo de persistir no ubere bovino, mas este fendbmeno tem sido
considerado relativamente raro e de baixa importancia clinica (HOGAN, 1999).

Bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae sao consideradas patdogenos contagiosos, responsaveis por casos
clinicos e subclinicos (HENSEN et al.,, 2000; BURVENICH et al.,, 2003). O
microrganismo S. agalactiae € um dos agentes causais significativos de mastite
cronica em muitos rebanhos, mesmo podendo ser rapidamente eliminado (KEEFE,
1997; ESTUNINGSIH et al., 2002). Assim como acontece com S. aureus, a
aderéncia as células epiteliais do hospedeiro € o primeiro passo critico para o
progresso do processo de infecgdo por S. agalactiae (KONTO-GHIORGHI et al.,
2009). Apesar de esse microrganismo poder sobreviver por longos periodos no
interior da glandula mamaria, é suscetivel a muitos antibidticos, como penicilina,
ampicilina, cefazolina, cefotaxima e vancomicina, o que torna possivel a erradicacao
em um rebanho fechado (CASTOR et al., 2008). Normalmente causa um tipo de
infeccado leve e persistente que tem uma baixa capacidade de cura pelo sistema

imunoldgico do animal (PIEPERS et al., 2009).
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O microrganismo S. aureus € o principal agente causador de mastite
contagiosa no gado leiteiro e produz uma gama de fatores de viruléncia que
contribuem para a patogénese. Sua extensa capsula protege a célula do sistema
imunoldgico do animal (ZADOKSET al., 2002; CENCI-GOGA et al., 2003). S. aureus
estda comumente associado a infec¢gdes crbénicas, possivelmente devido a
capacidade da bactéria em viver intracelularmente (HEBERT et al., 2000). O
patdogeno também pode ser encontrado no leite, onde altos niveis de contaminacgéo
podem ser rapidamente alcangados se as condigbes forem favoraveis (SILVA et al.,
2000). S. aureus é altamente resistente a condigbes ambientais adversas, 0 que o
configura como um importante patégeno (MATOUSKOVA, 2008). E um agente
patogénico oportunista e a sua superficie &€ recoberta com proteinas que sao
covalentemente ancoradas nos peptideoglicanos da parede celular. Uma analise
estrutural e funcional identificou quatro classes distintas de proteinas de superficie,
das quais a MSCRAMMs é a maior classe. Estas proteinas de superficie tém
inumeras fungdes, incluindo a adesao e invasao de células hospedeiras e tecidos, a
evasao da resposta imune e formacéao de biofilme (FOSTER et. al., 2014).

A eliminagcdo das bactérias abrange varios fatores a serem considerados
como a resisténcia bacteriana e a formacao de biofilmes durante a colonizagao da
glandula mamaria. S. aureus pode produzir biofiimes e uma vez estabelecidos sao
resistentes ao tratamento antimicrobiano e a resposta imunoldgica do hospedeiro
sendo, portanto responsaveis por infeccées recorrentes (ARCHER et al., 2011).

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre ndo como células
individualizadas, mas sim como comunidades sésseis, com diferentes graus de
complexidade em estruturas conhecidas como biofilmes (WATINICK, 2000). Em um
biofilme, os microrganismos representam menos de 10% da massa seca, enquanto a
matriz pode representar até 90% (FLEMING, 2010). Além de agua e células
microbianas, a matriz do biofime é formada por um complexo de polimeros
secretados (EPS). Os EPS sao constituidos por particulas de proteinas, lipideos,
fosfolipidios, carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros (PARIZZI et al.,
2004). Ensaios in vitro tém indicado que células bacterianas em biofilmes (sésseis)
podem se tornar substancialmente mais resistentes a acdo de antibidticos do que
aquelas cultivadas de forma planctonica (SMITH, 2005).

Existem varios mecanismos que descrevem a formagao de biofilmes. Dentre

eles, doiss sdo consideradas fundamentais no estudo bacteriano. No primeiro
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mecanismo, a formacao do biofilme aconteceria em duas fases. A primeira fase seria
um processo reversivel, conhecido como adesdo. A interacdo entre bactéria e
superficie ocorrem por forgcas de Van der Waals e atragao eletrostatica. Na segunda
fase, inicia-se a formagao propriamente dita e irreversivel do biofilme. Uma interacéo
fisica entre a célula e a superficie ocorre por meio de um material extracelular de
natureza polissacaridea ou proteica, produzida pela bactéria. Esse material é
denominado matriz de glicocalix e é o suporte na formagao dos biofiimes (FLEMING,
et al. 2010). Outro mecanismo bem aceito sugere que a formagao do biofilme ocorre
em cinco etapas: 1) condicionamento da superficie pela adsor¢do de material
organico; 2) transportes de células e nutrientes para o sitio de aderéncia; 3) inicio do
processo de adesdo bacteriana por atragao eletrostatica; 4) crescimento celular e
colonizacéo irreversivel; 5) biofiime em atividade metabdlica (CHARACKLIS, 1983)

Na industria de laticinios, a formagcao de biofiimes dentro da linha de
producdo eleva a carga microbiana e, muitas vezes, contamina com patégenos os
alimentos devido ao eventual desprendimento de porgdes aderidas. Assim, a saude
do consumidor poderia ser colocada em risco, além de ocasionar prejuizos
financeiros a industria, em decorréncia da diminuicdo da vida de prateleira dos
produtos alimenticios. Por isso, a investigacdo de formagédo de biofilmes por
linhagens de Staphylococcus antes e apds a higienizagdo dos equipamentos da
industria beneficiadora de leite, pode representar um fator de chave para garantir a
nao intoxicagcdo do consumidor (DOS SANTOS, 2009).

Atualmente, o tratamento de infec¢des intramamarias bovinas é baseado no
uso de antibidticos, e devido ao aumento da resisténcia bacteriana aos tratamentos
tradicionais, tem-se desenvolvido maneiras alternativas para erradicacdo das
bactérias causadoras da mastite. Entretanto, como alguns patégenos se tornaram
resistentes a maioria dos antibidticos mais comuns, limitam-se as opcdes de
tratamento (JAYARAMAN, 2008). Assim, faz-se necessario o estudo e
caracterizagdo de diferentes compostos com atividade antimicrobiana, como por
exemplo, metabdlitos secundarios originarios de plantas. Esses produtos podem ter
aplicagbes em diferentes estratégias e frentes de prevengdo. Uma dessas etapas € a
lavagem de mé&os e das mamas onde se utilizam sabontes. Dessa forma a utilizacéo
de sabonetes ativos com produtos naturais poderia ser uma alternativa ao método

de lavagem atual.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

v" Avaliar produtos fitossanitarios alternativos para prevencdo e controle de

bactérias causadoras de mastite bovina.

3.2. Objetivos Especificos

v

Determinar a atividade antibacteriana de extratos organicos oriundos da
extratoteca do laboratorio de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais
“BioNat”;

Determinar a concentracgdo inibitéria minima dos extratos ativos;

Testar a viabilidade celular em fungao da concentragao do(s) extrato(s);
Avaliar os efeitos do(s) extrato(s) sobre biofilme dos patégenos;

Obter sabonetes solidos contendo os extratos das plantas ativas;

Avaliar o efeito in vitro dos sabonetes para a atividade antibacteriana;

Analisar a eficacia do sabonete obtido como produto fitossanitario;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Extratos Utilizados

Os extratos foram utilizados a partir da extratoteca do laboratério “BioNat”
Laboratorio de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Os extratos do

laboratoério foram obtidos de acordo com os dados contidos na Tabela 2.

Tabela 2. Plantas utilizadas, Técnica de extragcdo, solvente e partes da planta

utilizada para a obtencao dos extratos

Planta Técnica de Solvente Parte
Extragao utilizada

Salvia officinalis Maceracdo  Hidroalcodlico 80:20 Folhas
Psychotria vellosiana Maceragao Etanol 96° Folhas
Bacchatris dracunculifolia Maceragéao Diclorometano Folhas
Alternanthera brasiliana Maceragdo  Hidroalcodlico 80:20 Folhas
Senna macranthera Maceracéao Acetato de etilia Flores
Miconia latecrenata Maceragao Liofilizado aquoso Folhas

4.2. Bioensaio para atividade antibacteriana dos extratos

4.2.1. Microrganismos utilizados

Como microrganismos indicadores para atividade antibacteriana, foram
utilizadas as cepas 3828, 4125 e 4158 de S. aureus isoladas de animais que
apresentaram mastite bovina. Essas cepas de S. aureus foram gentiimente cedidas
pela Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora, no Estado de Minas Gerais, isoladas de
animais com sintomas de mastite bovina.

As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3-4 mL de meio
Luria-Bertani (LB) liquido e cresceram em estufa overnight a 37 °C. Foram
transferidos 1 mL do in6culo de cada bactéria e 1 mL do branco (meio estéril) para

microtubos distintos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de
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onda de 595 nm. O controle branco foi utilizado para calibrar o aparelho. As
amostras que ndo apresentaram absorcado entre 0.100 a 0.190 foram diluidas em
série, até obter a leitura mencionada. Obtido a absor¢ao desejada, realizou-se duas
diluigbes seriadas 1:10, afim de se obter a concentragdo de 106 UFC mL"" para o

plaqueamento das bactérias.
4.2.2. Preparo das solugoes de extratos e do controle positivo

Os extratos foram pesados em balanga analitica e, transferidos para um
microtubo contendo DMSO (Vetec®) a uma concentracgéo final de 50 mg mL". A
amostra foi sonicada por 20 minutos para garantir melhor diluigdo do extrato. Para o
controle positivo, solugbes do antibidtico Ciclopirox olamina (Fungirox®) foram

preparadas a uma concentragdo de 5 mg mL"' e armazenadas a - 20 °C.
4.2.3. Avaliagao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada segundo a técnica de difusdo em agar
pelo método hole plate em meio Mueller-Hinton (Himedia®) (BAUER et al., 1966).
Apos crescimento por 24h a 37 °C, a suspensao bacteriana foi diluida para a
concentracdo final de 10® UFC mL-" acrescida a 20mL de meio Agar Mueller-Hinton.
Apos solidificagao, furos de aproximadamente 5 mm de didmetro e 3 mm de altura
foram feitos no agar. Foram inoculados em cada pogo 8-10 pL de extrato vegetal, na
concentragdo de 50 mg mL', DMSO (controle negativo) e ciclopirox olamina (5 mg

mL-" diluido em DMSO, controle positivo).

As placas foram colocadas em estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Apds
esse periodo, os halos de inibicdo foram medidos em milimetros. O teste foi
realizado em triplicata. As médias e os desvios padrées dos halos de inibicado foram
calculados e uma analise de variancia (ANOVA) com teste de Tukey a 5% de

significancia foi feita pelo Excel.
4.2.4. Determinacao da concentracao inibitéria minima dos extratos

Os extratos que apresentarm atividade bioldgica na triagem anterior foram
testados quanto a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em placa de 96 pogos. O
equivalente a 200 mg mL™" de extrato foi diluida em DMSO para a realizagdo dos

testes. Os pogos foram preenchidos com 180 uL de meio BHI (Himedia®) e uma
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suspensdo bacteriana ajustada para concentragdo final de 10® UFC mL™.
Adicionaram-se entdo os extratos que apresentaram atividade antibacteriana nos
testes anteriores.

As concentragdes finais testada foram 5 mg mL', 4 mg mL", 3 mg mL",
2mgmL', 1mgmL', 09 mgmL' 08 mgmL' 0,7 mgmL' 0,6 mgmL",
0,5 mg mL™", 0,4 mg mL"", 0,3 mg mL-", 0,2 mg mL' e 0,1 mg mL-". A microplaca foi
mantida a 37 °C por 24 h e a CIM foi estimada como a menor concentragcédo na qual
nao foi visualmente observada turbidez do meio ou crescimento bacteriano. A CIM
do antibidtico (Ciclopirox olamina) sobre os isolados foi feita utilizando o mesmo
procedimento. Pocos contendo apenas meio BHI foram utilizados como controle
negativo. Pogcos com meio BHI e a bactéria de foram o controle positivo.

Apoés incubagao por 24 horas, foram adicionados quatro microlitros do sal
MTT (3- ( 4,5-dimetiltiazol-2-il )- 2,5 - difeniltetrazdlio bromido ) na concentragcéo de
2 mg mL'. A determinagdo da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que os pogos
com bactérias viaveis sao de coloragdo azul e os pogos com bactérias mortas
permanecem com a coloracdo do meio de cultura apdés o tratamento com o
composto. Considera-se o valor da Concentracao Inibitéria Minima a concentracéo

do pogo sem coloragao seguido por um pogo com crescimento bacteriano.

Ciclopirox olamina
+

BHI + Bactérias BHI + Bactérias BHI puro

contreies == | OOC 0O 9GO0 OO0
OQOOOQOOOQOO

3mg/mL

000000000V

2mg/mL 1mg/mL 0,9mg/mL

QOOOQQOOQOOO

0,8mg/mL 0,6mg/mL

00000000000

0,5mg/mL 0,4mg/mL 0,3mg/mL

OO0 000000000

0,2mg/mL 0,1mg/mL

000000000000
OOO0OO0OOOOOO

Figura 9. Esquema da Placa de ELISA para determinagédo da Concentragao
Inibitéria Minima
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4.2.5. Avaliacao de viabilidade celular em fungao da concentragcao dos extratos

A viabilidade celular foi observada seis horas apds a inoculagdo de 1,0 mL
de cultura bacteriana contendo 108 UFC mL"' em tubos de ensaio com 9,0 mL de
tampao fosfato 5 mM, em pH 6,5, contendo a CIM do(s) extrato(s) que apresentaram
atividade bioldgica. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C. Em seguida,
aliquotas de 20 pL foram retiradas dos tubos, diluidas serialmente em 180 uL de BHI
previamente adicionados em microplacas estéreis de 96 pocos. As microplacas
foram incubadas a 37 °C por 6 h. Os testes foram realizados em triplicata. Apds as 6
horas, adicionou-se 4 pyL do sal MTT e realizou-se uma leitura espectrofotométrica
em leitor ELISA. A partir da leitura espectrofotométrica realizada no leitor ELISA foi
determinada a viabilidade celular das bactérias. Aplicou-se a seguinte equagao
segundo o método do Calculo da Viabilidade Bacteriana (GUDINA et al., 2010):

% Inibigdo do crescimento bacteriano = [1- (Ac/A0)] x 100
em que:
Ac: é a média das absorvancias por concentracao de substancia testada

AO0: é a média das absorvancias do controle de crescimento bacteriano.

O resultado obtido representa a porcentagem de células bacterianas que a

substancia testada foi capaz de inibir.
4.2.6. Efeito do(s) extrato(s) sobre o Biofilme

Aliquotas de 180 uL de meio BHI foram distribuidas em pogos de uma
microplaca e inoculadas com suspensé&o bacteriana para concentragao final de 108
UFC mL-'. Apés incubacao a 37 °C por 24 h, o sobrenadante foi retirado e os pogos
foram lavados trés vezes com 300 uyL de solugdo salina 0,85%. Os pocos foram
preenchidos novamente com 200 uL de BHI contendo diferentes concentragcbes dos
extratos ativos (CIM, % CIM, ¥ CIM, s CIM e /16 CIM). Foi feita uma nova
incubacao a 37 °C por 24 h para determinacado da concentragao inibitéria de biofilme
(CIB), definida como a concentracdo em que ndo havia visualmente crescimento da
bactéria. As placas foram reveladas com MTT e os testes foram realizados em
triplicata.
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4.2.6.1. Incubagao das bactérias nas microplacas

Em microplaca de 96 pocgos preencheu-se com 100 yL de meio BHI e 100 uL
da suspensdo bacteriana (concentragdo final de 106 UFC mL"). As microplacas
foram levadas a estufa numa temperatura 37°C por 24 horas, para que ocorresse o

crescimento bacteriano e a formagao do biofiime.
4.2.6.2. Aplicacao dos extratos no biofilme formado

Tendo formado o biofilme, foi retirado cuidadosamente o sobrenadante dos
pocos. Foram inoculadas aliquotas de 200 uL contendo o meio BHI e diferentes
concentragbes dos extratos (2 CIM, CIM, %2 CIM) em cada pog¢o. As microplacas

foram levadas para estufa a 37 °C por 24 horas.
4.2.6.3. Revelagao das microplacas

Apos 24 horas foi retirado o sobrenadante de cada pogo e o biofilme foi
adicionado 200 uL de solucéo salina. Dessa nova solugcédo foram retirados 20 yL e
colocados em uma nova microplaca que ja estavam com 180 yL de meio BHI em
cada poco. Logo apés foi feita uma diluicao seriada. Esse procedimento foi realizado
em duplicata para cada concentragao (2 CIM, CIM, 2 CIM) de cada extrato. Para
revelar a presenga ou nédo de bactérias nesses pogos (se o biofilme teria sido inibido
ou ndo) foram adicionados 20 yL do sal MTT (5 g.L'"). As microplacas foram

incubadas por mais 20 minutos.

Foi feito um controle utilizando apenas meio BHI sem extrato e um controle
utilizando antibiético em 3 diferentes concentracdes € meio BHI. A leitura realizada é
qualitativa e visual, uma vez que os pocos com bactérias vivas sdo de coloragao azul

€ 0S pocos com bactérias mortas permanecem com a coloracdo do meio de cultura.
4.3. Producao dos Sabonetes

Cada sabonete foi produzido segundo os métodos protegidos pelas patentes
Pl 1005633-5 e Pl 1103394-0. Os sabonetes foram obtidos com os extratos das
plantas presentes na extratoteca do BioNAT (Laboratério de Bioquimica e Quimica
de Produtos Naturais da Universidade Federal de Vigcosa). Para os sabonetes, os
extratos de S. officinalis, P. vellosiana Benth, B. dracunculifolia, A. brasiliana, S.
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macranthera e M. latecrenata foram pesados para a concentragao final de extrato de

10 mg g™".
4.4. Determinagao da concentragao inibitéria minima dos sabonetes

Os sabonetes obtidos com os extratos que apresentaram atividade bioldgica
foram testados para a Concentragao Inibitéria Minima. O procedimento foi realizado
por diluigdo em microplaca de 96 pogos. Uma concentragdo de 100 mg mL"' de
sabonete com suspensao 2% de extrato foi diluida em DMSO para a realizagéo dos
testes. Os pogos foram preenchidos com 180 uL de meio BHI e uma suspenséao
bacteriana ajustada para concentragao final de 108 UFC mL™".

As concentragées finais testadas foram de: 2,5 mg mL"; 2 mg mL™"; 1,5 mg
mL-"; 1 mg mL-*; 0,5 mg mL"; 0,45 mg mL-"; 0,4 mg mL-*; 0,35 mg mL""; 0,3 mg mL";
0,25 mg mL"; 0,2 mg mL"; 0,15 mg mL""; 0,1 mg mL-*; 0,05 mg mL-". A microplaca
foi mantida a 37°C por 24 h e a CIM foi estimada como a menor concentragcdo na
qual ndo foi visualmente observada turbidez do meio ou crescimento bacteriano. A
CIM do antibiético (Ciclopirox olamina) sobre os isolados foi feita utilizando o mesmo
procedimento. Meio BHI foi utilizado como controle negativo.

Apos incubacdo por 24 horas, foram adicionados 4 pyL do sal MTT na
concentragdo de 2 mg mL"', de forma a facilitar a visualizagdo das células
bacterianas viaveis, uma vez que o MTT em contato com a cultura bacteriana
apresenta coloragao roxa. As microplacas foram incubadas por mais 20 minutos. Os

testes foram realizados em triplicata.
4.4.1. Calculo da Densidade Otica (D.0O.) para confirmagéo de 108 UFC mL""

Uma aliquota de um mililitro de soluc&o bacteriana e de um mililitro do meio
BHI foram colocados em microtubos estéreis. Utilizou-se um espectrofotdmetro para
a medida da D.O a 560nm. O equipamento foi zerado com agua destilada e apos,
com o meio BHI estéril (1:10 v/v agua destilada). Realizou-se a leitura da bactéria
diluida (1:10 v/v) e sucessivas diluicbes até obter-se uma leitura de absorvancia
proxima de 0,1 + 0,015. A absorvancia de 0,1 indica uma Densidade Otica com a
existéncia de 108 UFC mL-'. Entéo, apds o ajuste, realizou-se mais 2 diluicbes de
1:10 para se ter certeza de que a suspensao para aplicacdo nas placas de petri
continham 106 UFC mL-".
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4.5. Avaliacao da Eficacia dos sabonetes
4.5.1. Teste das luvas

Segundo a Resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude o projeto
foi submetido & apreciacdo no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humano
(CEP) da Universidade Federal de Vigosa para pesquisa em campo de bactérias. O
projeto foi autorizado sob o parecer de numero 773.182 na 5% Reunido em 1 de
setembro de 2014.

O efeito dos sabonetes com os extratos que apresentaram maior atividade
antibacteriana in vitro, foi avaliado para atividade de teste em campo tendo como
controle negativo um sabonete neutro sem o extrato. Foram selecionados
ordenhadores, com a utilizagdo de luvas de latex, para manipularem animais
diagnosticados pelo Setor de Gado Leiteiro com mastite clinica. Trés pares de luvas
por sabonete foram coletadas e esfregadas com utilizacdo da técnica de swab
(Andrade, 2008). As hastes flexiveis com ponta de algoddo foram acondicionadas
em tubos de ensaio contendo soro fisiolégico estéril.

As luvas foram submetidas a um processo de lavagem segundo o seguinte
protocolo: imersdo por 30 segundos em recipiente com a devida suspensao
preparada com o sabonete em agua e imersao em agua por trés vezes; imersao final
com agua destilada esterilizada e secagem natural das luvas por agitagao. Apds a
limpeza padronizada, as luvas dos ordenhadores foram novamente esfregadas com
swabs, acondicionados em tubos de ensaio contendo um mililitro de soro fisiolégico
estéril para comparagado com o grupo que nao sofreu os procedimentos. Aliquotas de
100 pL do soro fisiolégico contendo o respectivo tratamento foram espalhadas com o
auxilio de alca de Drigalsky em placas de petri com Muller-Hinton-Agar. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas e posteriormente foi observada a presenca ou
auséncia de coldnias bacterianas. Como controles, luvas foram imersas em agua
destilada ou luvas foram imersas em sabonetes neutros, sem extratos. A taxa de
mortalidade foi determinada pela contagem de microrganismos viaveis na placa. Os

testes foram realizados em triplicata.
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4.6. Analises Estatisticas

Os dados foram analisados através de Analise de Variédncia (ANOVA) e Teste
de Tukey a 5% de significancia em Excel® e graficos construidos no software
GraphPad Prism 5®,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliagao da atividade bactericida dos extratos

Os extratos de S. oficinallis, P. vellosiana, B. dracunculifolia, A. brasiliana, M.
latecrenata e S. macranthera foram avaliados em relacdo a sua atividade
antimicrobiana através do método de Hole Plate utilizando-se o microrganismo S.
aureus cepas 3828, 4125 e 4158 isoladas de animais com manifestagao clinica de
mastite bovina. Na Figura 10 é possivel visualizar o efeito dos extratos sobre a
linhagem S. aureus 3828 através da observagdo do aparecimento de halos de
inibicdo, que foram medidos em milimetros.

As andlises estatisticas (Anexo1) sugeriram a auséncia de diferenca
significativa entre o controle positivo (Ciclopirox olamina) e o extrato de S.
macranthera para a linhagem S. aureus 3828. Ja o extrato de S. officinalis
apresentou inibicao significativamente menor que o extrato de S. macranthera,
sendo, portanto, menos eficiente. Todavia este mesmo extrato se mostrou mais
efetivo que os outros, sendo significativamente maior que P. vellosiana, que também
foi maior que os extratos de Miconia latecrenata, Alternanthera brasiliana e

Baccharis dracunculifolia, que nao diferiram estatisticamente entre si.
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Figura 10. Efeito dos extratos testados sobre a linhagem bacteriana

Staphylococcus aureus 3828.

Em placa contendo bactérias cultivadas, foram aplicados os extratos em
pocos definidos. Medidas de halo de inibicdo provocados por cada um desses
extratos foram aferidas. E possivel visualizar o destaque dos extratos de Senna
macranthera e Salvia oficinalis neste experimento. Amostras com o0 mesmo indice
abed o diferem estatisticamente entre si. Amostras com indices diferentes 2bcd
diferem estatisticamente em teste de Tukey a 5% de significancia.

*Miconia latecrenata nao apresentou desvio padrdo entre as trés leituras de
medida de halo.

Na Figura 11 é possivel visualizar o efeito dos extratos sobre a linhagem S.
aureus 4125. As andlises estatisticas (Anexo 2) sugeriram que contra esta
linhagem, o controle positivo se mostrou significativamente mais efetivo que todos
os extratos testados. Ja os extratos de S. macranthera, S. officinalis e P. vellosiana
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apresentaram inibigdo significativamente iguais entre si, porém maiores que o0s

outros extratos testados, que nao diferiram entre si.
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Figura 11. Efeito dos extratos testados sobre a linhagem bacteriana

Staphylococcus aureus 4125.

Em placa contendo bactérias cultivadas, foram aplicados os extratos em
pocos definidos. Medidas de halo de inibicdo provocados por cada um desse
extratos foram aferidas. Dentre os extratos testados, os melhores resultados foram
apresentados por Salvia oficinallis, Psychotria velosiana e Senna macranthera.
Amostras com o mesmo indice 24, no diferem estatisticamente entre si. Amostras
com indices diferentes 2°°d diferem estatisticamente em teste de Tukey a 5% de
significancia.

Uma terceira linhagem de S. aureus foi testada, a linhagem 4158. Na Figura
12, é possivel verificar os halos de inibicdo promovidos por cada extrato. Os extratos
de S. oficinallis foi tao eficiente quanto o extrato de S. macranthera, sendo
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seguindos, em termos de eficiéncia significativa, por P. velosiana. Este ultimo foi

superior aos outros extratos testados, de acordo com a analise estatistica (Anexo 3).

25
a b G d d d b
204 T
£
S
R 15
O T I
2
c
o 10 L
'g -
IS T L
ol
e Y v - - - v
0 9 i 8 o o ©
— — [~ — I~ o
2 3 3 g S s g
S S 3 3 I $ S
S & = Q g S g
S © N S S g )
Q ) Q S < = S
5 = )
o

Figura 12. Efeito dos extratos testados sobre a linhagem bacteriana

Staphylococcus aureus 4158.

Em placa contendo bactérias cultivadas, foram aplicados os extratos em
pocos definidos. Medidas de halo de inibicdo provocados por cada um desse
extratos foram aferidas. Dentre os extratos testados, os melhores resultados foram
apresentados por Salvia oficinallis e Psychotria velosiana. Amostras com 0 mesmo
indice 2°d, n3o diferem estatisticamente entre si. Amostras com indices diferentes
abed diferem estatisticamente em teste de Tukey a 5% de significancia.

Outros autores ja investigaram os efeitos de alguns dos extratos vegetais
analisados, os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com Silva, que em
2012 reportou halos de inibigao para S. oficinallis de até 20 mm e 15,66 mm para S.
macranthera. O mesmo autor encontrou valores duas vezes maior que o encontrado
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neste trabalho para a inibicdo de S. aureus 4125 utilizando extrato de B.
dracunculifolia. Ja Gontijo (2012) apresentou dois perfis conflitantes com os
resultados: para P. vellosiana, nao relatou inibigdo e para M. latecrenata, um halo de
23,5 mm também para a cepa 4125 de S. aureus. No presente trabalho foi
encontrado inibicdo contra a linhagem 4125 nos dois extratos. Em outros trabalhos
presentes na literatura, os critérios de inibicdo desejados em uma triagem sao
arbitrarios e ndo é consenso entre os pesquisadores. Nascimento et al., (2000)
considera como inibicao desejada halos acima de 7 mm. A atividade antimicrobiana
de Salvia officinalis ja havia sido reportada por Weckesser et al. (2007) e
Kermanshah et al. (2009), é possivel encontrar até sugestdo de uso odontolégico
devido a sua grande potencialidade para o controle bacteriano (Diaz, 2015). Frente a
outras plantas do cerrado, B. dracunculifolia apresentou boa inibicao antimicrobiana
contra linhagem de S.aureus isolada de leite mastifero no trabalho de Nader e
colaboradores em 2010. Ja Uchda, em 2014, enaltece os potenciais antimicrobiano,
antinflamatério e antioxidante de A. brasiliana.

Por se destacarem com inibigdes superiores dentre os extratos testados, os
extratos de S. officinalis, P. vellosiana e S. macranthera foram selecionados para

outros testes e determinagdes avangando na triagem.
5.2. Concentragao Inibitéria Minima dos extratos

ApOs a selecao de quais extratos poderiam ter atividade bioldgica desejada,
foi necessario determinar a CIM desses extratos. Esta determingao € importante em
termos efetivos e econdmicos. A CIM dos extratos de S. macranthera, S. officinalis e
P. vellosiana foi determinada. CIM é definida como a menor concentracédo em que
um composto/extrato apresenta inibicdo da atividade bacteriana. Assim, quanto
menor for a concentracdo de um extrato necessaria para a inibicdo, melhor sera a
sua atividade antibacteriana. Um exemplo deste experimento pode ser observado na
Figura 13, que exibe a inibicdo de crescimento bacteriano apds incubagdo com
diferentes concentragdes dos extratos. A revelacdo com MTT, um composto soluvel
em agua, que em presenca de células que realizam respiracdo € degradado a um
composto purpura e insoluvel, permite a visualizagao do crescimento e viabilidade ou
nao de bactérias (MOSMANN, 1983). Na figura supracitada, nos pogos E10, E11 e

E12 (0,6 mg mL-") é possivel visualizar crescimento bacteriano. Ja nos pogos E6, E7
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e E8 (0,7 mg mL') nido houve crescimento bacteriano, sugerindo que a
concentragdo deste pogo seja o suficiente pra inibir o crescimento bacteriano. A

Tabela 3 informa os resultados obtidos neste experimento para os extratos em
relacédo as diferentes linhagens de S. aureus.
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Figura 13. Exemplo de ensaio de determinagcdo de Concentragao Inibitéria Minima

de extrato de Salvia officinalis sobre a cepa 4158 de Staphylocuccus aureus.

Em A temos o mapa da placa utilizada com os controles e as concentracdes
utilizadas nos experimentos. Em B temos a microplaca onde foi realizado o ensaio.
Os dados apresentados sugerem que a concentragdo de 0,7 mg mL™" é o suficiente

para promover inibigdo do crescimento de Staphylococcus. aureus 4158
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Tabela 3. Concentracgao Inibitéria Minima dos extratos ativos de Senna macranthera,
Salvia officinalis e Psychotria vellosiana Benth para as cepas 3828, 4125
e 4158 de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus
Extratos
3828 4125 4158
S. macranthera 0,3 mg mL-" 0,3 mg mL-" 0,3 mg mL-"
S. officinalis 0,1 mg mL"" 0,4 mg mL-" 0,7 mg mL-"
P. vellosiana 4,0 mg mL-" 1,0 mg mL-" 2,0 mg mL-"
Controle positivo* 0,05 mg mL"’ 0,05 mg mL"" 0,05 mg mL""

*Ciclopirox olamina

Para avaliacao da determinacdo da concentracéo inibitéria minima utilizou-
se o critério estabelecido por Aligiannis et al. (2001), em que um extrato é
considerado forte inibidor quando seu CIM é de até 0,5 mg mL"", inibidor moderado
se seu CIM estiver acima de 0,5 mg mL-! e abaixo de 1,5 mg mL"" e inibidor fraco se
seu CIM for acima de 1,5 mg mL-'. Assim, utilizando este critério pode-se classificar
o extrato de S. macranthera como um forte inibidor, com valores de CIM de 0,3 mg
mL-" para as trés cepas testadas. Ja o extrato de S. officinalis, foi considerado um
forte inibidor para as cepas 3828 e 4125 de S. aureus e moderado para 4158. O
resultado € corroborado por Silva et al. (2012), que em suas pesquisas encontraram
valores semelhantes para S. mancranthera contra S. aureus 4125. Apesar dos
valores inferidos da CIM de P. vellosiana serem altos, configurando um inibidor fraco
de S. aureus, Ramos, em 2008, encontrou valores menores que 20 mg mL™' em
ensaios contra M. tuberculosis. Paralelamente ao presente trabalho, Gontijo (2012)
nao encontra CIM satisfatorio de P. vellosiana contra S. aureus.

Comparados ao controle, os extratos apresentaram CIM altos. Isto
aconteceu pela diferenca de sistemas em que os principios ativos se encontram.
Enquanto nas amostras testadas tratava-se de extrato, no controle existia maior

concentracdo de composto ativo. Na pesquisa de INOUE et al. (2015), apos
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resolucao de extrato de S. macranthera, os compostos emodina, fisiona e crisofanol
apresentaram CIM de 20, 90, e 90 ug mL™' respectivamente. O que fortemente
sugere que compostos quimicos existentes nesses extratos, quando purificadas,

poderiam apresentar atividade bioldgica de interesse e consequentes aplicagdes.
5.3. Viabilidade Celular

A viabilidade celular indica a porcentagem de células em atividade (viaveis)
na populagdo da amostra considerada. Assim, foi avaliado o efeito dos extratos
ativos sobre a viabilidade de isolados de S. aureus (3828, 4125 e 4158) apds seis
horas de incubagao das culturas com diferentes concentragdes dos extratos (2 CIM,
CIM, "2 CIM, /4 CIM). Na Tabela 4 sdo apresentados os valores da redugéo da
viabilidade celular na CIM. Os extratos de S. officinalis e S. macranthera foram os
que mais reduziram a viabilidade, com porcentagem de inibigdo de até 90% e 95%
respectivamente. Esses dados sugerem que os extratos de S. macranthera e S.
officinalis séo capazes de afetar a viabilidade celular e, por conseguinte diminuir as
células viaveis para infecgdo bacteriana. O teste ndo permite a inferéncia se a

atividade do extrato é bacteriolitica ou nao.

Tabela 4. Valores em porcentagem de redugdo da viabilidade celular na

Concentragao Inibitéria Minima

Staphylococcus aureus
Extratos
3828 4125 4158
S. macranthera 95% 91% 87%
S. officinalis 88% 85% 90%
P. vellosiana 83% 67% 70%

Nas Figuras 14, 15 e 16 € possivel visualizar a redugao da viabilidade celular
mesmo em concentragdes subinibitorias. A célula bacteriana é afetada nestas
condigdes, ja que em todos os casos, concentragdes correspondentes a metade do

CIM foram suficientes para reduzir a viabilidade em pelo menos 30%. A queda na
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viabilidade celular é relativa ao aumento da concentracéo inibitéria dos compostos
testados na cultura bacteriana. Estes dados sugerem que os extratos sédo efetivos na
reducdo da viabilidade celular, estudos sobre a cultivabilidade destas células

remanescentes é importante no entendimento e caracterizagdo do processo.
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Figura 14. Reducdo da Viabilidade Celular em funcdo de diluigbes da

Concentragao Inibitéria Minima para Staphylococcus aureus 3828
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Figura 15. Redugédo da Viabilidade Celular em fungdo de diluicdes da

Concentragao Inibitéria Minima para Staphylococcus aureus 4125
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Figura 16. Reducdo da Viabilidade Celular em funcdo de diluigdes da

Concentragao Inibitoria Minima para Staphylococcus aureus 4158.

Em estudos realizados contra células tumorais da laringe (Hep-2) e em
células do hepatoma humano (HepG2) utilizando-se extrato hidroalcoolico de S.
oficcinalis, reportaram atividade de reducdo de viabilidade celular deste extrato
contra estas células. Concentragdes de 0,35 a 2 mg mL-"! reduziram a viabilidade de
células Hep-2 para 52 a 29% em relagao ao controle (GARCIA et al., 2012). Assim,

estudos sobre a toxicidades desse modelo de extrato devem ser realizados.

5.4. Efeito dos Extratos sobre o Biofilme

A presenca de biofime €& um tépico que merece especial atencdo em
pesquisas envolvendo saneantes e resisténcia a drogas. Biofilmes sao formados por
comunidades de bactérias organizadas e apresentam estrutura de protegcdo. A
barreira fisica exercida pelo biofiime € uma protegcado contra o sistema imunoldgico
do animal e pode impedir que farmacos consigam atingir seus pontos de agéo.
Assim, estudar se o efeito dos extratos é efetivo frente a este impedimento é
necessario. Apos a determinagéo da CIM, diferentes diluigbes desta (2 CIM, V4 CIM,
/s CIM e /16 CIM) foram utilizadas para se inferir a concentragdo minima para o
impedimento da formacgao de biofilme. Quanto menor a concentragéo do extrato para
se inibir o biofilme, mais forte o inibidor. As Concentragdes Inibitérias de Biofilme

foram determinadas e os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Concentracdo Inibitéria de Biofilme (BIC) dos extratos ativos para
Staphylococcus aureus.

Staphylococcu aureus
Extratos
3828 4125 4158
S. macranthera 0,075 mg mL-" 0,3 mg mL"’ 0,15 mg mL"
S. officinalis 0,1 mg mL"’ 0,4 mg mL"’ 0,7 mg mL"’
P. vellosiana 4,0 mg mL-" 1,0 mg mL-" 2,0 mg mL-"
Controle positivo* 0,05 mg mL"" 0,05 mg mL"" 0,05 mg mL""

*Ciclopirox olamina

Os extratos de S.officinalis e de P. vellosiana apresentaram valores da BIC
iguais as suas CIM. Isto sugere que a mesma concentragdo seria suficiente para
impedir a formacao de biofilme, possivelmente pelo mecanismo de reducido de
viabilidade ja observado nos experimentos com células planctdnicas. Por outro lado
o extrato de S. macranthera apresentou BIC menor que sua CIM contra a bactéria S.
aureus 3828 e 4158. Isto reforga a idéia que este extrato seja mais eficiente que os
outros extratos testados.

A formacao de biofilmes € um fator chave no estabelecimento e persisténcia
de infec¢des causadas por S. aureus, E. coli e S. agalactiae em seres humanos e
em animais (KONTO-GHIORGHI et al., 2009). Assim, a baixa concentracao desses
compostos para se impedir a instalagdo do biofilme sugere aplicagbes potenciais
dessses extratos no campo, no controle da infecgao bacteriana e também aplicacdes
em industrias de beneficiamento de leite, para limpeza de tubulagdes, bem como no
saneamento de ordenhadeiras, ja que impedir a formacdo de biofiimes nas
instalagdes é uma grande preocupacdo da industria atualmente (MARTIN, 2015).
Com esses resultados, S. macranthera e S. officinalis possuem grande potencial

para a producdo de domissaneantes.
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Curiosamente, os valores das BIC obtidos nos testes de aderéncia também se
assemelham a valores encontrados para substéncias antibidticas disponiveis na
literatura. Testes semelhantes aos realizados no presente trabalho com antibiéticos
convencionais para se comparar a capacidade de inibicdo de desenvolvimento de
biofilme por Streptococcus pneumoniae foram realizados por Garcia-Castillo et al.
(2007), encontrando valores de BIC variando de 0,015 a 0,06 mg mL" para
telitromicina e 0,5 mg mL-"! para linezolida e tetraciclina. Como os extratos testados
nao sao substancias puras e sim uma mistura de substancias que atuariam sobre a
adesdo bacteriana, este resultado € muito promissor. Assim outros estudos no
isolamento de compostos e consequente teste para avaliar seus efeitos na inibicdo
do biofilme, poderia permitir encontrar qual composto ativo teria agdo sobre este
evento.

Ap0s inferir qual concentracéo é suficiente para inibir a formacéo do biofilme,
foi preciso saber se, em condi¢cdes de biofilme pré-existente, os extratos poderiam
inibir o crescimento. Nas Figuras 17, 18 e 19 é possivel ver este efeito utilizando-se

os extratos P. vellosiana, S. officinalis e S. macranthera, respectivamente.
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Figura 17. Efeito do extrato de Psychotria vellosiana sobre o crescimento do biofilme
para as cepas 3828 (verde), 4125 (vermelho) e 4158 (azul) de Staphylococcus.

aureus.

Para a cepa 3828 de S. aureus, houve uma inibicdo do crescimento de 50%
do biofilme para as concentragdes CIM (4,0 mg mL") e 2CIM para o extrato de P.

vellosiana (Figura 17). Para a cepa 4125, além de haver 50% de inibicdo do
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crescimento do biofiime para a CIM (1 mg mL") e 2CIM, houve também 50% de
inibigdo para a metade da CIM. Ja para a cepa 4158, tanto o CIM (2 mg mL™"), 2CIM
e 0,5 CIM conseguiram inibir o crescimento do biofiime em 75%. Esse resultado
suporta a idéia que cada linhagem apresenta diferentes formag¢des de biofilme, o
que pode apresentar resultados diferentes para o mesmo extrato. Curiosamente
esse extrato foi o uUnico a reduzir eficientemente, em todas as concentragdes
testadas, o biofilme da linhagem 4158. A mesma linhagem na CIM e em 0,5 CIM dos
outros extratos ndo apresenta inibicao de crescimento (Figura 18 e Figura 19). O que
sugere a presencga de pelo menos um composto presente neste extrato que poderia
agir eficientemente contra esta linhagem. A resolugcdo do extrato, caracterizagéo
deste composto e o estudo do seu efeito sobre biofilmes poderia trazer mais

informacdes e possiveis aplicagdes nesta area.
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Figura 18. Efeito do extrato de Salvia oficinallis sobre o crescimento do biofilme para

as cepas 3828 (verde), 4125 (vermelho) e 4158 (azul) de Staphylococcus aureus.

Ja o extrato de S. oficinallis, na Figura 18, obteve 50% de inibigdo do
crecimento biofilme de S. aureus 3828 tanto para 2 CIM quanto para CIM (0,1 mg
mL") e 0,5 CIM. Ja para a cepa 4125, 2 CIM, CIM (0,4 mg mL") e 0,5 CIM
conseguiram uma inibicdo de 50% de formacgdo do biofilme. Para a cepa 4158,
somente 2CIM conseguiu inibir 50% do biofilme, assim, as concentragdes na CIM
(0,7 mg mL") e 0,5 CIM néo foram capazes de inviabilizar as células aderidas ao

biofime. Para a linhagem 4158, portanto, o extrato é um inibidor moderado ao
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apresentar inibigdo apenas em 1,4 mg mL"', sendo um bom inibidor para o

crescimento do biofilme das outras linhagens, em concentragdes abaixo do seu BIC.
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Figura 19. Efeito do extrato de Senna macranthera sobre o crescimento do biofilme
para as cepas 3828 (verde), 4125 (vermelho) e 4158 (azul) de Staphylococcus

aureus.

Os ensaios com o extrato de S. macranthera podem ser visualizados na
Figura 19 e obteve 50% de inibigdo do biofilme de S. aureus 3828 para 2 CIM e 0,5
CIM e 75% de inibigdo para CIM (0,3 mg mL™"). Nesta ultima condig&o vale lembrar
que o BIC do extrato para linhagem é de 0,075 mg mL-'. Isto sugere que a CIM
deste extrato seria e melhor condicéo de trabalho contra esta linhagem. Para a cepa
4158, somente 2 CIM conseguiu inibir 50% do crescimento do biofilme, ja as
concentragdes de CIM (0,3 mg mL-") e 0,5 CIM nao foram capazes de inviabilizar as
células aderidas ao biofilme. Ja para a cepa 4125, utilizando-se 2 CIM e CIM (0,3 mg
mL"), obteve-se uma inibigdo de 50% de formagdo do biofiime enquanto 0,5 CIM
nao foi capaz de inibir sua formacgao.

A formacao de biofilmes facilita a permanéncia das bactérias durante a
infeccdo e diferengcas genéticas podem explicar as diferengas fenotipicas de
produgdo de biofime (MELO et al., 2012). Assim, algumas cepas poderiam
apresentar maior producdo de biofime do que outras ou variedades em sua

composic¢ao, o que justificaria a diminui¢do expressiva da viabilidade celular na CIM,
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se a bactéria for maior produtora de biofilme, ela se torna mais inacessivel para
sofrer algum tipo de ataque bioldgico por meio do extrato utilizado.

Por outro lado, para algumas cepas e concentragbes testadas, a inibigcdo de
formacao da biomassa do biofilme n&do acompanhou a mesma proporgao de redugao
das células planctbnicas viaveis. Ou seja, isto sugere que ao se reduzir o numero de
células vivas, se influencia na producdo do biofilme e n&o necessariamente

diretamente neste.

5.5. Obtencao dos Sabonetes

Sabonetes sao produtos higienizantes importantes, pois estao presentes em
diversos procedimentos de profilaxia em estabelecimentos de saude, industria e no
dia a dia. Os sabonetes podem ser bons veiculos de produtos naturais. Os
sabonetes foram obtidos com os extratos das plantas presentes na extratoteca do
BioNAT (Laboratério de Bioquimica e Quimica de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Vigosa) em concentragdes de 10 mg g™, ja para as associagdes foi feito
em concentragdes de 20 mg g'. Na Figura 20 é possivel ver o aspecto final dos

sabonetes e do sabonete controle.

Figura 20. Sabonetes produzidos com extratos ativos das plantas Salvia officinalis,
Psychotria vellosiana Benth, Baccharis dracunculifolia, Alternanthera

brasiliana, Senna macranthera, Miconia latecrenata e sabonete controle

5.6. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos sabonetes

De posse dos sabonetes e dos dados anteriormente levantados fez-se uma
avaliagado da concentragao inibitéria minima desses. As amostras contendo extratos
de S. macranthera, S. officinalis e P. vellosiana Benth foram avaliados para a CIM.

Quanto menores os valores de concentracdo dos sabonetes, melhor a sua atividade
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antibacteriana, uma vez que se necessita menor quantidade para se eliminar um
valor fixo de bactérias. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos de CIM para os

sabonetes testados.

Tabela 6. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos sabonetes com extratos ativos
de Senna macranthera, Salvia officinalis e Psychotria vellosiana Benth
para as cepas 3828, 4125 e 4158 de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus
Extratos
3828 4125 4158
S. macranthera 0,1 mg mL"" 0,1 mg mL"’ 0,1 mg mL""
S. officinalis 0,05 mg mL"" 0,2 mg mL"’ 0,45 mg mL""
P. vellosiana 2,5 mg mL"" 2,0 mg mL-" 2,5 mg mL""
Sabonete sem extrato 4,0 mg mL-" > 5,0 mg mL"* > 5,0 mg mL"’
Controle positivo* 0,05 mg mL"" 0,05 mg mL""’ 0,05 mg mL""

*Ciclopirox olamina

De acordo com os resultados observados para os extratos testados pode-se
sugerir que o sabonete com extrato de S. macranthera e S. officinalis se destacaram
como melhores inibidores bacterianos dentre os trés sabonetes testados. A despeito
dos sabonetes com extratos apresentarem resultados de CIM menores do que a
concentracdo minima dos extratos puros, nesses dois extratos, um efeito sinérgico
entre o sabonete e os extratos pode ser sugerido. Sinergismo € uma interagao
positiva, ndo antagbnica, na qual o efeito combinado dos componentes é
significativamente maior do que seus efeitos independentes quando utilizados de
maneira separada (LORIAN, 2006). Assim sendo, considerando-se o efeito positivo
em conjunto, a utilizacao de sabonetes poderia ser uma boa forma para se veicular
os extratos com atividades biolégicas antimicrobianas. Esta sinergia, porém, néo
ocorre com o extrato de P. vellosiana, cuja CIM de células plancténicas foi menor

que a CIM obtida utilizando-se sabonete como veiculo nas cepas 4125 e 4158.
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Assim, considerando-se os resultados promissores deste extrato com a linhagem

4158, mais estudos sao necessarios.
5.7. Teste das Luvas

Todos os experimentos discutidos até este ponto foram realizados com
linhagens de S. aureus, uma bactéria formadora de biofilme e causadora da mastite
bovina. Nesta ultima etapa do projeto, foi feito um experimento com materiais
retirados de situagdo ambiente. As luvas coletadas no Setor de Gado Leiteiro da
Universidade Federal de Vigosa foram submetidas a teste bactericida. A Figura 21
mostra, em campo, o teste do caneco realizado pelos ordenadores para detectar
vacas com mastite. O método do caneco consiste na utilizacdo de uma caneca de
fundo telado preto para se despejar os trés primeiros jatos de leite de cada teto no
caneco e se observar anomalias como a formagdo de grumos ou secrecgoes
anormais (KRUG, 1990). Para garantir que o ato mecanico de se lavar a luva com
agua pura nao seria capaz de eliminar as bactérias, algumas das luvas foram
submetidas ao procedimento de imersdo em agua destilada (Figura 22 A) para a
contagem de colbnias crescidas em placa de petri. Através da técnica de swab,
comparou-se a carga bacteriana das luvas antes e apds a lavagem com sabonete

(com extrato e sem extrato).
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Figura 21. Teste em campo.

Em A, B e C temos o procedimento de ordenha com o teste do caneco. Em
D, temos a esfregago da luva utilizando swab.

O teste com swabs coletados por esfregaco na luva antes da manipulagao
dos animais com mastite e apdés mostrou que as luvas nao estavam infectadas com
nenhum tipo de bactéria antes do estudo (Figura 22 B). Ap6s a manipulagdo do
animal, o esfregaco das luvas passou a ter crescimento de colénias em placas de
petri (Figura 22 C), o que indica a possibilidade de contaminagdo entre a
manipulagdo de um animal com mastite e a manipulagcdo de um animal sem mastite.
Apesar de ndo saber quais as bactérias presentes nesse estudo em campo,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis,
Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus coagulase negativa e
Staphylococcus intermedius sao os principais causadores da mastite contagiosa
(RADOSTITS et al.,, 2010). Sua disseminagdo pode ocorrer durante a ordenha
através das méaos dos ordenhadores; do equipamento da ordenha contaminado com
leite de animais infectados e da utilizagdo de panos e esponjas pelo ordenhador
entre um animal e outro (COSTA et al., 2001). As luvas lavadas com agua destilada
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(Figura 20D) apresentaram crescimento de colbnias, o que indica que o ato
mecanico da lavagem ou a agua em si ndo é capaz de eliminar os microrganismos
presentes nas luvas.

Figura 22. Controles da Atividade antibacteriana em campo de sabonetes com os
extratos ativos de Senna macranthera, Salvia officinalis e Psychotria
vellosiana nas luvas descartadas dos ordenhadores do setor de Gado
leiteiro da UFV e controles.

Em A temos o processo de lavagem das luvas. Em B, Controle da luva antes
da manipulacdo. Em C, Controle da luva apés manipulagcdo. Em D, Controle da luva
lavada com agua destilada.
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Figura 23. Atividade antibacteriana em campo de sabonetes com os extratos ativos
de Senna macranthera, Salvia officinalis e Psychotria vellosiana nas
luvas descartadas dos ordenadores do setor de Gado leiteiro da UFV e

controles.

Em A temos o controle de sabonete ou seja, luva lavada com sabonete sem
extrato. Em B temos Luva lavada com sabonete de pau fava (S. macranthera). Em C
temos Luva lavada com sabonete de salvia (S. officinalis) e em D temos Luva lavada
com sabonete de café do mato (P. vellosiana). As luvas lavadas apenas com
sabonete neutro (Figura 23 A), sem extratos também apresentaram crescimento
bacteriano. Ja& as luvas lavadas com os extratos ativos no teste em campo nao
apresentaram crescimento microbiano. Em teste semelhante de lavagem de maos
de voluntérios, estudos apontaram que n&o houve diferenca estatistica significativa
entre a atividade de seis diferentes sabonetes com e sem triclosan para E. coli e S.
aureus (SOARES, 2013). Diversos estudos mostram atividades antimicrobianas de
extratos de plantas na formulagcéo de sabonetes. Entre esses, uma pesquisa sugeriu
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atividade antisséptica de sabonete liquido com extrato etandlico de M. cauliflora
(SOUZA, 2007). Outro estudo reportou que a utilizagdo de sabonete liquido com
O0leo de buriti obteve atividade antimicrobiana e foi sugerida sua utilizacdo em
industrias de alimentos para higienizagdo das maos (SOARES, 2014). Sabonete
liguido contendo extrato glicdlico de Dimorphandra mollis em diferentes
concentragbes apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (MIGLIATO et al., 2009). Os resultados
obtidos abrem grandes espectativas nas aplicagbes de extratos vegetais em
sabonetes, entre outras possibilidades. Assim, sabonetes com extratos de Senna
macranthera, Salvia officinalis e Psychotria vellosiana podem ser boas escolhas no

combate a mastite bovina em campo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos por este trabalho permitem concluir que dentre os
sabonetes com extratos de S. oficinallis, P. vellosiana Benth, B dracunculifolia, A.
brasiliana, M. latecrenata e S. macranthera, os que apresentam melhor atividade
antibacteriana contra as linhagens testadas de S.aureus foram os de Senna
macranthera, Salvia oficinallis e Psychotria vellosiana Benth.

Os melhores resultados de Concentracao Inibitéria Minima foram obtidos
com os extratos de Senna macranthera com os valores de 0,3 mg mL"! para as trés
cepas. Ja em Salvia oficinallis obteve valores de CIM de 0,1 mg mL"; 0,4 mgmL" e
0,7 mg mL"" respectivamente para as cepas 3828, 4125 e 4158. Os resultados
indicam que ambos sao inibidores fortes contra as cepas de S. aureus. O extrato de
Senna macranthera apresentou inibicdo de até 95% da viabilidade celular na CIM
para a cepa 3828 de Staphylococcus aureus. Apresentou também inibicdes de 91%
e 87% para as cepas 4125 e 4158 respectivamente. Salvia officinalis apresentou
inibicdes de 88%, 85% e 90% respectivamente para as cepas 3828, 4125 e 4158.
Psychotria vellosiana apresentou inibicdes de 83%, 67% e 70% respectivamente.

Os melhores valores de Inibicdo em relagdo ao Biofilme, em valores de
Concentracao Inibitoria de Biofilme foram os com extratos de Sena (0,075 mg mL";
0,3 mg mL" e 0,15 mg mL") e Salvia (0,1 mg mL"; 0,4 mg mL"' e 0,7 mg mL""
respectivamente para as cepas 3828, 4125 e 4158. Os sabonetes com extrato de
Senna macranthera tiveram CIM de 0,1 mg mL™" para todas as cepas 3828, 4125 e
4158 de Staphylococcus aureus. Os com extrato de Salvia officinalis, tiveram
resultados de 0,05 mg mL-', 0,2 mg mL-' e 0,45 mg mL-" respectivamente para essas
mesmas cepas. Os resultados indicam sinergia entre sabao e extratos.

Ja Psychotria vellosiana, teve resultados de 2,5 mg mL', 20 mgmL"' e 2,5
mg mL-'. Os sabonetes testados contra as bactérias presentes nas luvas dos
ordenadores que manipularam vacas com mastite se mostraram eficazes. Todos os

sabonetes apresentaram eficacia para a inibigdo bacteriana nas luvas.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Anadlise de Variancia e Teste de Tukey para inibicdo de Staphylococcus
aureus 3828. Sob a coluna “Tukey”, letras iguais representam grupos sem diferengas
estatisticas entre um e outro. Letras diferentes representam diferengas estatisticas

ao nivel de 5% de significancia.

Anova: fator dnico 5. aureus 3828
RESUMO
Grupo Contagem  Soma Meédia Varidncia Tukey™

Controle Positivo 3 52 17,33333333 2,333333333 ]
S. macranthera 3 46 15,33333333 2,333333333 a
M. latecrenata 3 18 ] 0 d
A. brasiliana 3 17 5,666666667 2,333333333 d
B. dracunculifolio 3 16 5,333333333 0,333333333 d
P. vellosiana 3 32 10,66666667 4,333333333 C
S. officinalis 3 43 14,33333333 0,333333333 b
*Tukey significancia ao nivel de 5%
AMNOWVA

Fonte da variagdo 5Q gl mMa F valor-P F critico
Entre grupos 464,666667 il 77,44444444 45,17592593 0,0000000227 2,847726
Dentro dos grupos 24 14 1,714285714
Total 488,666667 20
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Anexo 2. Analise de Variancia e Teste de Tukey para inibicdo de Staphylococcus
aureus 4125. Sob a coluna “Tukey”, letras iguais representam grupos sem diferengas
estatisticas entre um e outro. Letras diferentes representam diferencas estatisticas

ao nivel de 5% de significancia.

Anova: fator Gnico S. aureus 4125
RESUMO
Grupo Contagem Soma Media Variancia *Tukey

S. officinalis 3 Ll 14,65666667 2,333333333 b
S. macranthera 3 33 11 1 b
M. latecrenata 3 12 < 1 C
A. brasiliana 3 13 4333333333 0,333333333 C
B. dracuncuiifolia 3 15 6,333333333 1,333333333 C
P. veilosiana 3 39 13 B b
Contrele positivo 3 55 18,33333333 1,333333333 a
*Tukey significancia ao nivel de 5%
ANOVA

Fonte da variagéo sQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 547,1428571 6 91,19047619 56,32352941 0,0000000053 2,847726
Dentro dos grupos 2266666667 14 1,619047619
Total 569,8095238 20

Anexo 3. Analise de Variancia e Teste de Tukey para inibicdo de Staphylococcus
aureus 4125. Sob a coluna “Tukey”, letras iguais representam grupos sem diferengas
estatisticas entre um e outro. Letras diferentes representam diferencas estatisticas

ao nivel de 5% de significancia.

Anova: fator Gnico S. aureus 4158
RESUMO
Grupo Contagem Soma Media Varidncia *Tukey

S. officinalis 3 41 13,66666667 1,333333333 b
P. veilosiona 3 30 10 1 C
B. dracunculifolia 3 16 5,333333333 0,333333333 d
A. brasiliana 3 18 6 1 d
M. latecrenata 3 23 7,666666667 0,333333333 d
S. macranthera 3 41 13 66666667 2,333333333 b
Controle Positivo 3 58 19,33333333 2,333333333 a
*Tukey significancia ao nivel de 5%
ANOVA

Fonte da variagiio sQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 457,9047619 6 76,31746032 61,64102564 0,00000000290 2,847726
Dentro dos grupos 17,33333333 14 1,238095238
Total 475,2380952 20
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