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RESUMO

LIMA, Samia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abrii de 2016.
Constituintes quimicos isolados de Salvinia auriculata Aubl. e atividade
antibacteriana de extratos brutos sobre estirpes de Staphylococcus
aureus causadoras de mastite bovina. Orientadora: Marisa Alves Nogueira
Diaz. Coorientadores: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira e Virginia
Ramos Pizziolo.

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos. A grande diversidade encontrada no Brasil justifica o crescimento
significativo na utilizacdo de compostos de origem vegetal como potenciais
antimicrobianos no combate a diversas infecgdes. Salvinia auriculata é uma
macrofita aquatica encontrada em climas tropicais. Trabalhos anteriores
realizados pelo nosso grupo de pesquisa avaliou a promissora atividade
antibacteriana da planta contra as bactérias causadoras da mastite bovina. O
objetivo deste trabalho foi o isolamento e identificacdo de constituintes
quimicos obtidos de folhas e raizes de S. auriculata Aubl. e a avaliagdo da
atividade antibacteriana dos extratos organicos contra estipes S. aureus de
origem bovina. O capitulo |, foi descrita a obtengdo dos trinta e dois extratos
brutos, utilizando quatro solventes (éter de petréleo, diclorometano, acetato de
etila e etanol 95%) a partir de duas partes da planta (folhas e raizes) nos quatro
meses de coleta (Dezembro, Janeiro, Fevereiro e Margo). Também foram
avaliados os testes microbioldgicos realizados com os extratos organicos
ativos. A concentragao inibitéria minima foi determinada e revelou que os
extratos com potente atividade antibacteriana contra S. aureus foram extratos
brutos de folhas e raizes (coleta de Margo) produzidos por éter de petréleo e
raizes (coleta de Margo) produzido por etanol. Estes trés extratos foram
misturados em proporgdes iguais e essa mistura de extratos ativos foi avaliada
de acordo com sua atividade citotoxica e seu poder de inibicdo de biofilme
antibacteriano, além de ser avaliado em comparagdo aos sanitizantes
comerciais utilizados na vaca antes e depois da ordenha. Os extratos ativos
nao apresentaram atividade téxica em células epiteliais mamarias bovinas
(MAC-T). Entretanto, apresentaram atividade antibiofilme contra S. aureus e de
acordo com o teste do modelo de excisdo dos tetos, a mistura de extratos foi
eficaz no combate as bactérias, se comparados com os sanitizantes

comerciais. Conclui-se que os extratos organicos de folhas e raizes de S.
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auriculata sao potentes agentes de combate as estirpes S. aureus, e devera ser
investigada como um potente germicida na prevencao e no controle da mastite
bovina. No capitulo Il, foi descrita a avaliacdo do perfil cromatografico (CLAE E
CG-EM) dos extratos ativos brutos e o isolamento/ identificagdo de metabdlitos
secundarios presentes nos extratos brutos analisados. Foram identificados
compostos dentre eles, o estigmasterol, B-sitosterol, acido octadecandico,
alcool octadecanol e estigmast-22-eno-3,6-diona. A atividade antibacteriana do
estigmast-22-eno-3,6-diona foi avaliada e demostrou forte atividade contra

estirpes de S. aureus.
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ABSTRACT

LIMA, Samia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2016. Chemical
constituents isolated from Salvinia auriculata Aubl. and antibacterial
activity of crude extracts against Staphylococcus aureus causing bovine
mastitis. Advisor: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisors: Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira and Virginia Ramos Pizziolo.

Plants are source of biologically important natural products, many of which de-
rive many drugs. A great diversity founded in Brazil justifies a significant growth
in the use of plant products as potential antimicrobials against several infec-
tions. Salvinia auriculata is an aquatic macrophyte with promising antibacterial
activity against bacterias that causes bovine mastitis. The aim of this work was
the isolation and identification of chemical constituents obtained from leaves
and roots of S. auriculata Aubl. and evaluation of the crude extracts in the pre-
vention and control of bovine mastitis. On Chapter |, it was evaluated the mini-
mum inhibitory concentration and revealed that the extracts with strong antibac-
terial activity against S. aureus were leaves and roots extracts (March collec-
tion) produced by petroleum ether and roots (March Collection) produced by
ethanol. Those three extracts were mixed in equal proportion and the cytotoxic
activity and antibacterial biofilm inhibition was evaluated. Thus, the mixed were
analysed using the Excised Teat Model. The extracts showed no toxic activity in
bovine mammary epithelial cells, exhibited antibiofilm activity against S. aureus
and the agreement with the excised teat model, a mixture of extracts was effi-
cacious against bacterias as compared with comercial germicides. It is conclud-
ed that the plant S. auriculata is a powerful germicide against S. aureus and
may eventually be used in the prevention and control of bovine mastitis. On
Chapter Il, it was described the chromatographic profile (HPLC and GC-MS) of
crude extracts with strong antibacterial activity and isolation/ identification of
secondary metabolites. The results showed the identification the compounds as
stigmasterol, B-sitosterol, octadecanoic acid and stigmast-22-en-3,6-dione. The
antibacterial activity of stigmast -22 -ene -3,6 -dione was evaluated and demon-

strated strong activity against strains of S. aureus.



1. INTRODUCAO

O complexo agroindustrial leiteiro constitui-se em um dos mais
importantes setores do agronegodcio brasileiro. Esta relevancia é explicada,
principalmente, pela importancia do leite e derivados lacteos na composi¢ao da
dieta alimentar humana (SABBAG e COSTA, 2015). Conhecer a realidade da
produgao leiteira no nosso pais € primordial, bem como a instituicdo de um
programa de controle da qualidade do leite conciso e embasado como, por
exemplo, em indices epidemioldgicos (LANGONI, 2013).

O fator que mais contribui de forma negativa na cadeia produtiva do leite
€ a mastite bovina. Esta inflamag&o na glandula mamaria é atualmente um dos
principais problemas que comprometem o gado e que traz prejuizos para a
pecuaria leiteira como a diminuicdo da producédo de leite e a perda dos
rebanhos afetados. A elevada ocorréncia dos casos de mastite bovina e as
perdas econbmicas decorrentes, principalmente, da diminuicdo da producéo
lactea fazem com que esta enfermidade seja considerada a mais dispendiosa
nas propriedades leiteiras (SILVA et al., 2009).

O tratamento de infecgdes intramamarias bovinas é baseado no uso de
antibidticos, porém alguns patdégenos tornaram-se resistentes a maioria desses
antibacterianos, o que limitou as opcdes de tratamento. Isso reforca a
necessidade de encontrar novos antimicrobianos para o tratamento da mastite
bovina. Medicamentos de origem vegetal tém sido cada vez mais reconhecidos
pela comunidade cientifica como uma alternativa ao combate das bactérias
patogénicas e, em especial, plantas aquaticas tém se mostrado como fontes
promissoras de agentes antimicrobianos (OZBAY e ALIM, 2009).

Salvinia auriculata € uma macrofita aquatica livre e flutuante da familia
Salviniaceae muito comum em agua doce, nativa da América do Sul e que se
propaga vegetativamente por brotagées (PEIXOTO et al., 2005). Em estudos
antibacterianos preliminares realizados com o extrato hexanico das raizes
observaram-se halos de inibicado de 22 mm com concentracgdo inibitéria minima
(CIM) de 0,30 mg/mL e diminuicdo da viabilidade celular bacteriana de no
minimo 90% contra Staphylococcus aureus isolados de vacas com mastite
(DIAZ et al., 2010).
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No presente trabalho, realizou-se o estudo fitoquimico dos extratos brutos
com diferentes solventes de folhas e raizes de S. auriculata coletadas na lagoa
do campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Avaliaram-se os extratos
mais ativos frente as bactérias S. aureus causadoras da mastite bovina.

No Capitulo I, foram apresentados os resultados obtidos de uma investi-
gagao dos constituintes quimicos presentes nos extratos das raizes e das fo-
Ihas de S. auriculata coletadas em quatro diferentes meses do ano (Dezembro,
Janeiro, Fevereiro e Margo) e produzidos por quatro tipos de solventes (éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etila e etanol 95 %). Foi avaliada a presen-
ca de classes de compostos do metabolismo secundario por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-EM), além das técnicas de Ressonan-
cia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria do infravermelho (1V).

No Capitulo Il, foram apresentados os resultados obtidos através da ava-
liacdo antibacteriana dos 32 extratos brutos de raizes e folhas de S. auriculata
contra estirpes Staphylococcus aureus de origem bovina. A formacao de biofil-
me pré-formado também foi avaliada utilizando os extratos mais ativos de
acordo com a concentracao inibitéria minima obtida. E para finalizar, os extra-
tos mais ativos também foram avaliados através no teste de excisdo do teto,
onde se comparou a eficacia do extrato em reduzir o nimero de bactérias com

os germicidas comerciais utilizados no pré e pos- dipping.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Produtos naturais

A quimica de produtos naturais sempre teve papel relevante para o
desenvolvimento de farmacos, cosméticos, fragrancias, e outros bioprodutos,
dado a diversidade estrutural e grupos funcionais presentes em milhares de
substancias que compdem tanto a biodiversidade terrestre quanto a maritima.
Este imenso laboratorio quimico altamente sofisticado também desempenha
um papel importante na conservacdo e no uso sustentavel da diversidade
biolégica, especialmente por que s&o essas substancias essenciais aos
processos bioldgicos de regulagdo celular, comunicacdo quimica e defesa
(BOLZANI, 2016).

Produtos naturais s&o derivados de metabolismo secundario dos seres
vivos. Os vegetais apresentam metabolismos primarios e secundarios. O
metabolismo primario envolve moléculas como carboidratos, lipidios, proteinas
e acidos nucléicos e estdo relacionados com a sobrevivéncia do vegetal e
exercem funcao ativa nos processos de fotossintese, respiragcao e assimilagao
de nutrientes. Os metabdlitos secundarios sao biossintetizados a partir dos
metabdlitos primarios e apresentam natureza quimica diversa, as quais nao
estao relacionadas com a execucgao de fungdes celulares vitais, apresentando
diversas outras funcdes e aplicagdes; muito destes compostos ndo apresentam
uma distribuicdo universal entre os vegetais, e alguns sao especificos a
determinadas espécies. As principais classes de produtos naturais com
potencial atividade biolégica sdo alcaloides, terpenos, flavonoides, cumarinas,
quinonas e esteroides (CORREA, 2015).

O Brasil é o pais detentor da maior diversidade genética do mundo, com
cerca de 55 mil espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550
mil), e conta com ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular transmitido entre gerag¢des. Além disso, o pais apresenta
grande potencial para o desenvolvimento de estudos e de descobertas de
plantas medicinais e de farmacos a base delas, pois cerca de 20% das 250 mil
espécies medicinais catalogadas pela United Nations Educational Scientific and
Cultural Organization (UNESCQO) s&o nativos no territério brasileiro, oque
facilita o aproveitamento do seu potencial curativo para o tratamento de

doencas no pais. O ecossistema amazbnico possui a maior biodiversidade do



planeta, com inumeras espécies vegetais com propriedades medicinais
relatadas e outras em que seus efeitos terapéuticos ainda sao desconhecidos
(SANTOS et al., 2014).

A investigacdo de produtos naturais como fontes para a terapéutica
humana atingiu o0 seu auge na industria farmacéutica ocidental durante a
década de 70, o que resultou numa busca por moléculas nao sintéticas
(KOEHN e CARTER, 2005). Um exemplo € o Captopril, um medicamento
mundialmente consagrado, foi planejado por um sofisticado estudo de quimica
medicinal a partir da bradiquinina, um inibidor da enzima conversora da
angiotensina isolado do veneno da cobra Bothrops jararaca (BOLZANI, 2016).

Os principais mecanismos de descoberta e determinacdo de compostos
com atividade biolégica sdo baseados na triagem de biblioteca de extratos e
produtos naturais e isolamento biomonitorado, além do uso de ferramentas no
estudo de genética e bioinformatica (KOEHN E CARTER, 2005; MONNERET,
2010).

Sao varios os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos de
fontes naturais, especialmente de plantas, incluindo, entre outros, a morfina, o
curare, os digitalicos e muitos medicamentos usados no tratamento do cancer
(vimblastina, vincristina e taxol), as estatinas usadas nas dislipidemias, os
imunossupressores e varios antibidticos (SERPELONI et al., 2008).
Atualmente, ha um grande interesse das industrias farmacéuticas pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos farmacos.

De todas as novas moléculas aprovadas como farmacos antimicrobianos
humanos, cerca de 70% ¢é produto natural ou derivado de produtos naturais.
Contudo, a investigagdo em farmacos tendo por base produtos naturais tem
vindo a diminuir desde o inicio do século. Um dos argumentos mais utilizados
para a diminuigdo da investigacdo em produtos naturais € que 0s recursos
monetarios para a identificacdo e posterior isolamento dos compostos
antimicrobianos sao muito elevados (BROWN, et al., 2014).

Os produtos naturais derivados da fauna brasileira, especialmente
venenos e secregdes, sao fontes ricas de novas moléculas quimicas, as quais
podem ser utilizadas como protdtipos farmacéuticos no desenvolvimento de
novas medica¢gdes (TEMPONE, 2007). Klein (2015), em seu estudo, mostrou
que a leticina purificada do veneno de Bothrops jararacussu foi capaz de inibir
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75% e 80% os biofiimes pré-formados de S. aureus e S. epidermidis,
respectivamente.

A busca por novos principios ativos que atuem nos principais micro-
organismos causadores de enfermidades tanto no homem quanto em animais é
crescente, devido a inumeros fatores, entre eles a resisténcia destes frente a
maioria dos antimicrobianos existentes, o que incentiva ainda mais a procura
por produtos originarios de fontes naturais, como as plantas medicinais
(DUARTE, 2006).

Ha diversos fatores que podem influenciar na produgdo dessas
substancias quimicas que participam dos mecanismos de defesa e como
consequéncia, na acgao terapéutica da planta, tais como sazonalidade,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, altitude,
disponibilidade de nutrientes, exposigdo a patdégenos, interagdes e adaptagdes
co-evolutivas do ecossistema envolvido, dentre outros (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007).

O uso de plantas medicinais também teve um aumento acentuado devido
ao seu consumo estar associado a programas oficiais de saude. Além da
recomendagao do uso, tais programas buscam incentivos a exploragao e/ou
produgao sustentada de plantas medicinais. Trabalhos revelam a adogao de
programas de incentivo ao cultivo de plantas medicinais como alternativas de
diversificacdo de produgcdo e de renda complementar nas pequenas
propriedades rurais. Neste contexto, a producdo de plantas medicinais se
insere como uma alternativa econdmica interessante para os produtores
familiares (SOUZA et al., 2012).

Na Medicina Veterinaria, também ha a utilizagdo de plantas medicinais
como exemplificado na tabela 2. Em comunidades rurais o0 emprego de plantas
medicinais para tratamento de animais, sempre se fez presente (NADER et al.,
2014). De acordo com Silva e colaboradores (2013), das 52 familias de um
assentamento rural do Estado do Rio de Janeiro, 63,5% trataram seus animais
com plantas medicinais. Em um questionario aplicado aos discentes de
medicina veterinaria do Estado do Rio Grande do Norte, 73,9% conheciam a
fitoterapia, dos quais 36,2% usaram-na e obtiveram resultados eficazes
(ALMEIDA et al., 2006).



Tabela 1 Plantas utilizadas na fitoterapia veterinaria de animais de produgao
(aves, suinos e ruminantes), prospectadas no periodo de Julho a

Setembro de 2014.
Nome Cientifico Nome popular Parte usada Indicacao
Febre, mastite, repe-
Alluim sativum L. Alho Bulbo
entes
sarnicid
Febre, a,
Aloe vera L. Babosa Seiva das folhas | carapaticida, anti-
pulga
Inflamag&o, cicatriza-
Anacardium occidentale Cajueiro Casca e folhas
cao
Aspidsperma pirifolium Pereiro Casca Ectoparasitas
Nim Folhas e sementes | Repelente
Azarirachta indica
Chenopodium Cicatrizante, endopa-
ambrosioides Mastruz Folhas e caule
rasitas infecgoes
respir
Imflamacgéo a-
Citrus limon Limao Sumo do fruto
toria
Curcubita pepo Jerimum Semente Vermifugo
Cymbopogon nardus Citronela Oleo essencial Repelente
Mentha piperita Menta/Hortela Folhas e sumidades | Gripe e febre

Momordica charantia

Myracrodruon urundeuva
Ipomoea purga

Convolvulus operculata

Peumus boldus

Pisidium guayava

Zingiber officinalis

Zizpyphus joazeiro

Melao de Sao caetano

Aroeira

Batata de purga

Boldo

Goiabeira

Gengibre

Juazeiro

floridas

Sementes

Folhas

Tubérculo

Folhas

Brotos e folhas

Raiz

Folhas e entre cas-

ca

Vermifugo

Cicatrizante, gastrite

sarni
Vermifugo e ci-
da

e
Antiemético diar-
réia
Diarréia

antie
Antisséptico, s-
pasmaodico

cicatri
Sarnicida e -
zante

Fonte: MENDONCA et al., 2014.

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas vem sendo

um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e a

farmacologia. Os principais grupos de compostos provenientes do


https://pt.wikipedia.org/wiki/Urunde%C3%BAva

metabolismo secundario e com propriedades antimicrobianas extraidas
de plantas sdo terpenoides e 6leos essenciais, alcaloides, flavonoides, taninos
e cumarinas (PEREIRA et al., 2009a).

Os 6leos essenciais obtidos de plantas tém sido considerados fontes em
potencial de substéncias biologicamente ativas. Oyarzabal (2011), em seu
estudo, mostrou que o Oleo essencial de orégano apresentou atividade
antibacteriana e antifungica em testes in vitro contra isolados de mastite e ndo
produziu efeito toxicoldgico persistente.

O estudo de varias espécies vegetais de uso corrente na medicina popular
chinesa e do Oriente Médio levou ao isolamento de varios alcaloides ativos.
Exemplo disso foi Huperzia serrata (sinonimia: Lycopodium serratum), que
fornece um cha prescrito ha séculos na China para o tratamento da febre e
inflamacédo. O estudo fitoquimico dessa planta levou ao isolamento de
huperzina A, um candidato interessante para o tratamento de desordens do
sistema nervoso central e epilepsia, cujo efeito diminui a morte neuronal
causada por altas concentragdes de glutamato (VIEGAS JR et al., 2004).

Em estudos com a casca do cajueiro (Anacardium ocidentale L), foi
demonstrado que este vegetal possui atividade antibacteriana sobre bactérias
que causam a mastite. Sendo assim, pode-se inferir uma possivel utilizagcao
deste infuso no controle da doenca também (DANTAS, 2009).

Schuch (2008), em seu trabalho avaliou a atividade antisséptica e
desinfetante de extratos vegetais das espécies Baccharis trimera, Bidens
pilosa, Eucalyptus sp., Polygonum hidropiper e Tagetes minuta frente a
isolados de bactérias causadores da mastite bovina e concluiu que os extratos
vegetais apresentaram atividade antibacteriana, com destaque para a espécie
Eucalyptus sp., que inativou todos 0s micro-organismos avaliados.

Mitidiero (2012) avaliou os aspectos de producdo de uma bovinocultura
leiteira na qual os animais eram tratados apenas com homeopatia, bioterapicos
e fitoterapia e concluiu que em relagao a mastite, é viavel realizar o controle
sanitario em um rebanho leiteiro de alta produgao pelo uso destas terapéuticas
em substituicdo aos medicamentos alelopaticos, com redugcdo dos custos de
producdo, sem comprometer o desempenho produtivo e sem os riscos da
contaminagao do leite por residuos.

Nesse contexto, os produtos naturais como os de origem vegetal, tem se

destacado tanto por apresentarem atividade antibacteriana, como também pela



sua capacidade de potencializar a atividade antibiética. A utilizagao de extratos,
oriundos de fontes naturais, com a finalidade de serem agentes
antimicrobianos pode ser uma via importante, ja que se tem em vista que os

mesmos s&o dotados de uma reduzida possibilidade de ocasionar resisténcia
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microbiana, porque os mesmo sao misturas complexas, o que torna a
adaptacao dos micro-organismos dificil (TINTINO et al., 2015).

Plantas que levam uma vida séssil em ambientes ricos em nutrientes,
como regides costeiras e lagos se tornam envolvidos por biofilmes microbianos
quando ndo ha como combater este biofime (HU et al., 2006). Estudos
mostram que a associagdo de plantas e micro-organismos favorece o
desempenho do vegetal na presenga de contaminantes (ZILBER e
ROSENBERG, 2008). Isto se deve, pois algumas bactérias sdo capazes de
promover o crescimento da planta e suprimir patdogenos, induzindo a resisténcia
sistémica contra doencas e insetos herbivoros (BERENDSEN et al.,, 2012).
Além disso, € conhecida a elevada resisténcia bacteriana a condi¢des
ambientais adversas. No entanto, poucos estudos com macroéfitas aquaticas
descrevem os mecanismos de defesa e controle das plantas contra esses
micro-organismos Por essas razdes, plantas aquaticas tém atraido o interesse
de pesquisadores e se mostrado como fontes promissoras de agentes
antimicrobianos (OZBAY e ALIM, 2009).

Pereira e colaboradores (2015) avaliaram a atividade bioldgica de extratos
organico e aquoso de seis espécies da planta aquatica Azolla sp. contra
bactérias patogénicas e nao-patogénicas e leveduras. Os resultados mostraram
que os extratos organicos de A. caroliniana, A. rubra e A. filiculoides inibiram o
crescimento de Bacillus subtilis ATCC 6633 enquanto que A. caroliniana e A.
microphylla inibiram o crescimento de S. aureus ATCC 25923, com CIM
maiores que 3,25 mg/mL. O extrato aquoso de A. filiculoides, A. caroliniana, A.
rubra, A. microphylla e A. microphylla inibiram o crescimento de
Candida albicans ATCC 10231 com CIM de 12,5 mg/mL.

2.2 O leite e sua importancia no mercado econémico

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de leite, atingindo
aproximadamente 35 bilhdes de litros anuais, e consumo per capita estimado
em 172,6 L/ha/ano (ALVES et al., 2015). Segundo dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), o pais apresentou aumento gradativo
na producgao leiteira. De 2003 a 2013 a produgdo cresceu quase 54%. Os
ganhos de produtividade advém, basicamente, da adogdo de tecnologias que
melhoram a eficiéncia do uso dos fatores de producdo. O melhoramento da



genética nos rebanhos leiteiros, a alimentacdo e a saude animal tiveram
importante participagao nesta evolugdo (BANDEIRA et al., 2014).

No ano de 2013, a regido Sudeste contribuiu com 35% da produgao
nacional e a regido Sul com 34%. Minas Gerais manteve o primeiro lugar no
“ranking” da producao leiteira (tabela 2), representando 27% do total produzido,
seguido pelo Rio Grande do Sul com 13%, Parana com 12,6% e Goias com
11%, segundo dados do IBGE (2014).

Tabela 2 Producéao de leite de origem bovina (em milhdes de litros)

Ano 2013
‘ranking” Grande Regiao Producao
1 Sudeste 12.019.946
2 Sul 11.774.330
3 Centro-Oeste 5.016.291
4 Nordeste 3.598.249
5 Norte 1.846.419

Fonte: IBGE, 2014.

O leite bovino é um fluido composto por uma série de nutrientes
sintetizados na glandula mamaria, a partir de precursores derivados da
alimentacdo e do metabolismo animal. Os componentes incluem agua,
carboidratos (lactose), gordura, proteinas (caseina e albumina), minerais e
vitaminas. O leite é secretado como uma mistura desses componentes e suas
propriedades sdo mais complexas que a soma dos seus componentes
individuais (GONZALEZ, 2001).

Paralelamente a sua importancia como fonte nutricional indispensavel a
saude humana, o leite e seus derivados também sao excelentes meios para o
desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis, e outros patogénicos e
deteriorantes, havendo a necessidade de cuidados desde a sua producgao,
ordenha, beneficiamento e estocagem (LANGONI et al., 2011). Ruegg (2003)
destacou que riscos a saude humana e relacionados ao consumo de leite e
derivados, podem decorrer do consumo de produtos lacteos crus, de erros na
pasteurizagdo, da contaminagdo destes por patégenos termo resistentes
emergentes e/ou da selegdo de agentes de zoonoses resistentes a

antimicrobianos, além da sua adulteracéao.
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Sendo assim, existe um aumento na demanda global para a produgéo de
leite de qualidade, devido a exigéncia do consumidor por maior seguranga
alimentar (MONARDES, 2004). A qualidade do leite pode ser definida em
termos de sua integridade, caracteristicas fisicas, deterioragdo microbiolégica e
presenga de patogenos (DURR, 2004). A qualidade do leite in natura €
influenciada por muitas variaveis, entre as quais se destacam fatores
zootécnicos associados ao manejo, alimentagdo e potencial genético dos
rebanhos, além dos processos envolvidos na obtengcdo e armazenagem do
leite.

Um fator que exerce influéncia extremamente prejudicial sobre a
composicao e as caracteristicas fisico-quimicas do leite € a mastite bovina. A
doenca resulta em um aumento na contagem de células somaticas (CCS) no
leite. Esse aumento influencia negativamente a composigao do leite, a atividade
enzimatica, o tempo de coagulagdo, a produtividade e a qualidade dos
derivados lacteos. A mastite também provoca alteragbes nos trés principais
componentes do leite: gordura, proteina e carboidrato (MULLER, 2002).

A perda de producdo causada pela mastite bovina pode ser drastica,
especialmente quando se infectam uma porcentagem significativa do rebanho.
A doenca pode reduzir em até 50% a producado de leite, diminuindo a vida
produtiva da vaca (OLIVEIRA et al., 2011).

2.3 Mastite bovina

A mastite bovina € uma inflamagédo do parénquima da glandula mamaria
que acomete grande parte do gado leiteiro mundial, sendo um fator de limitagcao
para a producado de produtos lacteos, influenciando nas propriedades fisico-
quimicas e alterando a qualidade do leite (ZAFALON et al., 2008). O aumento
nos custos da producdo leiteira também esta associado a eliminacdo de
animais, tratamentos e descarte do leite. Com isso, a perda econémica mundial
ja foi estimada em US $ 35 bilhdes anuais (WANDERLEY, 2015).

Em um trabalho realizado por Holanda Junior e colaboradores (2005),
foram quantificadas as perdas ocasionadas pela mastite bovina em rebanhos
da regido de Araxa, Minas Gerais. Os pesquisadores constataram que os

custos com os prejuizos causados pela inflamagao foram de aproximadamente
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U$126,00/vaca/ano, na qual 75% desse total foi decorrente da redugdo da
producao de leite provocada pela mastite. O estado de Goias, por exemplo, em
2010 deixou de produzir 101 milhdes de litros de leite em decorréncia da
mastite (LQL, 2011).

O impacto da mastite, além de atingir a unidade produtora leiteira, ela
também promove mudangas na composi¢cdao do leite (redugdo em calcio,
fésforo, proteina e gordura, e aumento em sodio e cloro) reduzindo sua
qualidade. Além disso, o antibiético usado para tratar mastite € uma
preocupagao importante para a industria e para a saude publica. A presencga de
residuos de antibidticos no leite interfere na producdo de muitos produtos
lacteos (queijo e outros produtos fermentaveis) e sabores indesejaveis reduzem
o valor dos derivados lacteos e a presencga de antibiéticos mesmo sendo em
baixos niveis pode causar problemas de saude aos consumidores. A mastite é
uma das principais causas do uso de antibiéticos em vacas leiteiras (TOZZETTI
et al., 2008).

A quantidade de micro-organismo presente no leite cru constitui
importante indicador de sua qualidade e pressupde a saude da vaca e a
higiene de ordenha. Os micro-organismos contaminantes do leite, apds a
ordenha, provenientes de equipamentos e utensilios, do meio ambiente e do
pessoal responsavel pela ordenha e manipulacdo do leite, sdo relevantes,
podendo causar alteragdes indesejaveis, comprometendo sua qualidade e de
seus derivados (CAVALCANTI, 2006). Isso explica a importancia da
conscientizacdo do ordenhador dos procedimentos adequados de ordenha,
incluindo as formas corretas de higienizagdo e desinfecgdo do ambiente, do
animal, do profissional e de todos os utensilios utilizados na ordenha, bem

como a conservagao do leite em baixas temperaturas (COSER et al., 2012).

2.4 Micro-organismos envolvidos na mastite bovina

A mastite bovina é causada principalmente por bactérias, mas outros
micro-organismos (como fungos) ou até mesmo choques e lesdes podem
causar esta inflamacao (TOZZETTI et al.,, 2008). Os micro-organismos
causadores de mastite bovina sdo divididos em dois grupos, em fungédo de

suas caracteristicas, como contagiosos e ambientais.
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Os agentes contagiosos sdo transmitidos de animal a animal, ou mesmo
de um quarto mamario para outro, no mesmo animal. Isto acontece,
principalmente, durante a ordenha, por ma higiene dos ordenhadores e da sala
de ordenha, reutilizagado de toalhas de limpeza dos tetos e ordenha de vacas
afetadas antes da ordenha das vacas saudaveis. Os agentes de maior
importancia sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
Mycoplasma bovis (COUTINHO, 2014).

Os agentes ambientais, como o préoprio nome indica, estdo presentes no
meio ambiente, podendo ser isolados de fezes, camas, solo, agua
contaminada, entre outros. Exemplos de patdégenos sao: Streptococcus uberis
e Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, fungos, leveduras e algas,
entre outros (LANGONI et al., 2013). Aproximadamente 50% das mastites
provocadas por agentes ocorre durante o periodo seco (SMITH, 2009).

Quanto as bactérias isoladas de animais com mastite contagiosa na forma
clinica e subclinica, a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus € uma das
principais, sendo responsavel por produzir uma gama de fatores de viruléncia
que contribui para a patogénese. Cerca de 10% dos estafilococos causadores
de mastite, produzem toxinas termoestaveis capazes de intoxicar o homem
através do consumo de leite e que, quando ingeridas, provocam nausea,
vémito e diarreia (SABEDOT et al., 2014). De acordo com os dados do Servigco
de Vigilancia Sanitaria (SVS) do Ministério da Saude, S. aureus foi o segundo
patogeno mais frequente em surtos com agente etioldgico conhecido,
representando 20% dos casos ocorridos nos ultimos anos (BRASIL, 2013).

A glandula mamaria de uma vaca adulta é constituida por quatro quartos
mamarios, cada um contendo um teto, sendo a estrutura resultante
denominada ubere. Cada teto faz a drenagem do quarto correspondente. Uma
fracado do leite sintetizado é drenada dos alvéolos, através de ductos, para ser
armazenada nas cisternas do ubere. Outra fracdo fica armazenada nos
alvéolos até a sua ejecao representando esta, a maior parte do leite excretado
no periodo da ordenha (SMITH, 2009).

O canal e pele dos tetos constituem uma primeira linha de defesa da
infeccdo microbiana, como uma barreira fisica e mecéanica. No canal do teto, a

queratina é produzida constantemente para a formacao de um tampé&o que visa
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o impedimento da entrada de micro-organismo na glandula mamaria. A
integridade da pele do teto também contribui para a reducéo do risco de [IM
(infecgdes intramamarias), ja que traumas e lesbes podem abrigar micro-
organismos causadores de mastite (RAINARD e RIOLLET, 2006). Caso a
primeira linha de defesa ndo seja efetiva, atua a segunda linha de defesa,
constituida por diferentes tipos de leucdcitos e células epiteliais (células
somaticas) (TEIXEIRA et al., 2008).

O processo de inflamagdo ¢é iniciado quando micro-organismos
patogénicos invadem o canal do teto e multiplicam-se no interior dos tecidos
mamarios. Apos a invasao da glandula mamaria, ocorre intensa migracéo de
leucocitos do sangue para o leite, com o objetivo de eliminar o agente
infeccioso, bem como reduzir a permeabilidade vascular e outros sinais da
inflamacgéo. A resposta inflamatoria desencadeada pelo processo infeccioso
tem por objetivo a eliminagdo do micro-organismo causador, a neutralizagcdo de
toxinas e a regeneracéao dos tecidos danificados (SANTOS e FONSECA, 2006).
A resolucdo da infecgcao pode resultar em fibrose, formacdo de abcessos ou
atrofia glandular (RIBEIRO JUNIOR e BELOTI, 2012).

Além da producdo de enterotoxinas, uma caracteristica importante do S.
aureus é a sua capacidade de formar biofilmes, tanto em superficies biolégicas
quanto inertes. Em muitos casos clinicos, a reposta imune do hospedeiro
contra infecgdes persistentes é ineficaz, podendo levar a um quadro de doenga
cronica. Além disso, bactérias do género estafilococos presentes em biofilmes
demonstram elevada resisténcia a antimicrobianos, o que pode comprometer

ainda mais o tratamento e seu controle (MARTIN, 2015).

2.5 Formagao de biofilmes bacterianos

As bactérias existem em dois estados de vida basicos: como células
planctdnicas, também conhecidas como células de vida livre ou como células
sésseis, também conhecidas como biofilmes. As células planctonicas sao
importantes para a rapida proliferacdo e propagagdo dos micro-organismos
para novos territdrios, enquanto que as células sésseis caracterizam a
cronicidade (TRENTIN et al., 2013). Esses micro-organismos tem a capacidade

de aderirem em superficies abidticas como vidro, poliestireno, fibra de aco e
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em superficies bidticas como células e tecidos, podendo inclusive ser formado
na superficie da agua (CULLER, 2010).

A matriz exopolimérica produzida pelo crescimento bacteriano na forma
de colbnias aderentes consiste, principalmente, de agua (até 95%),
polissacarideos, proteinas e DNA. Ela acumula substancias do meio ambiente
tais como sais minerais, proteinas do sangue e envolve as células bacterianas
(PELGRIFT e FRIEDMAN, 2013).

Existem varias teorias propondo etapas para o processo de formacgao de
biofilmes. Dentre todas elas, é de senso comum que na formacao do biofilme, a
etapa inicial corresponde ao processo de adeséo inicial do micro-organismo a
superficie a ser colonizada. Nesse processo reversivel, as células aderem a
superficie condicionada. A etapa inicial € seguida da secre¢do das moléculas
de adesao intercelulares, secre¢ao de substancias poliméricas extracelulares
(extracelular polymeric substances — EPS), consolidagdo da estrutura e em
seguida a liberacao de células ou agregados celulares da estrutura do biofilme
(FARIA, 2012).

Um dos principais mecanismos de manutencdo das atividades de um
biofilme esta intimamente relacionado com mecanismos de quérum-sensing,
que consistem basicamente na producdo e liberacdo de moléculas
sinalizadoras e autoindutoras, cuja concentragcdo aumenta em funcdo da
densidade populacional bacteriana. As bactérias sao capazes de detectar um
determinado limiar de estimulacdo dessas moléculas autoindutoras,
promovendo alteragcbes na expressao genetica e, por, conseguinte, um
determinado comportamento. Dessa maneira, as bactérias de uma comunidade
podem sincronizar suas atividades, funcionando como organismos
multicelulares (MARTIN, 2015).

A idade do biofiime é uma variavel importante que pode influenciar a
susceptibilidade dos micro-organismos associados. Monzon e colaboradores
(2002) relataram que o aumento da idade do biofime formado por
Staphylococcus epidermidis estava associado com a redugdo da eficacia de
varios agentes antimicrobianos, incluindo cefalotina, clindamicina, eritromicina,
vancomicina e teicoplanina. E possivel também que o aumento da quantidade

de matriz produzida com a idade do biofilme resulte em baixo gradiente de
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nutrientes e oxigénio, afetando o metabolismo e as taxas de crescimento
celular bacteriano (DONLAN, 2002).

Partindo do principio que o ideal mais l6gico seria prevenir a formacgao dos
biofiimes antes de tratar as infecgbes causadas por bactérias e que o
tratamento isolado com antibidticos resulta apenas na eliminacdo das células
planctdénicas, torna-se evidente a importdncia do desenvolvimento de
estratégias de prevencdo e combate a formacado de biofilmes microbianos
(STEWART e FRANKLIN, 2008; SIMOES et al., 2011).

Neste contexto, um interesse renovado em substancias naturais chamou
a atencao para plantas ricas em metabdlitos secundarios, conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas. De Araujo (2015) em seu estudo avaliou a
atividade antibiofilme de Terminalia fagifolia e tanto o extrato etandlico da
casca quanto as fragbes do extrato (aquosa, hidroalcoolica e hexanica)
mostraram uma inibicdo significativa da formagao de biofilme, com inibigdo de

mais de 80% para algumas estirpes do género Staphylococcus ssp. testadas.

2.6 Diagnéstico e tratamento da mastite bovina

Com relacéo ao diagndstico, as infecgdes da glandula mamaria podem
apresentar-se, quanto a sua forma de manifestagao, em clinica e a subclinica.

A mastite clinica é caracterizada por resposta inflamatdria mais severa
que a subclinica, com alteragcdes das caracteristicas do leite, com o
aparecimento de grumos de pus e sangue, verificados no teste da caneca de
fundo preto, ao se examinar os primeiros jatos de leite. Em determinados
casos, pode causar inclusive alteragdes sistémicas na vaca, que em um quadro
agudo da mastite infecciosa, causada por S. aureus caracteriza hipertermia,
ubere quente e edemaciado. Em casos mais graves pode ocorrer até mesmo a
gangrena e secagem da glandula (CALLEFE e LANGONI, 2015).

A mastite subclinica caracteriza-se pela diminuigdo da producéo leiteira,
sem que, contudo, se observem alteracdes evidentes do processo inflamatorio.
Esta forma de manifestacdo da mastite € a responsavel pelos maiores
prejuizos na producao leiteira; estima-se que, para cada vaca com mastite
clinica, existam em média sete, ou mais, com mastite subclinica (MARTINS et

al., 2010). Entre as principais altera¢des, destaca-se o aumento da contagem
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de células somaticas, o aumento dos teores de cloreto de sddio, proteinas
séricas e diminuicdo do percentual de caseina, gordura, soélido total e lactose
do leite (TOZZETTI et al., 2008).

O diagnostico mais utilizado para identificar a mastite subclinica € o California
Mastitis Test (CMT) que, de acordo com a intensidade da reagao, classifica-se
em negativa (0), reacdo leve (+), moderada (++) e intensa (+++). O teste CMT
€ um indicador indireto da CCS no leite sendo estas compostas basicamente
pelas células de descamacgao do epitélio secretor e leucocitos de origem do
sangue, que se apresentam com elevadas concentragées nos casos de mastite
(FONSECA e SANTOS, 2000; RIBEIRO et al., 2003).

As perdas econOmicas ocorrem devido a reducdo temporaria ou
permanente na producdo de leite, descarte de leite devido ao uso de
antimicrobianos, redugdo no preco causado pelo aumento das contagens de
células somaticas, redugcado da vida produtiva do animal, além dos custos com
tratamento e mao de obra (VIGUIER et al., 2009). O tratamento da inflamacéao
€ por meio da administracdo de antibiéticos, e isto € um dos fatores de impacto
econdmico na producéo leiteira, representado pelos custos de medicamentos,
mao-de-obra e descarte do leite. Na pratica, € realizado por via sistémica ou
por via intramamaria. A via intramamaria € a mais utilizada por apresentar
menores efeitos colaterais, maior facilidade de aplicagdo e menor custo
(OYARZABAL et al., 2011).

A principal fonte de residuos de antimicrobianos no leite sdo os
tratamentos para a mastite, que em grande maioria, sdo oriundas do manejo
inadequado desses farmacos, além da ampla utilizagao desses antimicrobianos
para o tratamento de outros processos infecciosos no rebanho bovino leiteiro.
Para isso, é preciso o controle desse tipo de medicamento em bovinos leiteiros,
prevenindo-se os residuos de antimicrobianos no leite. Foram desenvolvidos
testes quantitativos e qualitativos, que com o passar dos anos se tornaram
mais especificos e tecnoldégicos, que detectam residuos de sulfonamidas,
gentamicina, tilosina, entre outros, bastante utilizados pela industria de
laticinios. Tamanha a importancia da deteccao de residuos, que foi criado pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o Programa de Analise de

Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal
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(PAMVET) para monitoramento e controle de residuos (CALLEFE e LANGONI,
2015).

O uso abusivo de antibidticos tém selecionado cepas resistentes. Em um
estudo, pesquisadores mostraram que as cepas de bactérias Gram-positivas de
S. aureus e S. agalactiae isoladas de bovinos em Portugal apresentaram altos
niveis de resisténcia aos antibioticos penicilina e ampicilina (NUNES et al.,
2007). Machado e colaboradores (2008), ao analisarem cepas de
Staphylococcus coagulase-negativos isolados de varios rebanhos de diferentes
regides brasileiras, notaram um alto grau de resisténcia a varios antibidticos:
penicilina (93,5%), sulfonamida (88,9%), novobiocina (88,6%) e ampicilina
(85,3%).

As vacinas também sao utilizadas no combate a inflamacdo. Alguns
exemplos sdo: Pfizer Animal Health, Upjohn J-5 Bacterin®; Bayer
MastiguardTM; Merial, J-Vac®; IMMVAC Endovac-Dairy®; Novartis Animal
Health J-5 ShieldTM. As medidas preventivas tradicionais como adequado
manejo da ordenha e manutengao da higiene das ordenhadeiras, utensilios e
da area de permanéncias dos animais continuam a desempenhar um papel
fundamental no controle da doenca; a vacina pode ser utilizada como um
complemento no combate a infecgdo, mas ndo como um substituto de todas as
outras medidas preventivas (MATA et al., 2013).

O rapido desenvolvimento de resisténcia na terapia antibacteriana tem
motivado a pesquisa de novos farmacos capazes de combater de forma eficaz
e segura os patégenos (MACHADO et al., 2010).

As plantas s&o ricas em substancias bioativas e ja estao sendo utilizadas,
por exemplo, nas propriedades agricolas como forma alternativa no controle de
pragas e parasitos, muitas delas sado biodegradaveis apresentando baixa ou
nenhuma toxicidade (CORREA e SALGADO, 2011). Em um estudo realizado
em 2010, foi mostrado que extratos obtidos das espécies Senna macranthera,
Artemisia absinthium, Cymbopogum gonnarduse e Baccharis dracunculifolia
apresentaram eficacia contra S. aureus, principal agente da mastite bovina
(DIAZ et al., 2010). Bulgacov e colaboradores (2015) testaram a eficiéncia do
Oleo de copaiba contra Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite
subclinica em 79 quartos mamarios de vacas em lactacéo, além de comparar a

sensibilidade do mesmo patdégeno ao cloranfenicol e a enrofloxacina. Os
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resultados mostraram-se positivos, pois 94,93% (75/79) das amostras foram
sensiveis a pelo menos um dos cremes a base de 6leo de copaiba. Em relagéo
ao cloranfenicol e a enrofloxacina, 89,87% (71/79) das amostras apresentaram
sensibilidade a ambos os antibidticos. Higino e colaboradores (2015) avaliaram
a atividade antimicrobiana de taninos isolados da jurema vermelha Mimosa
arenosa (Willd Poir) sobre S. aureus de origem bovina e mostraram que os
taninos inibiram o crescimento bacteriano formando halos que variaram de 10 a
20 mm de diametro e apresentaram concentragao inibitéria minima de 15,6

pg/mL.

2.7 Sanitizagao no periodo da ordenha

O leite de qualidade deve possuir trés atributos: qualidade higiénica, valor
nutritivo e manutencao das propriedades organolépticas. A saude e o manejo
do rebanho sao fundamentais para a qualidade do leite produzido, nos quais os
procedimentos higiénicos adotados na producédo e no armazenamento do leite
nas propriedades rurais sdo pontos cruciais. A presenca de coliformes em
tanques, por exemplo, é sugestiva de deficiéncias de manejo na ordenha
(SIQUEIRA et al., 2014).

Uma rotina de ordenha bem controlada seguida de uma correta
higienizacdo de utensilios e dos equipamentos nela utilizados, certamente
contribuira para uma reducao significativa de doengas como a mastite e,
consequentemente, para o aumento da producdo e da qualidade do leite
produzido (MITTELMANN, et al.,, 2006). A qualidade de um produto possui
relagdo direta com as condicbes em que sao produzidos. Para isso, é muito
importante identificar quais fatores afetam a qualidade nas atividades
produtivas e operacionais e a partir de sua identificacdo, desenvolver diretrizes
para a melhoria da qualidade planejada. Além disso, 0 sucesso no
desenvolvimento e manutengcdo de um sistema de qualidade depende da
importancia atribuida a esse quesito pelos gestores da propriedade, bem como
da relevancia de alguns fatores chaves como as caracteristicas culturais de
servigo, principalmente, de seus manipuladores, os quais deverdo estar

motivados e envolvidos no processo (NOAL, 2006).
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No controle de biofilmes microbianos encontrados na industria de
laticinios, por exemplo, o uso adequado de agentes de Ilimpeza ¢é
imprescindivel. A correta selegao das solugdes de limpeza, como detergentes e
sanificantes, depende de fatores como eficacia, segurangca e facilidade de
remogao apds a aplicagéo (SIMOES e VIEIRA, 2010).

A adogao de procedimentos como pré e pds-dipping (ordenha), terapia da
vaca seca, descarte de vacas com mastite cronica, treinamento de
trabalhadores para ordenha higiénica, manutencdo dos equipamentos de
ordenha e realizacao sistematica de testes como CMT e cultivo microbiano dos
quartos mamarios positivos, podem contribuir, significativamente, no controle e
profilaxia da mastite, e na melhoria da qualidade do leite nos criatorios
amostrados (FONSECA e SANTOS, 2000). Os produtos quimico-sintéticos
mais utilizados no Brasil para desinfec¢ao de tetos e teteiras sdo os compostos
halogenados (cloro e iodo), clorexidina, aldeidos e compostos de amodnia
quaternaria (LADEIRA, 2001).

Alguns trabalhos ja demonstraram a importancia, por exemplo, do uso do
pré e pés-dipping na redugéo da incidéncia de novas infecgbes intramamarias
causadas por Staphylococcus spp. e outros patdgenos relacionados a casos de
mastites, bem como a diminuicdo da contagem de células somaticas
(PEIXOTO et al., 2015).

Em um estudo realizado em Wisconsin, nos Estados Unidos
(RODRIGUES et al., 2005) incluindo 180 rebanhos leiteiros que integravam um
programa de melhoria da qualidade do leite, foi observado que a incidéncia
mensal de mastite clinica foi menor em rebanhos que adotavam praticas de
manejo de ordenha como o uso de pré-dipping (incidéncia média = 6,0%), uso
de rotina de ordenha completa (incidéncia = 5,5%) incluindo exame visual dos
primeiros jatos de leite, antissepsia das tetas e utilizagdo de uma toalha
individual por animal para secagem das tetas, além do treinamento frequente
dos ordenhadores (incidéncia = 5,8%), quando comparados a rebanhos que
nao adotavam tais praticas de manejo (incidéncia = 19,0, 10,3 e 9,6%,
respectivamente).

Peixoto e colaboradores (2015) em seu trabalho avaliaram a agao de dois
produtos pds-dipping a base de iodo (0,7%) e clorexidina (2,0%) sobre a

adesao de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus
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coagulase negativa (SCN) isolados de casos de mastite subclinica, e também
sobre biofilmes pré-formados a partir destes isolados. Os produtos testados
apresentaram uma alta reducao na taxa de adesao de todos os isolados. Silva
e colaboradores (2015) demonstraram neste estudo a sensibilidade de 101
cepas de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina in vitro frente a
quatro desinfetantes pos-dipping: iodo 2; 1 e 0,5%; hipoclorito de sédio 2,5;
1,25 e 0,62%; clorexidina 2,0; 1,0 e 0,5% e quaternario de aménia 0,68; 0,34 e
0,17%. Verificaram que todas as concentragbes utilizadas dos desinfetantes
mostraram-se eficazes para completa eliminacdo do agente nos tempos de 30
e 60 minutos. Observaram também as seguintes porcentagens de resisténcia
aos desinfetantes: 15,8% ao iodo na concentragao 0,5%; 10,8% ao hipoclorito
de sodio (0,62%) e 7,9% ao quaternario de amodnio (0,17%). A clorexidina
demonstrou in vitro 100% de eliminacéo das estirpes de estafilococos em todos
os tempos e concentragdes testadas.

O hipoclorito de sddio (NaClO) é um composto quimico usado para
branqueamento ou desinfeccdo e, como tal, tem sido utilizado para a
desinfeccado de superficies na industria de alimentos, por exemplo, pois € um
poderoso agente oxidante que interfere com a sintese de DNA e reage com as
proteinas intracelulares, parede celular e componente da matriz extracelular.
Entretanto, tem uma difusdo limitada nos biofilmes (ANDRE, 2015). O iodo,
assim como o cloro, é amplamente utilizado como componente ativo no
controle da mastite, com concentragbes variando de 0,10 a 1,0% (VICARIO et
al, 2009). Contudo, altas concentracbes de iodo aumentaram o risco de
contaminagao do leite, principalmente, no pré-dipping (LOPES et al., 2013).

Toté e colaboradores (2010) avaliaram o efeito inibitério de diferentes
biocidas sobre a viabilidade celular e os biofilmes de S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa e, dentre os biocidas analisados, o hipoclorito de sédio mostrou-se
efetivo, tanto na reducdo da viabilidade das células aderidas quanto na
remocgao da matriz do biofilme.

O uso dos desinfetantes nas praticas de higiene da exploracao leiteira é
um costume antigo e ainda atual, que desempenha uma fungdo muito
importante na rentabilidade da fazenda, contribuindo para a producdo de
alimentos lacteos de alto padrao e para a obtengdo de um rebanho sadio. No

entanto, variagdes no perfil de sensibilidade e resisténcia dos micro-
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organismos envolvidos nos processos infecciosos da glandula mamaria de
animais de producao leiteira podem comprometer os programas de controle da
mastite (COUTINHO et al., 2012).

Para ter boa eficiéncia do controle de mastite € um bom manejo de
ordenha, é importante usar um produto de confianga (LOPES et al., 2013). A
busca de novas fontes germicidas na flora e fauna pode ser uma alternativa
aos produtos comerciais, diminuindo gastos com a compra de desinfetantes e

reduzindo a contaminagao do leite por residuos de iodo, por exemplo.
2.8 Género Salvinia

As macrofitas aquaticas sao vegetais de elevada importancia para o
ecossistema aquatico, contribuindo para a sintese de matéria organica a partir
de compostos inorganicos nesses ambientes, participando da ciclagem e
estocagem de nutrientes e no controle da poluicdo e da eutrofizacao artificial.
Essas plantas promovem a diversificacdo de habitats, criando locais de abrigo
e alimentagdo para fauna sendo, portanto, de grande relevancia para
manutencdo da diversidade biolégica (GOMES e AOKI, 2015). O
desenvolvimento e abundancia das macrdfitas sdo decorrentes da eutrofizagcao
natural, em funcdo da introdu¢cdo de nutrientes oriundos dos ecossistemas
terrestres adjacentes por escoamento superficial ou pela introdugédo direta de
despejos domésticos e industriais nos corpos d’agua (BIZZO, 2012).

De acordo com Mickel & Smith (2004), Salvinia € um género pantropical,
ou seja, sua distribuicdo cobre as regides tropicais de todos os continentes.
Todas elas ocorrem em lagoas ou rios com correnteza fraca. E um género
facilmente reconhecido pelas folhas verticiladas, sendo duas flutuantes, inteiras
e verdes e uma submersa, muito dividida (semelhante a uma raiz) e
aclorofilada (PRADO, 2006).

As macrofitas aquaticas flutuantes, principalmente em paises de clima
tropical, apresentam taxas elevadas de crescimento, pois possuem a
capacidade de absorver e estocar grande quantidade de nutrientes. Também
sao consideradas altamente produtivas, principalmente em ambientes, devido a
grande plasticidade fenotipica e rapida reproducgao vegetativa (BRIX, 1997).

Em varios locais alterados por atividades antropicas, as espécies do
género Salvinia proliferam-se de forma indesejada, devido ao excesso de
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nutrientes (compostos quimicos ricos em fosforo ou nitrogénio) numa massa de
agua, provocando um aumento excessivo de biomassa. Este aumento pode
levar a uma diminuigdo do oxigénio dissolvido, provocando a morte e
consequente decomposigdo de muitos organismos, diminuindo a qualidade da
agua e eventualmente a alteracdo profunda do ecossistema, causando
prejuizos econdbmico e sanitario ao uso multiplo do ecossistema aquatico no
que se refere a geragao de energia elétrica, navegagao, suprimento de agua,
usos recreativos, entre outros (MOOZHIL e PALLAUF, 1986).

Ao processo de absor¢cado de metais pelas macréfitas aquaticas com obje-
tivo de elimina-los do meio aquatico é dado o nome de fitorremediagdo. O uso
de macrdfitas aquaticas como as do género Salvinia tem sido difundido, princi-
palmente, devido a necessidade de alternativas mais viaveis do ponto de vista
ecologico e econbmico, de despoluicdo de ecossistemas aquaticos (BIZZO,
2012). O género compreende varias espécies tais como: Salvinia auriculata,
Salvinia biloba, Salvinia cucullata, Salvinia cyathiformis, Salvinia hastata, Salvi-
nia herzogii, Salvinia minima, Salvinia molesta, Salvinia natans, Salvinia nym-
phellula, Salvinia oblongifolia, Salvinia radula, Salvinia rotundifolia e Salvinia

sprucei.

2.8.1 Salvinia auriculata

Salvinia auriculata (figura 1), conhecida popularmente como orelha-de-
onga ou salvinia, € uma macrdfita aquatica livre e flutuante, que coloniza
extensas superficies de dgua doce em um tempo reduzido. E uma espécie
comum em ambientes aquaticos tropicais e tem ampla distribuicao geografica,
sendo ausente em regides frias (LOLIS e THOMAS, 2011). E uma planta anual
ou perene, que possui folhas ovaladas, de 2,5 por 2 centimetros, cheias de
pelos que repelem a agua. As raizes verdadeiras estdo ausentes; na verdade
sao folhas modificadas que saem de uma estrutura em formato de ancora,
abaixo das folhas, que se comportam como esponja segurando agua e
sedimentos (WOLFF et al., 2009).

Nativa da América do Sul, Salvinia auriculata € encontrada no México,
Grandes Antilhas, Trinidade e Tobago, Colémbia, Venezuela, Equador, Peru,
Bolivia, Paraguai, Argentina, Chile e Brasil (PRADO, 2006). No Brasil, por or-
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dem cronoldgica, a S. auriculata ja foi encontrada nos estados do Amazonas,
Para, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Ceara, Parana,
Santa Catarina, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Rio Grande do Norte e Para-
iba (SOUZA et al., 2001).

O desenvolvimento de tecnologias alternativas para remogao de poluen-
tes como os metais pesados e corantes presentes em aguas contaminadas tem
se apresentado de significativo interesse ambiental devido a crescente poluicao
do meio ambiente. A contaminagdo de ambientes aquaticos por estes
poluentes pode causar efeitos nocivos a saude humana devido a sua toxicidade
e persis-téncia no meio, acumulando-se ao longo da cadeia alimentar
(OLIVEIRA et al.,, 2015). A planta S. auriculata é conhecida por seu perfil
fitorremediador de am-bientes contaminados, apresentando resisténcia a
estresse abidtico, como ja reportado para os metais zinco, cadmio, cromo e
niquel. Neste sentido, tem sido destacada sua elevada resisténcia a estresses
ambientais (PEIXOTO et al., 2005, WOLFF et al., 2009, BI1ZZO, 2012).

A alta produgao de biomassa de S. auriculata tem despertado interesse
para o uso em beneficio do homem. A utilizacdo de plantas aquaticas como
agente purificador de aguas contaminadas, justifica-se pela sua intensa absor-
cao de nutrientes e pelo seu crescimento rapido, como também por oferecer
facilidades de sua retirada das lagoas. Assim, S. auriculata é reconhecida por
seu papel como bioindicadora de poluicdo (NUNEZ et al., 2011). S. auriculata
também pode ser utilizada como abrigo para larvas de peixes (LACERDA et al.,
2010), para tratamento de efluentes da piscicultura (SOARES et al., 2008) e
sua biomassa pode ser utilizada como biofertilizante ou alimentos para gados
(TOLEDO e PENHA, 2011). Entretanto sob condi¢des favoraveis S. auriculata
possui habilidade de colonizar muito rapidamente ambientes aquaticos através
de propagacéao vegetativa e desta forma pode se proliferar de forma inadequa-
da causando prejuizo aos multiplos usos dos mesmos (PEIXOTO et al., 2005).
Rossi e colaboradores (2011) mostraram o potencial antimicrobiano de extratos
brutos de S. auriculata e Hydrocleys nymphoides contra bactérias Gram-

positivas isoladas de vacas com mastite bovina.



Figura 1 Planta aquatica Salvinia auriculata crescida em lagoa.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo fitoquimico de ex-
tratos obtidos de folhas e raizes da planta aquatica Salvinia auriculata e a ava-
liagcdo da atividade antimicrobiana desses extratos sobre bactérias Staphylo-

coccus aureus causadoras de mastite bovina.
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CAPITULO |

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE FOLHAS E
RAIZES DE Salvinia auriculata Aubl. CONTRA ESTIRPES DE Staphylococcus
aureus DE ORIGEM BOVINA.

1 INTRODUGAO

A mastite é a enfermidade mais prevalente dos bovinos leiteiros. As
perdas econdmicas mundiais estdo estimadas em bilhdes de ddlares por ano.
Entre os componentes deste custo estdo: tratamento do animal, descarte do
leite alterado, reducdo na producdo de animais, mortes, perda definitiva de
producdo e descarte precoce de animais, custo do trabalho do agricultor e do
veterinario, além das consequéncias econdmicas para a industria do leite pelo
ingresso do produto de qualidade alterada (SCHUCH, 2008).

Os cuidados com a presenca de residuos de produtos quimicos no leite é
uma grande preocupac¢ao na industria leiteira com especial atengdo para a
presenca de residuos de antibiéticos. Fagundes (2003) concluiu que o
tratamento da vaca seca (periodo em que a vaca nao produz leite), mesmo
respeitado o periodo de caréncia propostos pelos fabricantes, 19% das
amostras de leite colhidas no inicio da lactacdo seguinte apresentavam
residuos de antibioticos.

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, protétipos de novos
antibiéticos (MATHABE et al., 2006; MELENDEZ et al., 2006). O reino vegetal
possui uma fonte de compostos quimicos novos que podem ser importantes
devido ao seu uso na medicina. Muitos desses compostos sdo do metabolismo
secundario e incluem-se diversas substancias farmacologicamente ativas,
regularmente empregues como farmacos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Lima e colaboradores em 2013 realizaram coletas de S. auriculata durante
todo o ano, e a partir do estudo biomonitorado dos extratos brutos hexanicos de
folhas e raizes observaram que os extratos de Dezembro a Margo
apresentaram maiores halos de inibicdo contra isolados de mastite bovina.
Sendo assim, as coletas de S. auriculata foram realizadas apenas no periodo

do verao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obtencao dos extratos organicos de folhas e raizes de Salvinia auriculata
Aubl. e estudo da atividade antibacteriana dos extratos contra estirpes de

Staphylococcus aureus de origem bovina.

2.2 Objetivos Especificos

e Coletar a planta S. auriculata no periodo do verdo (Dezembro, Janeiro,
Fevereiro e Margo) e separar as folhas das raizes;

e Preparar os extratos brutos de folhas e raizes com quatro tipos de
solventes organicos (éter de petréleo, diclorometano, acetato de etila e
etanol 95%);

e Avaliar a concentragao inibitéria minima (CIM) dos trinta e dois extratos
vegetais frente as cepas de S. aureus;

e Avaliar a toxicidade dos extratos brutos mais ativos (juntos) em células

epiteliais mamarias bovinas;

e Avaliar a acdo dos extratos mais ativos na formacdo do biofilme
bacteriano pré - formado;

e Avaliar a eficacia dos extratos mais ativos através do ensaio de excisao

do teto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

A planta aquatica S. auriculata foi coletada no periodo de Dezembro de
2012 a Margo de 2013, nas lagoas localizadas no Recanto das Cigarras
(20°45'27"S; 42°51'46"W), campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
em Vicosa, Minas Geral, e transportada para o Laboratério de Quimica e
Bioquimica de Produtos Naturais (BioNat) para processamento. As plantas
foram lavadas exaustivamente em agua corrente e solugdo de hipoclorito de
sodio 1% para retirada de residuos. Raizes e folhas foram separadas e o
material foi seco a 40°C em estufa com circulagcao de ar por trés dias. A planta

se encontra identificada sob o numero 32.122 no herbario da UFV
3.2 Preparo dos extratos vegetais

As raizes e folhas secas (em torno de 200 gramas) foram maceradas e
remaceradas em aproximadamente um litro dos seguintes solventes: éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etila e etanol 95%. Os extratos produzidos
por cada solvente foram filtrados e submetidos ao banho ultrassénico por trinta
minutos e logo apds a evaporagdo em rota evaporador. Os extratos obtidos
foram filtrados usando filtro millipore 0,22 ym, secos a temperatura ambiente

(evaporacéao do solvente) e armazenado a 4 °C.

3.3 Avaliagao da atividade bioldgica

3.3.1 Micro-organismos e meios de cultivo

Os isolados Staphylococcus aureus 3828, 4125 e 4182, gentilmente
cedidos pela Embrapa/CNPGL - Juiz de Fora - MG, foram utilizados neste
trabalho. As culturas bacterianas foram estriadas em placas contendo agar
infusdo-cérebro-coragdo (BHI; Himedia®) e mantidas por 16 horas a 37°C.
Para preparo dos estoques cada isolado foi inoculado em 5 mL de caldo BHI, e
mantido em estufa a 37 °C por 16-18 horas. Esse volume foi transferido para

microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 850 yL de BHI
com adigao posterior de 150 pL de glicerol estéril. Os microtubos foram
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mantidos a - 80 °C. Para determinacao da concentracio inibitéria minima e da
atividade antimicrobiana dos extratos foi utilizado meio de cultura Muller Hinton
(MH; Himedia®).

3.3.2 Determinagao da Concentragcao Inibitéria Minima (CIM) dos
extratos organicos de Salvinia auriculata

Os testes de concentragcdo inibitoria minima foram realizados pela
metodologia padronizada de microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96
cavidades, segundo a metodologia descrita por Benfatti e colaboradores
(2010), com modificagbes. Primeiramente, foi realizada uma diluicdo seriada
dos extratos de planta, onde a 100 pL de meio de cultura BHI foram
adicionados 100 uL de extrato; desta solugdo, 100 pyL foram retirados e
homogeneizados com 100 yL de meio de cultura na cavidade seguinte, e assim
sucessivamente, obtendo-se assim uma série de concentracdes de extratos de
planta (inicialmente a 5,00 mg/mL) diluida em razdo 2 (2,50 mg/mL na segunda
cavidade; 1,25 mg/mL na terceira cavidade, e assim sucessivamente). A esta

gama de concentragcbes de extratos de plantas, foram adicionados 100 uL de
suspensao bacteriana ajustada para concentragao final de 106 UFC/mL. Como

controle negativo, foi utilizado o solvente dimetilsulféxido (DMSO; Vetec®), sem
extrato de planta e como controle positivo foram adicionados 10 pyL de
Ciclopirox olamina (EMS S/A). Os testes foram realizados em triplicata.

A microplaca foi mantida em estufa de crescimento a 37°C por 24 h. Apds
incubacao, foram adicionados 20uL do sal MTT (3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-
difeniltetrazolium brometo) (2,00 mg/mL). As microplacas foram incubadas por
mais 30 minutos. A determinacdo da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que
0s pocos com bactérias viaveis permaneceram com a coloracdo azul e os
pogcos com bactérias mortas permaneceram com a coloragcdo do meio de
cultura. Considera-se o valor do CIM a concentragdo do pogo sem coloragao
seguido por um pogo com crescimento bacteriano. Os testes foram realizados

em triplicata.

3.3.3 Efeito dos extratos organicos ativos sobre o biofilme pré-formado

A avaliagcado dos extratos mais ativos sobre a formacao dos biofilmes pré-

formados foi determinada segundo a metodologia descrita por Klein e colabo-
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radores (2015) com algumas modificagdes e utilizando as cepas S. aureus
3828, 4125 e 4182. Em microplacas de 96 pocos, foram adicionados 100 yL de
meio de cultura BHI suplementado com 0,25% de glicose (BHIg) e 100 uL de
uma suspensao bacteriana ajustada para a escala de 0,5 McFarland. A placa
foi incubada a 37°C por 24 horas. Logo apds, foi feita a leitura de absorvancia a
600 nm em leitor de ELISA para confirmar a presenca de crescimento bacteria-
no no meio de cultura. O sobrenadante foi retirado dos pogos cuidadosamente
e adicionados 200 pL de BHI juntamente com os estratos ativos misturados
(1:1:1) nas seguintes concentragdes: 4xCIM, 2xCIM, CIM, 1/2xCIM e 1/4xCIM.
A placa foi incubada por 6 horas, o sobrenadante foi novamente retirado e os
pogos foram lavados 3 vezes com 200 pL de tampéo PBS 1X em pH 7,4. Logo
apos, todos os pogos foram corados com 200 yL de cristal violeta (CV) 0,1%
por 30 minutos. O excesso de CV foi removido lavando-se os pogos por trés
vezes com 200 L de agua destilada. Finalmente, 150 pyL de etanol 95% foram
adicionados nos pocos e apds 45 minutos, foram feitas as leituras de absor-
vancia no comprimento de onda de 560 nm com agitagao por 10 segundos. O
controle negativo consistiu de BHI e bactéria/ BHI e extrato. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.4 Ensaio de citotoxicidade dos extratos organicos ativos

3.4.1 Cultivo celular

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

Os extratos foram diluidos em PBS (tampé&o fosfato salino) e DMSO,
resultando em uma concentracao estoque de 1,0 mg/mL. A solugao estoque foi
esterilizada por passagem em filiro para seringa com membrana
poliéstersulfonica (PES) e tamanho de poro de 0,22 ym. Foram preparadas 5
concentragdes para avaliagdo da toxicidade celular (18,75, 37,5, 75, 150 e 300
pg/mL) e foram realizadas 6 repeticdes por concentragdo. O DMSO utilizado na
diluicdo do extrato apresentou concentragdo maxima de 0,45% e foi igualmente
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avaliado pelo ensaio de citotoxicidade para assegurar seu uso enquanto

solvente.

3.4.2 Avaliacao da citotoxicidade

A atividade citotoxica dos extratos selecionados foi avaliada
microscopicamente por alteragdo da morfologia celular e confirmada e
mensurada através do método colorimétrico MTT (tetrazolium3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo).

Neste ensaio, células MAC-T (3,5x104 células/poco) foram distribuidas em
microplacas de 96 poc¢os e incubadas a 37°C durante 12 horas em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 para adesao das células, restabelecimento do cres-

cimento e inicio de formacdo das camadas celulares. Apos esse intervalo, fo-
ram tratadas com solugdes de diferentes concentragdes do extrato e incubadas
novamente em estufa por 72 horas. As microplacas foram monitoradas por mi-
croscopia optica diariamente. Apds as 72 horas, o meio foi removido, as células
foram lavadas duas vezes com tampéo salino fosfato (PBS) pH 7,2 e em cada
poco foi adicionado 50 uL de solugdo de MTT (1,00 mg/mL). As placas foram
incubadas a 37° C e atmosfera 5% de CO2 por 4 h. Posteriormente, a solugao

de MTT for removida e o sal formado foi solubilizado pela adigdo de DMSO
(100 uL/poco) e agitagdo por 15 minutos a 76 rpm e 37°C em agitador com
temperatura controlada. As microplacas foram incubadas por 1 hora a 37°C e
5% de CO»2, com posterior leitura da absorbancia por meio da leitora de micro-
placa a 492 nm.

A viabilidade celular foi calculada para cada concentracido testada, con-
forme a seguinte equacgéao:

% células viaveis = média densidade éptica (células tratadas) x 100/média
densidade éptica (controles)

As concentragdes citotoxicas para 50% (CCsq) e 10% (CC1p) sédo as con-
centragdes relacionadas com a reducao de 50% e 10% da densidade 6ptica em
comparagao ao controle, respectivamente. As CCsg e CC1g foram calculadas
por analise de regressao linear da curva dose resposta. A determinagdo da
CC10 para o DMSO visa estabelecer uma concentragéo limite com minimo de

90% de viabilidade celular para assegurar o uso desse solvente sem interfe-
réncia na toxicidade do extrato avaliado.
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3.5 Determinagao da eficacia dos extratos orgéanicos de S. auriculata
através do modelo de excisdo do teto (ex-vivo)

O teste foi realizado seguindo a metodologia proposta por Boddie e cola-
boradores (2002) com algumas modificagdes. Foram utilizadas amostras de
quatro quartos mamarios que foram recolhidos de vacas abatidas. O excesso
de pele e tecido foi removido, tetos foram lavados com detergente e agua
quente, enxaguados com agua, secos e depois mergulhados em alcool etilico
70%. Os que apresentaram rachaduras foram descartados. Os tetos foram co-

locados em sacos plasticos com uma solugéo de agua e glicerina a 20% e con-
0 . - ~ -
gelados a - 80 C para posterior utilizagdo. As cepas utilizadas foram as Gram-

positivas S. aureus 3828, 4125 3 4182 (isoladas de vacas com mastite).

Tetos congelados foram descongelados em agua morna, embebidos em
alcool etilico a 70%, secos com uma toalha de papel e suspensos por grampos
metalicos de uma grade. Primeiramente, todos os tetos de cada quarto foram

contaminados com 5 mL de uma suspensao bacteriana 106 UFC/ mL. Apods
cinco minutos, os grupos de tetos foram imersos nas suas respectivas solugdes
= grupo 1: controle (glicerina) ; grupo 2: extrato teste; grupo 3: desinfetante pré-
dipping de eficacia conhecida (Agrisept ® MC TABS, Intervet) ; grupo 4: desin-
fetante pds-dipping de eficacia conhecida (Lat Plus Qualimilk, Start Quimica).
Passados dez minutos, cada teto foi lavado com 5 mL de solugao salina fisiolo-
gica, sendo que 0,10 mL foi retirado para o plaqueamento em meio de cultura
BHI solido para contagem de patdgenos. As solugdes de lavagem de tetos com
os produtos testados foram diluidos para 104 UFC/ mL antes do plaqueamento
para obter placas com colénias contaveis. Ja a solugdo de lavagem do teto
como controle negativo foi diluido para 101 UFC/ mL para facilitar a contagem
de unidades formadoras de col6nias encontradas.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e as col6nias foram con-
tadas. A média geométrica de coldnias contadas foi determinada, depois multi-
plicada por (5 x n° de tetos) para expressar o volume total de lavagem e de-pois
multiplicado pelo fator de diluicao para se obter o total de unidades for-madoras
de colonias recuperadas a partir da lavagem de cada teto. O total de colénias
contadas para cada produto testado foi convertido na forma de loga-ritmo (log),
e este valor de log foi subtraido do valor de log do controle negati-vo, para se

obter o log de reducao (LR) para esse produto. Em casos onde os
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micro-organismos nao foram recuperados a partir de um teto, o valor de 0,01

foi substituido por zero na determinagao das contagens das médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos extratos

As extracbes organicas das folhas e raizes de S. auriculata coletadas
entre Dezembro de 2012 e Margo de 2013 foram realizadas por quatro tipos de
solventes (éter de petrdleo, dicloromentano, acetato de etila e etanol) através
da maceragcado exaustiva juntamente com o banho ultrassénico (Figural) e

apresentaram rendimentos (em peso seco) de acordo com a tabela 1.

Salvinia auriculataI

Solvente éter de petréleo

Extrato éter de petrélei Torta

Solvente diclorometano

Extrato diclorometan* Wrgl

Solvente acetato de etila

Torta | Extrato acetato de etila

Solvente etanol

Torta I l Extrato etanélico

Figura 1 Fluxograma de extragao organica de folhas e raizes de Salvinia
auriculata
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Tabela 1 Rendimento em porcentagem (%) dos extratos de folhas e raizes
secas de Salvinia auriculata em diferentes solventes

*Extrato/Més Extrato moido Solvente extrator
e seco (g)
Eter de Diclorometano Acetato de Etila  Etanol
Petrdleo
F-Dez. 220,0 0,43 0,90 0,51 6,21
R-Dez. 195,0 0,33 0,61 0,60 0,73
F-Jan. 176,0 0,31 0,79 0,63 1,63
R-Jan. 210,0 0,18 0,47 0,48 0,21
F-Fev. 226,0 0,33 0,84 0,50 4,82
R-Fev 273,0 0,17 0,37 0,36 0,79
F-Mar. 206,0 0,25 0,85 0,46 2,43
R-Mar. 335,0 0.07 0,35 0,31 0,04

*F-Dez.: Folhas — Dezembro; R-Dez.: Raizes — Dezembro; F-Jan.: Folhas — Janeiro; R-Jan:
Raizes — Janeiro; F-Fev.: Folhas — Fevereiro; R-Fev.: Raizes — Fevereiro; F-Mar.: Folhas —
Margo; R-Mar.: Raizes — Margo.

As técnicas de extracao por ultrassom e maceragao seguida pela filtracao
permitiu a separagao dos componentes estruturais da planta e a extragdo dos
compostos organicos presentes nas folhas e raizes de S. auriculata. Os
compostos organicos de interesse no presente estudo sdo os metabdlitos
secundarios, que conferem diversas fungdes no vegetal, tais como: odor,
coloracao, sabor, defesa de insetos, entre outros.

Com relagdo a tabela 1, os maiores rendimentos foram os extratos
produzidos com etanol, destacando-se o rendimento de folhas coletadas em
Dezembro com 6,21%. Ja os menores rendimentos foram para os extratos
produzidos por éter de petrdleo, sendo o rendimento de raizes coletadas em
Marco a menor, com 0,07%. Para todos os solventes usados, os rendimentos
de extracdo de folhas foram maiores que os de raizes, apesar de que a massa
seca de raizes coletadas foi maior do que a massa seca de folhas.
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O extrato de etanol por apresentar alta polaridade permite a extragao dos
glicosideos presentes nas folhas e raizes, enquanto os solventes extratores de
menor polaridade realizam a extragdo das geninas, resultando em um maior
rendimento para o extrato etandlico quando comparado aos demais. Em um
trabalho publicado por Oliveira e colaboradores (2012), foi relatado uma
extragdo com solventes em polaridade crescente de folhas de Solanum
lycocarpum e foi observado que os extratos aquoso e metandlico foram os que
tiveram maior rendimento se comparado com as outras extragdes. Isso porque
grande parte dos agucares e produtos glicosilados presentes no p6 da folha

sao extraidos por esses dois solventes.

4.2 Determinagao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos
organicos de S. auriculata

Os testes de concentracdo inibitéria minima foram realizados com todos

os trinta e dois extratos produzidos. Os dados, para cada solvente extrator,

estdo representados nas tabelas 2, 3, 4 e 5. No controle positivo, ndo foi

observado o crescimento bacteriano.

Tabela 2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para os extratos brutos de
folnas e raizes de Salvinia auriculata preparados com éter de
petréleo contra estirpes de Staphylococcus aureus (mg/mL)

Extrato/Més Staphylococcus aureus Média
F — Dez. 1,25 1,25 1,25 1,25
R - Dez. 0,63 1,25 2,50 1,46
F —Jan. 1,25 0,31 0,31 0,62
R - Jan. 2,50 0,08 0,63 0,89
F — Fev. 2,50 0,08 0,63 1,07
R —Fev. 1,25 1,25 0,08 0,86
F — Mar. 0,08 0,04 0,04 0,05

R — Mar. 0,08 0,04 0,08 0,06
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Tabela 3 Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos brutos de
folhas e raizes de Salvinia auriculata preparados com diclorometano

contra estirpes de Staphylococcus aureus (mg/mL)

Extrato/Més Staphylococcus aureus Média
F - Dez. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Dez. 2,50 1,25 2,50 2,25
F - Jan. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Jan. 1,25 1,25 1,25 1,25
F — Fev. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Fev. 1,25 2,50 1,25 1,67
F — Mar. 2,50 2,50 2,50 2,50
R — Mar. 1,25 1,25 1,25 1,25

Tabela 4 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos brutos de
folhas e raizes de Salvinia auriculata preparados com acetato de

etila contra estirpes de Staphylococcus aureus (mg/mL)

Extrato/Més Staphylococcus aureus Média
F — Dez. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Dez. 2,50 1,25 2,50 2,08
F - Jan. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Jan. 1,25 1,25 1,25 1,25
F - Fev. 2,50 2,50 2,50 2,50
R - Fev. 1,25 2,50 1,25 1,67
F — Mar. 2,50 2,50 2,50 2,50
R — Mar. 1,25 1,25 1,25 1,25




48

Tabela 5 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos brutos de fo-
Ihas e raizes de Salvinia auriculata preparados com etanol contra es-
tirpes de Staphylococcus aureus (mg/mL)

Extrato/Més Staphylococcus aureus Média
F — Dez. 2,50 5,00 2,50 3,33
R - Dez. 2,50 2,50 2,50 2,50
F - Jan. 0,63 1,25 0,31 0,73
R - Jan. 1,25 1,25 0,63 1,04
F — Fev. 2,50 1,25 5,00 2,92
R - Fev. 1,25 1,25 2,50 1,67
F — Mar. 0,31 1,25 1,25 0,94
R — Mar. 0,04 0,16 0,16 0,12

Com relagdo os dados apresentados na tabela 2, os extratos que
apresentaram fraca atividade inibitéria foram os de folhas e raizes de
Dezembro, os que apresentaram moderada atividade foram os de folhas e
raizes de Janeiro e Fevereiro e 0s que apresentaram forte atividade foram os
extratos de folhas e raizes de Margo. Nas tabelas 3 e 4, todos os extratos
apresentaram fraca inibicao contra os isolados de mastite bovina. Na tabela 5,
os extratos que apresentaram fraca inibicdo foram os de folhas e raizes de
Dezembro e Fevereiro, os que apresentaram moderada atividade foram os de
folhas e raizes de Janeiro e os extratos de folhas de Margo. O extrato de raizes
de Margo apresentou forte atividade antibacteriana. A atividade antibacteriana
do extrato contra estirpes S. aureus foi classificada de acordo com Aligiannis e
colaboradores (2001) que consideram como de forte atividade antimicrobiana
extratos que apresentaram CIM até 0,50 mg/mL; de atividade moderada, os
que apresentaram CIM entre 0,6 e 1,50 mg/mL; e de fraca atividade os que
apresentaram CIM acima de 1,60 mg/mL.

Rossi e colaboradores (2011) mostraram que, dentre os extratos
produzidos de folhas e raizes de S. auriculata coletadas entre Abril e Junho,
apenas o extrato hexanico de raizes apresentou concentracao inibitéria minima
forte de 0,30 mg/mL. Inoue e colaboradores (2015) avaliaram antraquinonas
isoladas de extratos brutos de raizes de Senna macranthera e que se
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mostraram ativas contra cepas de S. aureus isoladas de animais com
manifestacdo de mastite bovina.

As plantas apresentam uma enorme diversidade em termos de estrutura e
de propriedades fisico-quimicas e biolégicas, o que justifica o crescente
interesse de industrias farmacéuticas na sintese de farmacos a partir destas
fontes naturais Extratos, fracbes e compostos isolados extraidos destas fontes
tém sido estudados por pesquisadores por mostrarem significativas
propriedades, entre essas, a antimicrobiana (ROZATTO, 2012).

Muitos trabalhos ja avaliaram o uso de plantas no combate as bactérias
causadoras da mastite bovina, como a S. aureus e elas podem ser uma
alternativa aos antibidticos, porque as plantas apresentam metabdlitos
secundarios que sao ativos contra uma vasta gama de micro-organismos.
Segundo Nader e colaboradores (2010), o extrato cloroférmico de Croton
antisyphiliticus, na concentracdo de 5,00 mg/mL, apresentou destacada
atividade bactericida in vitro frente S. aureus isolados de leite de animais com
mastite, com resultados superiores aos obtidos com o antibiético sulfato de
gentamicina (30,0 mg/mL), utilizado no estudo. Nikolic” e colaboradores (2014)
mostraram que o extrato etandlico de Zingiber officinalis demonstrou forte
atividade antibacteriana contra S. aureus ATCC 25923 com CIM em 0,0024
mg/mL.

Coelho e colaboradores (2012) avaliaram o uso do 6leo de semente de gi-
rassol (Helianthus annus) no tratamento de lesdes cutaneas no metatarso de
um equino. Foi observada a melhora clinica e macroscopica da lesdo. Analises
preliminares quimicas e fisicas demonstraram que o acido estearico como prin-
cipal componente do 6leo usado. Os resultados sugeriram que o 6leo de se-
mente de girassol é capaz de acelerar e melhorar a qualidade de cicatrizagao
em feridas de equinos, podendo ser também um provavel antimicrobiano.

Pesquisas ja indicaram que acidos graxos insaturados de cadeia longa
como o acido oleico e os acidos graxos saturados de cadeia média como o aci-
do laurico, sao responsaveis pela atividade antimicrobiana do leite humano e
bovino, inativando tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas
(ISAACS et al., 1990; ISAACS et al., 1995). A presenca de acidos graxos satu-
rados nos extratos de S. auriculata sugere que esses podem estar contribuindo

para a atividade antimicrobiana observada contra as cepas de S. aureus.
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De acordo com a analise de variancia realizada nos dados fornecidos
pelas tabelas anteriores, as interagdes planta-solvente e més-solvente foram
avaliadas (figuras 2 e 3). A interacao planta — més nao obteve significancia de

acordo com a analise de variancia (ANOVA).

2:5

20

Concentragao mg.mi-1
15
L ]
L ]

a b c d

Solvente extrator

F- folhas; R- raizes
a- Eter de petréleo, b- diclorometano, c-acetato de etila, d-etanol 95%

Figura 2 Interagdo planta — solvente nas concentragdes inibitorias minimas
bacterianas obtidas contra Staphylococcus aureus

A interagdo bioldgica entre as partes da planta S. auriculata testadas
(folhas e raizes) foi observada apenas nos extratos obtidos pelo solvente
extrator éter de petrdleo, ou seja, as CIM adquiridas foram muito préximas,
independente do més de extragdo. Nos demais solventes, ja nao houve a
interagcéo, mostrando que as concentragdes inibitérias obtidas de extratos de
folhas s&o maiores que as de raizes, ou seja, as raizes da planta tem um poder
maior de inibicdo antibacteriana do que as folhas. Este resultado corrobora com
os resultados obtidos por Rossi e colaboradores (2011) que avaliaram a acao
antibacteriana de extratos de folhas e raizes de S. auriculata utilizando como
solventes extratores o hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol. Foi
demonstrado que apenas o extrato hexanico de raizes apresentou atividade
bacteriana para todas as cepas de Staphylococcus aureus e Streptococcus

agalatiae testadas.
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Figura 3 Interacdo més — solvente nas concentragdes inibitérias minimas
bacterianas obtidas contra Staphylococcus aureus.

De acordo com a figura 3, observou-se que a interagdo més-solvente
ocorreu entre os meses de Janeiro e Margo com os solventes diclorometano e
acetato de etila. A concentragao inibitéria minima dos extratos obtidos com
esses dois solventes e nos meses citados foram iguais a 2,50 mg/mL para
folhas e 1,25 mg/mL para raizes. Ja nos demais solventes e meses, a interagao
nao foi observada. Os extratos obtidos pela coleta de Margo e produzidos pelos
solventes éter de petrdleo e etanol obtiveram as menores CIM, sendo
considerados os extratos com forte atividade antibacteriana frente a S. aureus.
Os extratos mais ativos (folhas e raizes - éter de petroleo e raizes-etanol) foram
agrupados nas mesmas proporgdes (1:1:1) devido a pouca quantidade de

extrato produzida e foi avaliada a CIM dessa mistura (tabela 6).
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Tabela 6 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) da mistura dos extratos
organicos de Salvinia auriculata com forte atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (mg/mL)

Extrato Staphylococcus aureus

Mistura de extratos ativos (1:1:1) 5,00 5,00 5,00

A CIM da mistura de extratos ativos foi maior do que a CIM dos extratos
ativos separados. A interagdo sinérgica pode ser encontrada, para testes
bioldgicos, quando o efeito de combinagdo de diferentes agentes difere do
efeito encontrado para os mesmos agentes, em separado (BERENBAUM,
1989). Apesar de existir estudos mostrando que o potencial antimicrobiano in
vitro de extratos brutos de plantas, muitas vezes, ndao esta relacionado a um
unico principio ativo, no caso dos extratos S. auriculata aconteceu ao contrario.
Um dos provaveis motivos pode ser o antagonismo existente entre compostos
organicos, ou a baixa concentracdo de extratos ativos. Mesmo assim, os
extratos misturados ndo perderam a capacidade de inibir o crescimento

bacteriano, apresentando CIM de 5,00 mg/mL.

4.3 Avaliagao de toxicidade dos extratos organicos ativos de S.
auriculata em células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T).

Os extratos mais ativos de acordo com a concentragao inibitéria minima
foram os extratos de éter de petrdleo das raizes e folhas coletadas em Margo e
extrato etandlico de raizes coletadas em Margo. Estes trés, em proporgdes
iguais, foram misturados devido a pequena quantidade desses extratos e sua
toxicidade foi avaliada em células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T) como

mostra a tabela 7.
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Tabela 7 Avaliacdo da mistura dos extratos brutos ativos de Salvinia auriculata
na viabilidade celular de células epiteliais mamarias bovinas (MAC-
T)

Amostra CCro” CC50b
Extrato 87,12 ug/mL 562,6 ug/mL

a Concentracao do composto relacionada com redugao de 10% da viabilidade celular.
Concentragao do composto relacionada com redugado de 50% da viabilidade celular.

O potencial citotoxico da mistura dos extratos ativos (1:1:1) foi investigado
pelo método de reducado do sal tetrazélio MTT. A presencga do extrato, nas dife-
rentes concentragcdes estudadas (18,75 - 300,00 ug/mL), reduziu a viabilidade
das células epiteliais mamarias em cultura no intervalo investigado de 72 horas.

De acordo com Dolabela (2007), a citotoxicidade para células VERO (cé-
lulas normais), pelo método colorimétrico do MTT, estabeleceu-se que extratos”

fragbes/ substancias com CCsp< 100 pg/mL foram considerados muito toxicos;

100 > CCs0p> 500 ug/mL, moderadamente toxicos e CCs0> 500 pg/mL, baixa
toxicidade. Sendo assim, o resultado obtido da mistura de extrato ativo foi con-
siderado de baixa toxicidade (CCsg = 562,6 ug/mL). Os resultados demonstra-

ram que o extrato ndo apresentou toxicidade contra as células MAC-T nas con-
centracdes testadas, quando comparado com o controle. Nenhum estudo foi
encontrado na literatura sobre a avaliagao da citotoxicidade de S. auriculata.

Atualmente, o interesse no desenvolvimento de pesquisas sobre plantas
medicinais vem crescendo e € importante conhecer o potencial citotoxico e a
real eficacia das plantas que sdo popularmente utilizadas para o tratamento
das mais variadas doencas. Quando nao se conhece os efeitos téxicos, a
inclusao de protocolos de citotoxicidade e toxicidade se faz necessario, pois

séo uteis na determinacao do potencial téxico (SHAHID, 2012).

4.4 Avaliagao da acao dos extratos organicos ativos de S. auriculata na
formacgao do biofilme pré — formado

A mistura dos trés extratos mais ativos (folhas e raizes — éter de petrdleo
e raizes — etanol) foi avaliada quanto a sua capacidade de inibir a formagao do
biofilme pré-formado produzido por cepas de S. aureus como mostrado na

figura 4.
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Figura 4 Avaliacdo da capacidade de inibigdo na formacéo do biofilme pré —
formado por estirpes de Staphylococcus aureus de origem bovina
de extratos organicos ativos de Salvinia auriculata

A mistura dos extratos se mostrou uma potente bloqueadora do
crescimento bacteriano inibindo em quase 70% a formagédo do biofilme pré-
formado. A medida que a concentragdo do extrato diminuiu, a porcentagem de
inibicdo do biofilme formado pelas S. aureus 3828, 4125 e 4182 também
diminuiu.

Os estudos de produtos naturais tém adquirido relevancia significativa
quando sdo pautados os beneficios trazidos a populacdo e a facilidade de
acesso a varias espécies de plantas medicinais com atividade terapéutica. Os
produtos naturais entram nesse processo como um componente da
biodiversidade de importancia econémica e para a saude (RAHMAN et al.,
2004). A avaliacéo da atividade antibacteriana de diferentes extratos de plantas
frente a micro-organismos formadores do biofime vem sendo amplamente
estudada, devido, principalmente, ao fato de essas bactérias serem de grande
importancia nos processos iniciais e de desenvolvimento de doengas
infecciosas como o caso da mastite bovina.

Gomashe e colaboradores (2014) mostraram que o extrato de Psidium
guajava apresentou forte atividade contra Streptococcus mutans isolado da
placa bacteriana dentaria, impedindo também a formacdo do biofiime.
Sasirekha e colaboradores (2015) avaliaram o efeito dos extratos aquosos de
folnas de Aloe vera, Curcuma longa, Plecthranthus amboinicus e Syzyguim

aromaticum na formacgéao do biofilme pré-formado e observaram porcentagem
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de inibicdo de biofilme pré-formado para todos os extratos, com destaque para
C. longa com quase 80% de inibicdo. Rejiniemon e colaboradores (2014)
mostraram que uma quinona isolada de folhas de Aegle marmelos apresentou
porcentagem de inibicao de biofilme em torno de 60% e 50% para E. coli e P.
aeroginosa, respectivamente.

A formacéao de biofilmes deve ser prevenida, pois uma vez formados, sao
de dificil remocgédo. Assim, busca-se a aplicagdo de tratamentos com
antimicrobianos associados a sanitizacdo que reduzam ou impegam a adesao
e, ou promovam a desestabilizacdo da matriz extracelular, permitindo assim
que os protocolos atuais de limpeza sejam melhorados, aumentando a eficacia
dos sanitizantes que s&o incapazes de penetrar na matriz extracelular de
biofilmes. A pesquisa de antimicrobianos que impecam ou reduzam a formacéao
de biofilmes bacterianos é de importancia estratégica para controle e
prevencao de doencas como a mastite bovina (ANDRE, 2015).

Portanto, os resultados apresentados no presente estudo permitem uma
maior elucidacdo e otimizagdo de protocolos microbiolégicos deste potencial
antimicrobiano visando seu emprego na terapéutica veterinaria para o controle
da mastite bovina causada por S. aureus, contribuindo para o desenvolvimento
de produtos fitossanitarios mais eficazes para o tratamento e prevencao de
micro-organismos resistentes, além de proporcionar atoxicidade de efeitos

residuais de suma importancia para a saude do animal e do ser humano.
4.5 Modelo de excisao do teto (ex-vivo)

O modelo de excisdao do teto (Figura 5) foi utilizado para a avaliar a
eficacia dos extratos ativos de S. auriculata. O teste in vivo nao foi viavel devido
a pouca quantidade de extrato bruto obtido. Entdo, optou-se pelo modelo ex-

vivo. Os dados estao apresentados na tabela 8.
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Figura 5 Quartos mamarios excisados e pendurados (a) nos grampos da gra-
de (b).

Tabela 8 Eficacia germicida dos extratos organicos ativos de Salvinia
auriculata contra estirpes de Staphylococcus aureus de origem bovina

Produto Staphylococcus aureus

(LR)*
3828 4125 4182
Pré-dipping (Agrisept® MC TABS, Intervet) 4,17 4,15 4,19
Pos-dipping (Lat Plus Qualimilk, Start Quimica) 4,12 4,23 412
Mistura de extratos ativos 3,95 3,97 3,89

*(LR) = Logaritmo da redugdo ** Logaritmo controle = 8,30

Um germicida de eficacia conhecida deve atingir 3, e de preferéncia 4 e 5
LR de micro-organismo do modelo de exciséo do teto (PHILPOT et al, 1978).
Todos os produtos testados foram eficazes contra as cepas de S. aureus. Os
germicidas comerciais (pré e pos-ordenha) apresentaram LR acima de 4,00,
enquanto que a mistura de extratos de S. auriculata apresentou LR préximo de
4,00, demonstrando ser um eficaz antimicrobiano como o0s germicidas
comerciais utilizados. Estes resultados corroboram com os resultados obtidos
por Lima e colaboradores (2013) que incorporam extrato bruto ativo obtido de

S. auriculata em uma formulacido de sabonete com o intuito de utiliza-lo na
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assepsia tanto do local como dos ordenhadores. Os testes in vitro com a
formulacdo desenvolvida avaliaram que o sabonete herbal apresentou grande
eficacia contra cepas de S. aureus testadas, reforcando o potencial
antimicrobiano da planta aquatica, podendo ser, futuramente, usada como um
germicida comercial. Inoue e colaboradores (2015) testaram in vitro e in vivo
sabonetes contendo em sua formulagdo extratos brutos ativos de Senna
macranthera contra bactérias isoladas de vacas com manifestagao da mastite e
verificaram o potencial germicida da formulagdo contendo a planta.

Philpot e colaboradores (1978) avaliaram germicidas comerciais frente a
S. aureus, S. agalatiae, E. coli e P. aeruginosa através do modelo de excisao
dos tetos. Os produtos contendo cloro e iodo em suas formulagdes foram os
que apresentaram os melhores resultados. Boddie e colaboradores (2002)
avaliaram seis germicidas de diferentes classes contra micoplasma bovino
utilizando a mesma metodologia e todas formulacdes testadas foram eficazes
contra as bactérias testadas. O melhor germicida apresentou LR de 6,29.

Schuch (2008) avaliou a atividade antisséptica e desinfetante de extratos
vegetais e decoctos das espécies Baccharis trimera, Bidens pilosa, Eucalyptus
sp, Polygonum hidropiper e Tagetes minuta frente Staphylococcus coagulase
positiva, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus spp., e
Pseudomonas aeruginosas, causadores de mastite bovina e concluiu que os
extratos vegetais apresentaram atividade antibacteriana, com destaque para a
espécie Eucalyptus sp., que inativou todos os micro-organismos avaliados.

Yokoya (2010) avaliou o efeito desinfetante do muco de A. fulica em tetos
de vacas na pré e pos-ordenha comparando-o com o iodo, desinfetante
comumente utilizado. Em seus resultados verificou que o muco foi tao eficiente
quanto o iodo no controle da microbiota dos tetos. Além disto, verificou-se que
0 muco proporcionou ao tecido dos tetos aspecto macio e hidratado evitando-
se, portanto, a presenca de fissuras que quase sempre ocorrem quando se faz
uso do iodo e que podem representar porta de entrada aos patdgenos
causadores da mastite.

Mitidiero (2012) em seu trabalho avaliou os aspectos sanitarios e de
produg¢do de uma bovinocultura leiteira na qual os animais eram tratados
apenas com homeopatia, bioterapicos e fitoterapia e concluiu que em relagao a

mastite, & viavel realizar o controle sanitario em um rebanho leiteiro de alta
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produgao pelo uso destas terapéuticas em substituicdo aos medicamentos
alopaticos, com redugao nos custos de produgdo, sem comprometer o
desempenho produtivo e sem os riscos da contaminagao do leite por residuos.
O efeito antibacteriano de extratos de folhas da planta Schinus
terebinthifolius Raddi foi demonstrado por Faccin e colaboradores (2016)
através do estudo do extrato hidroalcodlico da aroeira na antissepsia de tetos
pré e pos-ordenha durante doze semanas consecutivas. Nenhum dos indices
analisados — caneca de fundo escuro, CMT, novas infec¢des intramamarias,
“saude da pele e do esfincter do teto” demonstraram diferencas estatisticas
entre os tratamentos usados, sugerindo que o extrato da planta pode ser usado
na pré e pés-ordenha para desinfeccédo de tetos, como substituto dos produtos

convencionais, para rebanhos em sistema de produgao organica.
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5 CONCLUSOES

Todos os extratos brutos de S. auriculata avaliados apresentaram con-
centracgéo inibitéria minima entre 5,00 e 0,04 mg/mL. Os extratos organi-
cos com potente atividade antibacteriana foram folhas e raizes (Margo)
obtidos por éter de petréleo e raizes (Margo) obtido por etanol; os de ati-
vidade moderada foram folhas e raizes (Dezembro, Janeiro e Fevereiro)
obtidos por éter de petrdleo, raizes (Janeiro, Fevereiro e Margo) obtidos
por diclorometano e acetato de etila; folhas (Janeiro e Margo) e raizes
(Janeiro e Fevereiro) obtidos por etanol; os extratos de baixa atividade
foram folhas (de todos os meses) e raizes (Dezembro) obtidos por diclo-
rometano, folhas (todos os meses) e raizes (Dezembro e Janeiro) obti-

dos por acetato de etila;

A mistura de extratos orgéanicos ativos apresentou baixa toxicidade em
células epiteliais mamarias bovinas (MAC-T);

A mistura de extratos organicos ativos foi capaz de interromper o cres-
cimento bacteriano na formagao do biofilme pré- formado;

A mistura de extratos organicos ativos apresentou grande eficacia como
um germicida se comparados aos germicidas comerciais utilizados nas

etapas de pré e pos-dipping;

O extrato bruto de S. auriculata pode ser usado futuramente na bovino-
cultura como um potente sanitizante, em substituigdo aos germicidas

comerciais.
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CAPIiTULO Il

ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO E IDENTIFICACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS DE EXTRATOS OBTIDOS DE FOLHAS E
RAIZES DE Salvinia auriculata Aubl.

1. INTRODUCAO

A pesquisa fitoquimica busca conhecer os constituintes quimicos das
plantas ou conhecer o grupo de metabdlitos secundarios relevantes. O estudo
fitoquimico € um desafio a ser ultrapassado pela comunidade cientifica, uma
vez que o0 uso das espeécies vegetais para fins terapéuticos € crescente. As
analises fitoquimicas fornecem informacdes relevantes sobre a presenca de
metabdlitos secundarios nas plantas, para que assim possa chegar ao
isolamento de principios ativos importantes na produgao de novos fitoterapicos
(SILVA et al., 2010).

As drogas que sdo constituidas por extratos organicos ou compostos
biologicamente ativos isolados de espécies vegetais usadas na medicina
popular podem ser fontes promissoras para a pesquisa de novos farmacos
antimicrobianos (AL-FATIMI et al., 2007).

Em geral, os principios ativos das plantas medicinais com atividade
antimicrobiana sao resultados do seu metabolismo secundario e acumulados
em um ou varios dos seus tecidos. As plantas sao capazes de produzir
inumeros compostos provenientes desse metabolismo (SCHUCH, 2008).

As principais razbes para o enorme interesse em investigar e identificar
compostos de origem vegetal e suas atividades bioldgicas séo justificadas pela
vasta gama de substancias presentes nas plantas que podem ser usadas para
tratar infecgdes cronicas bem como doencas infecciosas, aumento da resistén-
cia microbiana aos medicamentos, presenca de efeitos colaterais nos medica-
mentos sintéticos, seguranga e eficacia com menor efeito adverso de medica-
mentos produzidos a partir de fontes naturais, o custo da terapia bem como o
aumento de doencas emergentes (ROZATTO, 2012).

Os fitoesterois sao esterois derivados de plantas e sdo componentes es-
truturais importantes de membranas celulares. Mais do que 100 tipos de fitoste-
réis tém sido relatados em espécies de plantas, mas o mais abundante € o si-

tosterol, o estigmasterol. Outros fitosterdis podem ser encontrados em plantas
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em pequenas quantidades como o brassicasterol, A5-avenasterol, sitostanol e
campestanol (FRVE, 2012).

O pB-sitosterol € um fitoesterol bem conhecido na composicdo de
fitoterapicos conhecidos para o tratamento da hiperplasia prostatica benigna e
cancer de prostata. Aléem disso, o composto eleva a oxidacao enzimatica e nao
enzimatica em ceélulas tornando-se um agente quimiopreventivo eficaz. O
elevado potencial deste composto e dos seus analogos no tratamento de varias
doencgas, o classifica como uma droga notavel do futuro (SAEIDNIA et al.,
2014).

A presenga de B-sitosterol e estigmasterol nas folhas de Amaranthus
tricolor foi relacionada a um uma forte inibicao contra bactérias gram-positivas e
uma atividade moderada contra bactérias gram-negativas (SHARMA, 1993).
Manriquez-Torres e colaboradores (2007) avaliaram a concentragao inibitéria
minima de varios metaboalitos isolados de Acacia cochiliacantha e a mistura de
B-sitosterol e estigmasterol apresentou CIM de 16,5 mg/mL.

No presente trabalho foi realizada a analise do perfil cromatografico dos
extratos organicos de raizes e das folhas de S. auriculata através do CLAE e
do CG-EM e identificagdo de metabdlitos secundarios presentes na planta

aquatica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar o perfil cromatografico e identificagcdo de compostos organicos
dos extratos obtidos de folhas e raizes de Salvinia auriculata.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o perfil cromatografico dos extratos orgénicos mais ativos (forte
atividade antibacteriana);

e |Isolar os compostos bioativos utilizando a cromatografia em camada
preparativa a partir de diferentes de misturas fases moveis;

e Identificar compostos orgénicos isolados presentes nos diferentes
extratos brutos analisados através das técnicas de RMN e cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Perfil cromatografico dos extratos vegetais
3.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico dos extratos brutos mais ativos de S. auriculata foi
determinado com auxilio de CLAE com detectores UV-Vis e DAD Shimadzu
Prominence (bomba LC - 20 AD, detector SPD - M 20 A, forno CTO - 20 A, sof-
tware LabSolutions).

Para o preparo das amostras foram pesados 10 mg dos 3 extratos mais
ativos obtidos em microtubos de capacidade 2 mL. Aos microtubos foram adici-
onados 2 mL de metanol (MeOH) grau HPLC. A solubilizagdo dos extratos
ocorreu com auxilio de sonicagao por 30 min em aparelho Unique® - Ultrasonic
cleaner. O conteudo dos microtubos foi transferido para balées volumétricos de
10 mL. Apds o ajuste de volume, as amostras foram transferidas para frascos
ambar de capacidade 10 mL.

Com o auxilio de seringas descartaveis (3 mL) e filtros milipore (20 um)
foram recolhidos aproximadamente 3 mL de cada extrato. O volume da primei-
ra passagem no filtro foi descartado (1 mL) e o restante foi transferido para vi-
als (1,5 mL), que foram, entdo, hermeticamente fechados e alocados no injetor
automatico de amostras do HPLC.

A coluna utilizada nas elui¢des (Shimpack®, 15 cm por 4,6 mm) foi de fa-
se reversa (C-18). As condigdes de corrida foram: tempo de corrida: 60 min,
fase mével gradiente de 5% a 95% de MeOH; fase A: HoO/metanol 0,5 % (v/v)
e fase B: MeOH.

Foi realizada a varredura dos picos presentes nos cromatogramas. As
varreduras compreenderam uma faixa de comprimentos de onda de 200 a 400
nm.

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

O perfil dos extratos mais ativos também foi analisado através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, utilizando-se um
aparelho da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra, com coluna capilar

de silica fundida Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm de didmetro interno; filme de
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0,25 ym) e hélio como gas de arraste. A temperatura do injetor e da fonte foi de
290°C. Para a coluna, a temperatura inicial foi de 80 °C por 5 minutos,
aumentando até 285 °C, com taxa de 4 °C/minutos e permanecendo nesta
temperatura durante 40 minutos. A temperatura na interface do sistema foi de
290°C. O detector de massas operou com ionizacdo por impacto de elétrons
(70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 35 a 700 Da.

A identificagdo dos compostos presentes nos extratos brutos foi realizada
através de comparacdo dos espectros de massas obtidos com aqueles

existentes no banco de dados do aparelho e com os dados da literatura.

3.2 Fracionamento cromatografico dos extratos vegetais

ApOs a evaporagao dos solventes, os extratos brutos de S. auriculata fo-
ram fracionados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em placas de
silica-gel 20 x 20 cm, com 0,75 mm de espessura e como fase moével foram
utilizadas misturas dos seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de
etila, acetato de etila e etanol 95%. As fracbes mais evidentes foram reunidas
em grupos, sendo prioritariamente elaboradas de acordo com a quantidade de
material contido e complexidade da mistura.

Para a revelacdo das fragdes, foram utilizados acido fosfomolibdico P.A

ACS da Vetec® diluido em etanol 95 % com concentragédo de 1% m/v e a

cama-ra escura de luz UV (254 e 365nm) modelo MA-544 da Marconi®.

3.3 Isolamento de metabdlitos presentes nos extratos orgénicos de S.

auriculata

As substancias isoladas foram identificadas pela Ressonéncia magnética
nuclear (RMN) de hidrogénio (1H) e carbono (13C) e cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdbmetro de massas. Os equipamentos pertencem ao
Departamento de Quimica — UFV.

Os espectros de RMN de 13C (75 MHz) e 1H (300 MHz) foram obtidos em
espectrometro VARIAN MERCURY 300. Utilizou-se o solvente deuterado
(CDCI3) e o cloreto de tetrametilsilano (TMS) como padrdo de referéncia

interna. As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz
(Hz).
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Os compostos foram analisados também por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, como especificado anteriormente. A identificacdo
dos compostos foi realizada através de comparagao dos espectros de massas
obtidos com aqueles existentes no banco de dados do aparelho e com os

dados da literatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao do perfil cromatografico dos extratos organicos ativos de
S. auriculata

O perfil cromatografico dos extratos ativos de S. auriculata obtidos atra-
vés da CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e do CG-EM (Cromato-
grafia Gasosa acoplada a Espectrdbmetro de Massas) trouxe consideragdes
quanto a composi¢ao quimica dos diferentes extratos obtidos da planta (raizes
e folhas, solventes extratores, meses de coleta). Os extratos mais ativos, de
acordo com a concentracao inibitéria minima (CIM) (Capitulo |) foram os extra-
tos brutos éter de petréleo de folhas e raizes coletadas em Margo e o extrato
bruto etandlico de raizes também coletadas no mesmo més. Esses extratos

ativos foram submetidos as técnicas mencionadas acima.

4.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os extratos ativos de raizes apresentaram um perfil cromatografico
semelhante quando foram analisados por CLAE (figuras 1 e 2). As analises dos
cromatogramas obtidos permitiram identificar varios picos e com destaque para
os picos 1, 2, 3 e 4 nos tempos de retencao de 14.887, 30.422, 14.835 e
30.424 minutos, respectivamente.

mAU

1PDA Multi 2 279nm,4nmy
200

100+

Figura 1 Cromatograma referente ao extrato ativo etandlico de raizes de
Salvinia auriculata obtido em Marco de 2013.
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Figura 2 Cromatograma referente ao extrato ativo éter de petréleo de raizes de
Salvinia auriculata obtido em Marco de 2013.

Foram feitas varreduras (espectro UV) para os picos em destaque como
mostram as figuras 3, 4,5 e 6.

203

pr-]

2250 2550 250 3000 250 3500 750 00 a5 560 5o

Figura 3 Espectro DAD/UV do pico 1 referente ao extrato organico ativo
etandlico de raizes de Salvinia auriculata obtido em Margo de
2013.
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Ay

250 2550 2750 3000 250 300 759

Figura 4 Espectro DAD/UV do pico 2 referente ao extrato organico etandlico de
raizes de Salvinia auriculata obtido em Margo de 2013.

o @50 4sbo a0

Figura 5 Espectro DAD/UV do pico 3 referente ao extrato organico ativo éter de
petréleo de raizes de Salvinia auriculata obtido em Margo de 2013.
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,,,,,

Figura 6 Espectro DAD/UV do pico 4 referente ao extrato organico ativo éter de
petréleo de raizes de Salvinia auriculata obtido em Margo de 2013.

Os cromatogramas foram obtidos a partir dos extratos organicos ativos de
raizes (etanol e éter de petréleo) de S. auriculata e apresentaram picos (2 e 4)
com maximo de absor¢éo no espectro de UV em 255 nm cada, caracteristico
de grupo carbonila a, B insaturado. Em um trabalho de Velve e colaboradores
(1982), o triterpeno cordialina A identificado em Cordia verbenacea apresentou
0 mesmo maximo de absor¢cdo em 255 nm. Ja para picos 1 e 3, a analise rea-
lizada identificou duas bandas de absorgcdo no espectro de UV de 220 e 283
nm que correspondem a um composto com dois cromoforos. Cromoforos aro-
maticos sao tipicos de flavonoides, pois seu espectro de absorgdo no UV mos-
tra, em geral, dois picos maximos de absorcdo, um entre 240-280 nm e outro a
300-550 nm (SOUZA et al., 2005). O perfil de absorgcao no ultravioleta sugere a
presenca de flavonoides dos grupos das flavanonas, flavanonois, 3,4 diidroxi-
flavonas e etc, onde se pode observar a banda Il igual a 220-280 nm e que cor-
responde a porcao benzoila do anel flavonoidico (MABRY et al., 1970). Porém,
nenhum composto foi isolado e identificado com essas caracteristicas.
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4.1.2 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas

Os extratos organicos ativos obtidos de folhas e raizes (éter de petroleo) e
raizes (etanol) de S. auriculata foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM). As analises dos cromatogra-
mas obtidos (figuras 7, 16 e 29) permitiram visualizar varios picos e foi sugerida
a fragmentacdo dos picos mais abundantes com base nos espectros de mas-

sas obtidos e nos tempos de retencéo selecionados (TR).

4.1.2.1 Extrato bruto de raizes éter de petréleo de Salvinia auriculata
obtido em Margo de 2013

{x1,000,000)
fic
25

20

15

IR SR N A N N N R AL Sy W B I
10.0 10 12.0 130 140 15.0 16.0 170 18.0 190 200 210 20 230

Figura 7 Cromatograma ao extrato bruto ativo éter de petrdleo de raizes de
Salvinia auriculata obtido em Margo de 2013.

A anadlise do cromatograma referente ao extrato bruto éter de petroleo

(figura 7) permitiu a identificacdo dos seguintes compostos:

Composto 1 - Acido octadecanéico

CH3CH2CH2(CH2)13CH2COOH

TR = 12,32 min.

%

12§

1061 88

5 101

501

25l 43 70
! e G I L B I B Y T 254

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0

Figura 8 Espectro de massa obtido do pico TR = 12,32 min. referente a frag-
mentacao do extrato bruto éter de petréleo de raizes de Salvinia au-
riculata (94 % de similaridade com a biblioteca)
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O pico correspondente ao tempo de retencao de 12,32 minutos (figura 8)
apresentou fragmentagao caracteristica do acido octadecandico. Os ions m/z
88; 101; 115; 147; 129; 143; 157; 171; 185; 199; 213; 227; 241; 255 e 284 obti-
dos no espectro de massas corroboram com a fragmentagao proposta na figura
9.

101 129 157 185 213 241

O
HC_CH _ CH_CH_CH jCH “CHiCHQ‘)CszCH}tCszCHZ“CHQ—‘ CHZ“CH2‘\CH“;CH2_Q

115 143 171 199 227 255

Figura 9 Fragmentacao caracteristica do acido octadecandico.

Composto 2 - Campesterol

CH3
H3C. CH3

CH3
CH3
HO

TR = 18,82 min.

%

12§

100 315

75

2R

43 289 400
50] 5 71 213 ‘

273 ' | | |

10
' }' s }' 178 198 ¢
SN N o | | ‘ I

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 2750  300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

Figura 10 Espectro de massa obtido do pico TR = 18,82 min. referente a frag-

mentagcdo do extrato bruto éter de petrdleo de folhas de Salvinia
auriculata (74 % de similaridade com a biblioteca)

7 163 231
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o

O pico correspondente ao tempo de retengdo de 18,82 minutos (figura 10)
apresentou fragmentacao caracteristica de campesterol (GONCALVES, 2011).

A proposta de fragmentacao do composto esta apresentada na figura 11.




75

CH3 CH3

+ ( CHs HC RN F“
CH3
CH \ H3 CH3 H, CH3
& H;
chy CH3 N
CH: —_—
H m/z 385 CH3
H
H \ H3 CH3
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Figura 11 Proposta de fragmentacdo do composto 2, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta.

Composto 3 — Estigmasterol

TR = 19,13 min.

%

100 %5 83

75
B 97
2
5
50] 5
412
43 213 271
2 229 ' 3T 351
0] I.|. g [ B I 2. m il | |~|I| \"l- |1 ||\ |I1 I i I ys gdure i) o BRT oo mp En L =) w'
50.0 75.0 1000 1250  150.0 1750 200.0 2250 2500 2750  300.0 3250 3500 375.0 4000  425.0

Figura 12 Espectro de massa obtido do pico TR = 19,13 min. referente a fra-
gmentacgao do extrato bruto éter de petroleo de folhas de Salvinia
auriculata (87 % de similaridade com a biblioteca).
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O pico correspondente ao tempo de retengao de 19,13 minutos apresen-
tou fragmentacgéao caracteristica do estigmasterol. Os ions m/z 55; 91; 119; 147;
213; 255; 281 e 412 observados no espectro de massas (figura 12) estdo de

acordo com a fragmentag&o proposta abaixo (figura 13).

I +
|/CH3 CH3 HaC + H3
CH3 H3 CH3 Ha
miz 43 \ CH3
HO
HO m/z 383
. m/z 412 .
Q@ | +
m/z 145 \ +

+

H20 miz 281
e —————

m/z 273

1Y s
g 1

-
miz 119 _| + Q:KS)/
9 |

m/z 213

Figura 13 Proposta de fragmentacgao do estigmasterol, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura do composto.

Composto 4 - B-sitosterol

TR = 19,66 min.
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Figura 14 Espectro de massa obtido do pico TR = 19,66 min. referente a frag-

mentagdo do extrato bruto éter de petroleo de folhas de Salvinia
auriculata (79 % de similaridade com a biblioteca).

399

& 01 W

O pico correspondente ao tempo de retengdo de 19,66 minutos apresen-
tou fragmentagao caracteristica do (3-sitosterol. Os ions m/z 43, 119, 145, 213,
255, 273, 399 e 414 observados no espectro de massas (figura 14) estdo de

acordo com a fragmentagé&o proposta abaixo (figura 15).

HaC o |t

CH3

m/z 383

HO
m/z 399

-

m/z 213

+
m/z 119 m/z 105

m/z 91

Figura 15 Proposta de fragmentacgao referente ao B-sitosterol, onde fragmen-
tos (em azul) corroboram com a estrutura do composto.
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4.1.2.2 Extrato bruto de folhas éter de petréleo de Salvinia auriculata
obtido em Marco de 2013

(20,000,
45
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Figura 16 Cromatograma referente ao extrato bruto ativo éter de petréleo de
folhas de Salvinia auriculata coletada em Margo de 2013.

A analise do cromatograma do extrato bruto éter de petréleo de folhas (fi-

gura 16) permitiu a identificacdo dos seguintes compostos:
Composto 1 - Acido octadecanéico

TR =12,32 min

%

I8
10018
754
] 101
50
1 43
25_: 58 70
ol " | 83 || M15 159 143 157 171 185 199 213, 227 , 241 255 284
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0

Figura 17 Espectro de massa obtido do pico TR = 12,32 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo éter de petréleo de folhas de Salvinia au-
riculata (93 % de similaridade com a biblioteca).

O pico correspondente ao tempo de retengao de 12,32 minutos (figura 17)
apresentou fragmentagdo caracteristica do acido octadecandico, ja discutido

anteriormente.
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Composto 2 - Campesterol

TR = 18,82 min.
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Figura 18 Espectro de massa obtido do pico TR = 18,82 min. referente a frag-
mentagdo do extrato bruto éter de petroleo de folhas de Salvinia
auriculata (74 % de similaridade com a biblioteca).

O pico correspondente ao tempo de retengao de 18,82 minutos (figura 18)
apresentou fragmentacao caracteristica da campesterol, ja discutida anterior-

mente.
Composto 3 - Estigmasterol

TR = 19,13 min.

%
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2
5
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Figura 19 Espectro de massa obtido do pico Tr = 19,13 min. referente a frag-
mentagado do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata ( 87 % de similaridade com a biblioteca)

25

O pico correspondente ao tempo de retengao de 19,13 minutos (figura 19)
apresentou fragmentagéo caracteristica do estigmasterol, ja discutido anterior-

mente.
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Composto 4 - B-sitosterol

TR = 19,69 min.
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Figura 20 Espectro de massa obtido do pico TR = 19,69 min referente a frag-
mentagao do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata (79 % de similaridade com a biblioteca).

O pico correspondente ao tempo de retengdo de 19,69 minutos (figura 20)
apresentou fragmentacao caracteristica do B-sitosterol, ja discutido anterior-

mente.

Composto 5 - Sitostanol
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H3C, CHj3
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Figura 21 Espectro de massa obtido do pico TR = 19,85 min referente a frag-
mentagao do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata (79 % de similaridade com a biblioteca).
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O pico correspondente ao tempo de retengao de 19,85 minutos (figura 21)
apresentou fragmentacao caracteristica da sitostanol (GONCALVES, 2011). A

proposta de fragmentacdo do composto foi apresentada abaixo (figura 23).
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Figura 22 Proposta de fragmentacao referente ao composto 5, onde fragmen-
tos (em azul) corroboram com a estrutura do composto.

Composto 6 - Campestenona
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Figura 23 Espectro de massa obtido do pico Tr = 20,24 min. referente a frag-
mentagado do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata (79 % de similaridade com a biblioteca)
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O pico correspondente ao tempo de retengao de 20,24 minutos (figura 23)
apresentou fragmentagdo caracteristica da campestenona (GONCALVES,
2011). A proposta de fragmentagdo do composto foi apresentada abaixo (figura
24).

CH3
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Figura 24 Proposta de fragmentacdo do composto 6, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta

Composto 7 — Lupanol

TR = 23,28 min.
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Figura 25 Espectro de massa obtido do pico Tr = 23,28 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata (74 % de similaridade com a biblioteca)
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O pico correspondente ao tempo de retencédo de 23,28 minutos (figura
25) apresentou fragmentacao caracteristica de lupanol. Os ions m/z 207 e 189
sdo caracteristicos de fragmentacao de terpenos com esqueleto lupano dotado
de grupo hidroxila na posi¢gao 3 (GONCALVES, 2011). A proposta de fragmen-
tacao do composto esta apresentada abaixo (figura 26).

m/z 413

m/z 428

o Ty, _:

j +
m/z 189 j m/z 191
HO

m/z 207

Figura 26 Proposta de fragmentagao do composto 7, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta

Composto 8 - Estigmastan-3,6-diona

TR = 23,78 min.
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Figura 27 Espectro de massa obtido do pico Tr = 23,78 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo éter de petroleo de folhas de Salvinia au-
riculata (82 % de similaridade com a biblioteca)
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O pico correspondente ao tempo de retengao de 23,78 minutos apresentou
fragmentacao caracteristica do estigmastan-3,6-diona. Foram observados ions

m/z 399, 281 além do ion caracteristico para o composto proposto como m/z

245 (figura 27). As fragmentagbes obtidas corroboram com a fragmentacéo
proposta (figura 28).
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Figura 28 Proposta de fragmentagdo do composto 8, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta
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4.1.2.3 Extrato bruto etanédlico de raizes de Salvinia auriculata obtido
em Margo de 2013
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Figura 29 Espectro de massas do extrato bruto ativo etandlico de raizes de
Salvinia auriculata coletada em Margo de 2013

A analise do cromatograma do extrato bruto etandlico de raizes (figura

29) permitiu a identificagdo dos seguintes compostos:

Composto 1 — Acido octadecanéico

TR = 12,30 min.
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Figura 30 Espectro de massa obtido do pico Tr = 12,30 min. referente a frag-

mentacio do extrato ativo etandlico de raizes de Salvinia auricula-
ta (93 % de similaridade com a biblioteca)

O pico correspondente ao tempo de retengao de 12,30 minutos (figura 30)
apresentou fragmentagao caracteristica do acido octadecanoico, ja discutido
anteriormente.
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Composto 2 — Campestanol

CH3
H3C CH3
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Figura 31 Espectro de massa obtido do pico TR = 18,94 min. referente a frag-

mentagao do extrato ativo etandlico de raizes de Salvinia auriculata
(74 % de similaridade com a biblioteca)

O pico correspondente ao tempo de retengado de 18,94 minutos apresentou
fragmentagdo caracteristica do campestanol (GODBER e XU, 1999). Foram
observados ions m/z 402, 387, 276, 233, 215 e 165 (figura 31). As fragmenta-

cOes obtidas estdo de acordo com a fragmentacgao proposta (figura 32).
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(@b 5
H

m/z 233

m/z 165
m/z 255 0:9/

m/z 215

Figura 32 Proposta de fragmentagdo do composto 2, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta.
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Composto 3 - Estigmasterol

TR = 19,13 min.
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Figura 33 Espectro de massa obtida do pico Tr = 19,13 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo etandlico de raizes de Salvinia auriculata
(87 % de similaridade com a biblioteca)
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O pico correspondente ao tempo de retengao de 19,13 minutos (figura 33)
apresentou fragmentagéo caracteristica do estigmasterol, ja discutido anterior-

mente.

Composto 4 - B-sitosterol

TR =19,70 min.
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Figura 34 Espectro de massa obtido do pico TR = 19,70 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo do etandlico de raizes de Salvinia auri-
culata (79 % de similaridade com a biblioteca)

O pico correspondente ao tempo de retengao de 19,70 minutos (figura 34)
apresentou fragmentagao caracteristica do p-sitosterol, ja discutido anterior-

mente.
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Composto 5 - Lupanol

TR = 22,26 min.
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Figura 35 Espectro de massa obtido do pico TR = 22,26 min. referente a frag-
mentacéo do extrato ativo éter de petréleo de folhas de Salvinia au-
riculata (74 % de similaridade com a biblioteca)

O pico correspondente ao tempo de retengdo de 22,26 minutos (figura 35)
apresentou fragmentacao caracteristica do lupanol, ja discutido anteriormente.
Composto 6 - Lupeol

TR = 22,95 min.
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Figura 36 Espectro de massa obtido do pico TR = 22,95 min. referente a frag-
mentagao do extrato ativo etandlico de raizes de Salvinia auriculata
(74 % de similaridade com a biblioteca)

O pico correspondente ao tempo de retengdo de 22,95 minutos apresen-
tou fragmentacao caracteristica do lupeol (JAIN e BARI, 2010). Os ions m/z

426, 411,207, 191e 189 observados no espectro de massas (figura 36) estao
de acordo com a fragmentagao proposta abaixo (figura 37).
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miz 408
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m/z 189 m/z 191
HO -

m/z 207

Figura 37 Proposta de fragmentagdo do composto 6, onde fragmentos (em
azul) corroboram com a estrutura proposta
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4.2 Compostos organicos isolados e identificados

Os compostos isolados a partir dos extratos vegetais obtidos de folhas e
raizes de S. auriculata foram identificados de acordo com os esquemas abaixo
(figuras 38, 39, 40 e 41).

Extrato Eter de Petrdleo
Raizes Dezembro

Fracao 1 |Fragéo 2 | |Fragﬁo 3 Fragao 4
.
5 CH3

CH3

Stigmast22-eno-3,6-dione

Figura 38 Substancia isolada e identificada a partir do extrato bruto obtido por
éter de petrdleo em Dezembro de 2012 de raizes de Salvinia auri-

culata
Extrato Diclorometano
Raizes
Janeiro/Fevereiro
il roee J e ] osoe 1 [rouses | [races ]
Fragédo 2 Fragdo 3 Fragdo 4 Fragao 5 Fragao 6

CH3(CH2)15CH2COOH
Acido octadecanéico

Mistura

B-Sitosterol 88% Estigmasterol 12%

Figura 39 Substancias isoladas e identificadas a partir do extrato bruto obtido
por diclorometano em Janeiro e Fevereiro de 2013 de raizes de
Salvinia auriculata
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Extrato Etandlico
Folhas Dezembro

l Fragdo 1 I Fragédo 2 I Fragdo 3 I Fragdo 4 l Fragdo 5 I

Ho 6 Estigmasterol

Mistura

B-Sitosterol 889 Estigmasterol 12%

Figura 40 Substancia isolada e identificada a partir do extrato bruto obtido por
etanol em Dezembro de 2012 de folhas de Salvinia auriculata.

Extrato Etandlico
Folhas Margo

I Fragao 1I IFragéo 2 I Fragao 3 I Fragao 4 I Fragao SI I Fragéao 6 I

4 CH3CHy(CH2)15CH20H

Alcool Octadecanol

N

3
CH

Ho Estigmasterol

jB-sitosterol

Figura 41 Substancias isoladas e identificadas a partir do extrato bruto obtido
por etanol em Marco de 2013 de folhas de Salvinia auriculata.
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4.2.1 Composto 1 - Estigmasterol

A estrutura do composto 1 (Pf: 162-166 OC) foi elucidada pela analise es-
pectral de RMN de 1H (figura 42) confirmando a presenca de hidrogénios liga-
dos a carbono sp2, atribuidos pelos sinais em 6 5,34 (d, J= 5,1 Hz) relativo ao

hidrogénio H-6 e & 5,03 (dd, 1H, J= 8,5 Hz H-22) e 6 5,12 (dd, 1H, J= 15,3 Hz,
H-23) relativos a dupla ligagcdo em trans da cadeia lateral. O multipleto em

63,45-3,60, com integragédo para um hidrogénio sugere a presenga de hidrogé-
nio ligado a carbono carbindlico atribuido ao H-3. Sinais singletos em 6 0,66-
1,40 sugerem a presenga de grupos CH3 ligados ao carbono quaternario. Os
deslocamentos quimicos de RMN 1H foram confrontados com a literatura (JAIN

e BARI, 2010) que permitiram estabelecer a substancia como estigmasterol
(tabela 1).

H-3

ppm (f1}

Figura 42 Espectro obtido1através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de hidrogénio ( H) (300 MHz, CDCI3 5) referente ao estigmasterol.
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Tabela 1 Deslocamentos quimicos (3) de hidrogénio obtidos pela Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto estigmasterol

Hidrogénios Deslocamento quimico ()
Composto 1 Estigmasterol*
3 3,45-3,60 (m, 1H) 3,51 (tdd, 1H)
6 5,34 (d, 1H) 5,14 (m, 1H)
22 5,03 (dd, 1H) 4,68 (m, 1H)
23 5,12 (dd, 1H) 5,19 (m, 1H)
Metilénicos (anel esteroidal) 0,60-1,40 (s) 0,69-1, 60 (m)

*JAIN e BARI, 2010

No espectro de massas do composto 1 (figura 43) observaram-se os picos
m/z 55; 91; 119; 145; 213; 255; 281 e 412 que sé&o caracteristicos para anel do
tipo esteroidal (JAIN e BARI, 2010) corroborando com a proposta inicial pela
analise do espetro de RMN 1H. A proposta de fragmentagéao foi discutida ante-
riormente.
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751 81
25 | ‘ 119 150 ‘21|3 255 281 412

Figura 43 Espectro de massas referente a fragmentacao do estigmasterol

4.2.2 Composto 2 - B-sitosterol

A estrutura do composto 2 (Pf: 124-128 0C) foi elucidada pela analise

espectral de RMN de 1H (figura 44) onde foram observados sinais em 6 0,6-1,0
(m)e 61,2-2,0 relativo aos hidrogénios metilénicos do anel esteroidal e a
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presenca de hidrogénios ligados a carbono sp2 pelo aparecimento do sinal
65,35 (d, J = 5,1 Hz, H-6) sugerindo tratar-se de uma dupla ligagdo endociclica,
além de um multipleto em 6 3,52 com integrac&o para um hidrogénio sugerindo

um hidrogénio ligado a carbono carbindlico atribuido ao hidrogénio H-3. Os
dados estdo de acordo com os dados obtidos por Chaturvedula e Prakash

(2012) (tabela 2).

l‘\,,(,_ / N
j \ K
" "*"J/’\/
B B e
T
H-6 H-3

Figura 44 Espectro obti1do pela Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio ( H) (300 MHz, CDCI3 d) referente ao B-sitosterol

Tabela 2 Deslocamentos quimicos (8) de hidrogénios obtidos pela
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para o composto [3-sitosterol

Hidrogénios Deslocamento quimico ()
Composto 2 B-sitosterol*
3 3,52 (m, 1H) 3,53 (tdd, 1H)
6 5,35 (d, 1H) 5,36 (m, 1H)
Metilénicos (anel esteroidal) 0,60-1,0/1,2-2,0 0,69-1,01 (s)

*CHATURVEDULA e PRAKASH, 2012

A estrutura do composto 2 também foi elucidada através da analise do
espectro de massas (figura 45) onde foram observados ions caracteristicos
para anéis esteroidais (JAIN e BARI, 2010) corroborando com a proposta inicial
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pela analise do espetro de RMN 1H. A proposta de fragmentacgéao foi discutida
anteriormente.
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Figura 45 Espectro de massas referente a fragmentagéo do B-sitosterol

4.2.3 Composto 3 - Acido octadecanéico

CH3CH2CH2(CH2)13CH2COOH

A estrutura do composto 3 (Pf: 72-74 0C) foi elucidada pela analise espec-

tral de RMN de 1H (figura 46). Observou-se um sinal em & 0,87 (3H, t, J= 7,7

Hz) relativo aos hidrogénios da metila terminal; 6 1,3-1,4 relativo aos hidrogé-
nios dos carbonos metilénicos ligados a cadeia longa; e multipletos em & 2,37-
2,30 (2H, m) relativos aos hidrogénios o ligados a carbonila. Os dados obtidos

estdo de acordo com os dados obtidos por Knothe (2006) e mostrados na tabe-
la 3.
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ppmit1)



Figura 46 E1spectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio
( H) (300 MHz, CDClI3 8) referente ao acido octadecandico.
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Tabela 3 Deslocamentos quimicos (3) de hidrogénios obtidos pela Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto acido octadecanoico

Hidrogénios Deslocamento quimico (8)
Composto 3 Acido octadecanéico*
Metila terminal 0,87 (t, 3H) 0,88 (t, 3H)
Metilénicos 1,3-1,4 1,3-1,4
Metilénicos (anel esteroidal) 2,3-2,37 (m, 2H) 2,35 (t, 2H)

*KNOTHE, 2006

No espectro de RMN 13C (figura 47), observou-se um sinal em & 177,65
relativo a carbonila de acido graxo. Foram observados também sinais na faixa
de 6 14.06 e 37,24 caracteristicos de carbonos alifaticos de acidos graxos de
cadeia longa. Os deslocamentos quimicos de RMN 130 foram confrontados

com a literatura (KONDAVEETI et al., 2014) que permitiram estabelecer a subs-
tadncia como acido octadecandico como mostrado na tabela 4 .

177.648
42817
33.849
33.786
31.912
29,688
29.546
29428
29.354
29.248
29,199
29.070
24.717
24 657
24.624
23.871
22682
14.123

14.079
14050

\K%/%%

CH,CH,CH,(CH.,);sCH,COOH

ppm (f1) 200 150 100 50 0

Figura 47 Espectro obtido pela Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do

carbono (- C) (75 MHz, CDCI3 §) referente ao acido octadecandi-
co.
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Tabela 4 Deslocamentos quimicos (3) de carbonos obtidos pela Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto acido octadecanoico

Carbonos Deslocamento quimico (8)

Composto 3 Acido octadecanoico*
Carbonila 177,65 180,6
Alifaticos 14,06-37,24 15,6-39,1

*KONDAVEETI et al., 2014

No espectro de massas do acido octadecandico (figura 48), observou-se o
pico de ion molecular m/z 284 e fragmentacgao caracteristica de hidrocarbone-
tos de cadeia longa com a perda dos grupos metilénicos sequenciais, além da
observagcao de um fragmento caracteristico m/z 88 que é descrito através da
fragmentacao proposta por McLafferty (figura 49) (ROCHA et al., 2008).
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Figura 48 Espectro de massas referente a fragmentagdo do acido octadeca-

noico.
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Figura 49 Rearranjo de McLafferty para o acido octadecandico.

De acordo com os dados observados nos espectros de RMN de 1H, 13C,

e de massas pode-se afirmar que o composto 3 se trata de um acido de cadeia

longa, com estrutura provavel C1gH3s02.
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4.2.4 Composto 4 - Alcool octadecanol

CH3CH2CH2(CH2)14CH20H

No espectro obtido pelo RMN de 1H (figura 50) do composto 4 (Pf: 76-79
OC) foram observados sinais em & 0,87 ( 3H, t, J= 7,7) relativos aos hidrogénios
da metila terminal; & 1,24 (s, H) relativo aos hidrogénios CH2; 6 1,58 (s, 1H) si-
nal relativo ao hidrogénio da hidroxila e 3,66 (2H, t J = 6,60) relativo ao grupo

metilénico ligado a hidroxila. Os deslocamentos quimicos obtidos sdo compati-
veis com os dados da literatura mostrados na tabela 5.
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ppm (f1)

Figura 50 Espectro obtic110 pela Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio ( H) (300 MHz, CDCI3 8) referente ao octadecanol
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Tabela 5 Deslocamentos quimicos (3) de hidrogénios obtidos pela Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto octadecanol

Hidrogénios Deslocamento quimico (3)
Composto 4 Octadecanol*
Metila terminal 0,87 (t, 3H) 0,88 (t, 3H)
Metilénicos 1,24 1,37 (s, 1H)
Hidroxila 1,58 (s, 1H) 1,98 (s, 1H)
CH> ligado a OH 3,66 (t, 2H) 3,00 (t, 2H)

*KNOTHE, 2006

No espectro de RMN 130 (Figura 51) foi observado um sinal em 5 60,2,
re-lativo ao carbono carbindlico e um sinal em 6 31,9 relativo ao carbono 3 em
relacdo a hidroxila. Os deslocamentos quimicos de RMN 13C foram confronta-

dos com a literatura (GUNSTONE, 1993) que permitiram estabelecer a subs-
tdncia como octadecanol como mostrado na tabela 6.

60.165
34.398
31.918
29.692
29.589
29.453
29.357
29.258
29.141
24.982
24.794
24 .589
24 464
24.350
22.690
14.246
14.126

Xy

CH3CHoCHa(CH1)26CH,OH

ppm (t1) 50 0

Figura 51 Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de carbono 13C
(75 MHz, CDClI3 5) referente ao octadecanol
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Tabela 6 Deslocamentos quimicos (3) de carbonos obtidos pela Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto octadecanol

Carbonos Deslocamento quimico ()
Composto 4 Octadecanol*
Carbindlico 60,2 63,03
Carbono B em relagao a OH 31,9 32,81

CH2 ligado a OH 24,5 25,76

*GUNSTONE, 1993

No espectro de massas obtido pela fragmentagdo do octadecanol (figura
52), foram observados picos referentes as fragmentagdes mais intensas com-
pativeis com a perda do grupo metilénico, ja que nos alcoois de cadeia longa, a
fragmentagao é igual a sequéncia de hidrocarbonetos (figura 53). No espectro

de massas observou-se apenas uma parte da fragmentagdo do composto.
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Figura 52 - Espectro de massas referente a fragmentacao do octadecanol.
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Figura 53 Proposta de fragmentagao para o octadecanol.

De acordo com os sinais observados no espectro de RMN de 1H, 13C e

no espectro de massas, pode-se sugerir a presenca do carbono carbindlico
pela presenga de um sinal em $ 60,2 que corrobora, juntamente com o espectro

de massas, que mostra uma parte da fragmentacéo do octadecanol (C1gH380).
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4.2.5 Composto 5 - Estigmast-22-eno-3,6-diona

CH3
22
H3 S CH3
CH3 23
CH3

3

o\~
o}

A analise do espectro de RMN de 1H do composto 5 (figura 54) permitiu

observar dois dupletos duplos centrados em 6 5,20 (dd, J = 15,1, 8,4 Hz, H-22)
e 5,08 (dd, J= 15,1, 8,4 Hz, H -23) referentes aos hidrogénios olefinicos, tipicos
de substituintes de cadeias laterais de esteroides. A natureza da ligagao dupla
foi determinada como sendo trans a partir do valor da constante de acoplamen-
to J = 15,10 Hz referentes aos hidrogénios H-22 e H-23. Os deslocamentos
quimicos de RMN 1H foram confrontados com a literatura que permitiram esta-

belecer a substancia como estigmast-22-eno-3,6-diona como mostrado na ta-

bela 7.

Juu m}u A MJN"U v’uf v .

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
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J

5.0 4.5 4.0 3.5

Figura 54 Espectro obtido 1através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de hidrogénio ( H) (300 MHz, CDCl3 8) referente ao estigmast-22-
eno-3,6-diona
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Tabela 7 Deslocamentos quimicos (6) de hidrogénios obtidos pela Ressonan-
cia Magnética Nuclear (RMN) para o composto estigmast-22-eno-

3,6-diona
Hidrogénios Deslocamento quimico ()
Composto 5 Estigmast-22-eno-3,6-diona*
H-22 5,20 (dd, 1H) 5,15 (dd, 1H)
H-23 5,08 (dd, 1H) 5,04 (dd, 1H)

*FERNANDEZ et al., 1983

No espectro de 13C, (figura 55) observou-se a presenga de dois sinais

em 0 129,8 e 138,1 caracteristicos dos carbonos olefinicos C-22 e C-23, res-
pectivamente. Além disso, os sinais observados em 6211,7 e 209,5 confirma-
ram a presencga de dois carbonos quaternarios relativos as carbonilas em C-3 e
C-6, respectivamente. Os deslocamentos quimicos de RMN 13C foram confron-

tados com a literatura que permitiram estabelecer a substéncia como estig-
mast-22-eno-3,6-diona como mostrado na tabela 8.
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Figura 55 Espectro obtido através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

de carbono 130 (75 MHz, CDCl3 9) referente ao estigmast-22-eno-
3,6-diona
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Tabela 8 Deslocamentos quimicos (8) de carbonos obtidos pela Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) para o composto estigmast-22-eno-3,6-

diona
Carbonos Deslocamento quimico (3)
Composto 5 Estigmast-22-eno-3,6-diona*
C-3 21,7 210,6
C-6 209,5 202,6
C-22 129,8 129,5
C-23 138,1 138,5

* FERNANDEZ et al., 1983

A dificuldade da caracterizagdo do composto pela analise dos espectros
1 1 . . . +
de He 3C veio a ser resolvida a partir do seu espectro de massas (m/z =

426) (figura 56) que apresentou fragmento em m/z 166 e 245 que sugerem a
presencga de dois grupos carbonilicos, segundo GEORGES et al., 2006 e que
corrobora com os dados observados.

nieas
149.026
166.950
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245174
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283067
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137091
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. Lk i , L
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Figura 56 Espectro de massas referente a fragmentagcao do estigmast-22-eno-
3,6-diona.
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De acordo com os dados do observados nos espectros de RMN 1H e 130,

massas e a proposta de fragmentacgéo (figura 57), além da comparacgado dos
dados obtidos com os existentes na literatura (FERNANDEZ et al., 1983; GE-
ORGES et al., 2006; LIMA et al., 2013) conclui-se que o composto 5 € o estig-
mast-22-eno-3,6-diona.

Lima e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana de
compostos organicos isolados de S. auriculata e apenas o estigmast-22-eno-
3,6-diona apresentou atividade com halos de inibigdo em torno de 22,0 mm

contra cepas de S. aureus.
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Figura 57 Proposta de fragmentagao para o estigmast-22-eno-3,6-diona. onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura proposta.
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4.2.6 Composto 6 - Mistura dos compostos p-sitosterol e estigmasterol

CH3

B-Sitosterol 88% Estigmasterol 12%

Os compostos da mistura foram elucidados pela analise espectral de RMN
de 1H (figura 58), onde foram observados sinais em & 0,6-1,0 (m) e 1,2-2,0
relativo aos hidrogénios metilénicos do anel esteroidal e cadeias laterais. A
presenca de sinais de hidrogénios ligados a carbono sp2 em ¢ 5,35 (d, J= 5,1
Hz, H-6) sugere tratar-se de uma dupla ligacdo endociclica do esqueleto
carbénico de ambos os compostos. Mas, os sinais de dois duplos dupletos
observados em 6 5, 01 (dd, J = 15,1 e 8,5 H-22) e 6 5,12 (dd J= 15,1 e 8,5 H-
23) correspondem aos hidrogénios olefinicos tipicos de cadeias laterais de
esterdides. A natureza da ligagdo dupla foi determinada como sendo trans a
partir do valor da constante de acoplamento J = 15.10 Hz referentes aos
hidrogénios H-22 e H-23.

A observacdo de um multipleto centrado em 6 3,52 com integragao para
um hidrogénio sugere a presenca de hidrogénio ligado a carbono carbindlico
atribuido ao hidrogénio H-3.

Como os compostos B-sitosterol e estigmasterol se diferem entre si pela
presenca de uma dupla ligacdo na cadeia lateral do composto estigmasterol, o
que se leva a crer que os dois compostos estdo em mistura € a intensidade do

sinal para hidrogénio H-6. Observou-se pelo espectro de 1H que a intensidade

relativa dos sinais para os hidrogénios H-6 é de 1,0 ppm (B-sitosterol +
estigmasterol) e a intensidade relativa para os hidrogénios H-22 e H-23
(estigmasterol) é de 0,24 ppm, sugerindo-se tratar-se de uma mistura dos dois
fitoesterdides. Como a metade de 0,24 representa um hidrogénio da molécula
de estigmasterol, subtraindo-se esse valor da intensidade relativa do hidrogénio

H-6 do B-sitosterol e estigmasterol, obtém-se a intensidade relativa
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correspondente a um hidrogénio do B-sitosterol. Ou seja, -sitosterol 88% e

estigmasterol 12%.

.......

Figura 58 Espectro obtido através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

de hidrogénio (1H) (300 MHz, CDCI3 8) referente aos compostos f3-
sitosterol e estigmasterol



107

4.3 Dados Espectrais dos Compostos Isolados

Stigmast-22-eno-3,6-diona

Pf: 187-189 ° C;

IV (KBr): 2925, 2853, 1715 cm " :

RMN "H (300 MHz, CDCl3): 5 0.74 (3H, 18-CHs), 0,82 (3H, 26-CHs), 0,84 (3H,
29-CH3), 0,89 (3H, 27-CH3), 0,99 (3H, 19-CHa),

1,07 (3H, 21-CH3), 1,20 (1H, 28-H), 1,46 (1H, 28-
H), 1,56 (1H, 24-H), 1,60 (1H, 25-H ), 2,08 (1H,
20-H), 5,08 (dd, J= 15,12 8,4, 1H, 23-H), 5,20 (dd,
J=15,10, 8,4 1H, 22-H);

RMN °C (75 MHz, CDCl3): 5 12.20 (C-18), 12,56 (C-29), 18,93 (C-26), 21,40

(C-21), 21,89 (C-27), 26,20 (C-28), 32,64 (C-25),
40,68 (C-20), 51,47 (C-24), 129,80 (C-23), 138,10
(C-22), 209,50 (C-3), 211,70 (C-6);

EM: m/z (%): 397 (7); 303 (3); 315 (13); 259 (3); 245 (10); 217 (5); 190 (7); 175
(3); 169 (85); 149 (100); 137 (6) e 119 (25).

B- sitosterol

Pf: 124-128 ° C; (lit. 136 — 140 °C);

IV (KBr): N&o obtido;

RMN "H (300 MHz, CDCl3): 6 5,35 (d, J = 5,1 Hz, H-6); 3,52 (m, 1H, H-3); 0,6-
1,0 (m, CH3) e 1,2-2,0 (m, CH3);

RMN "°C (75 MHz, CDCl3): néo obtido:

EM: miz (%): 43 (75); 107 (90); 119 (55); 145 (60); 207 (45):; 213 (100); 255
(60); 273 (50); M" 414 (75).
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Estigmasterol

Pf: 162,0 — 166,0 °C (lit. 174 — 176 °C);
IV (KBr): Nao obtido;

RMN "H (300 MHz, CDCl3): 5 5,34 (d, J = 5,1 Hz, H-6);15.03 (dd, 1H, J= 15,1
Hz 8,5 Hz H-22) e 5,12 (dd, 1H, J= 15,3 Hz 8,4 Hz
H-23); 3,45-3,60 (m, 1H, H-3); 0,66-1,40 (m,CH3);

RMN "3C (75 MHz, CDCl3): ndo obtido;

EM: m/z (%): 43 (35); 55 (100); 69 (55); 81 (70); 91 (45); 119 (30); 145 ( ): 207
(50); 213 (20): 255 (30); 281 (30); M" 412 (15).

Acido Octadecandico

Pf: 72-74 ° C; (lit. 69,6 °C);

IV (KBr): Nao obtido;

RMN 'H (300 MHz, CDCI3): 8 0,87 (3H,t, J=7,7); 1,24 (30 H, s); 2,37-2,30
(2H, m);

RMN 13C (75 MHz, CDCl3): 8 14,07 (C-18); 22,6 (C-17);29,1(C-16-C-3); 42,8
(C-2); 177,6 (C-1);

EM: m/z (%): 43 (40); 55 (30); 70 (25); 83 (10); 88 (100); 101 (65); 115 (10);

157 (15); 241 (5); 255 (2); M" 284 (1).

Alcool Octadecanol

Pf: 76-79° C;

IV (KBr): Nao obtido;

RMN 'H (300 MHz, CDCI3): & 0,87 ( 3H, t, J=7,7);1,24 (40H, s); 1,58 (2H, m);

3,66 (3H, t, J= 6,60);
RMN 13C (75 MHz, CDCI3): 6 14,1 (C-30); 22,7 (C-29); 29,5 (C-27); 29,6 (C-
26); 29,7 (C-3 a 26); 31,9 (C-2); 60,2 (C-1);

EM: m/z (%): 41 (75); 43 (80); 55 (100) 57 (95); 69 (80); 83 (95); 97 (75); 111

(45); 125 (20); 139 (1). M" ausente.
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5 CONCLUSOES

Foram isolados e identificados cinco compostos organicos, sendo a
grande maioria fitoesterois.

Através da analise dos principais picos de fragmentacdo dos extratos
organicos ativos (folhas e raizes — éter de petrdleo e raizes etanol) foram
identificados nove compostos. Dentre eles, o acido octadecandico,
estigmasterol e [-sitosterol foram isolados e identificados em outros
extratos brutos de S. auriculata.

O acido octadecandico, estigmasterol e B-sitosterol foram identificados
nos extratos mais ativos.

Os compostos isolados corroboraram com a atividade antibacteriana
apresentada pela planta aquatica.
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Introduction

Salvinia auriculata (Salviniaceae), also known as eared water moss, is aquatic plant native from South America
and is commonly found in sweet watered lakes. Studies have shown the potential of S. auriculata in the remediation of
polluted water contaminated with heavy metals. However, studies have not yet investigated their chemical compounds
as antimicrobial agents. An earlier study in our research group evaluated for the first time the antimicrobial potential of
extracts obtained from the roots and leaves of this plant in comparison on Gram-positive bacteria associated to bovine
mastitis. This disease, an inflammatory response in cow’s udder, is the main infecto-contagious disease affecting dairy
cattle. This study aims to isolate the compounds responsible for antibacterial activity.

Material and methods

S. auriculata was collected in a pond located at Recanto das Cigarras, Federal University of Vigosa, Minas Gerais
State, Brazil, from December to February, 2011. An authenticated voucher (VIC 32.122) was deposited in the herbarium
of the University. The material was exhaustively washed in water and the roots and leaves were separated. The plant
parts were dried at 40 °C for 24 h in an air circulation oven, and 800 g of roots were extracted using n-hexane for 2 days
and repeated at least five times. Extract was concentrated to dryness under reduced pressure and stored at 4 °C. The
extract was dissolved in a minimum amount of hexane and was adsorbed on silica gel (70-230 mesh). It was subjected
to a silica gel column using an n-hexane mobile phase with polarity gradually increased by addition of CH2Cl 2, yielding
fifty eight fractions. These fractions were submitted to biological assay using S. aureus strain 4127 as an reference
microorganism, the positive fraction ten was submitted to a preparative TLC eluted with petrol/EtOAc 8:2 permitting the
isolation of 1 (6.5 mg), 2 (27.0 mg) and 3 (5.5 mg) compounds. The bacterial strains used in this study were kindly
provided by Embrapa/CNPGL, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil, and were isolated from animals with mastitis manifes-
tation. Hole-plate diffusion assay was performed to test for antibacterial activity of the fractions and compounds.

Results
Purification of the active fraction obtained from hexane extract of S. auriculata roots led to the isolation of 2 ster-

oids and 1 triterpene (Figure 1). The compounds isolated were characterized as stigmasterone (1), stigmasterol (2) and
Friedelinol (3). Only the compound 1 was active (Table 1)

Table 1 - Antibacterial activity of compound 1.

S.aureus Compound 1  Positive Con- DMSO

™~ trol”
582 3.0+0.58 17.0+0.58 0.00
680 3.0+0.60 18.0+0.60 0.00
2221 6.0+£0.33 17.0+0.58 0.00
4006 7.0£0.67 17.0£0.58 0.00
4127 6.0+0.58 17.0+0.50 0.00

Stigmast-22-ene-3,6-dione

Acknowledgements: Fapemig for Financial support (CEX - APQ-00454-11) and CAPES.
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Introduction

Bovine mastitis, an inflammatory response in cow’s udder, is the main infecto-contagious disease affecting dairy cattle
and is considered a limiting factor in many dairy properties. The huge economic losses associated with mastitis world-
wide motivate researches focused on several aspects of the disease. Staphylococcus aureus is the main etiologic caus-
ative agents of mastitis and Infections caused by this microorganism frequently turn into chronic and cows with such
infections have to be culled. Biofilms are structured community of bacterial cells associated with a surface, enclosed in
an extracellular polysaccharide matrix, in recent years several studies show that biofilm formation is a key factor in the
establishment and persistence of infections caused by S. aureus. In the last few decades, the number of researches on
plants antimicrobial properties has increased and aquatic plants have attracted the interest of researchers because
plants that live in nutrient-rich environment, as well as plants living in an environment with a very high bacterial cell
density will become overwhelmed by microbial biofiims if they lack any means of biofilm control . This study aims to
evaluate the antiseptic potentials of S. auriculata based herbal soap formulated in our lab.

Material and Methods
Formulation of Herbal Soap

The hexane extract of S. auriculata (250 mg) was incorporated into a soap formulated according patent no Pl
1005633-5. After, the semi-solid mixture was poured into a mold and allowed to solidify. A soap without extract was
produced and used as a reference product.

Antibacterial assay of the Herbal Soap

The agar-dilution method was employed in the in vitro evaluation, using S. aureus strain 4127 resistent. For in vivo
evaluation, the skin of the palm, after manipulation of cow’s udder contaminated with S. aureus was used.

Results

]

The herbal soap formulated with S.
auriculata demonstrated high inhibition
against S. aureus of cow's udder and
indicates the potential of the plant as
excipient in the production of antiseptic
soaps for combating bovine mastitis
infections especially in small farms. The S. auriculata
pharmaceutical industry has major
interest in the identification of novel
antimicrobials that target microbial bio-
films, since their role in pathogenesis
was recognized. These findings have
high economic, industrial and veterinary
significance.

Test in vivo

Test in vitro

Acknowledgements: Fapemig for Financial support (CEX - APQ-00454-11) and CAPES.



Hindawi Publishing Corporation

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine
Volume 2013, Article ID 480509, 5 pages
http://dx.doi.org/10.1155/2013/480509

Research Article

Hindawi

Antibacterial Chemical Constituent and Antiseptic Herbal Soap

from Salvinia auriculata Aubl.

Samia Lima,' Gaspar Diaz,” and Marisa Alves Nogueira Diaz'

! Department of Biochemistry and Molecular Biology, Federal University of Vigosa, 36570-000 Vigosa, MG, Brazil
? Department of Chemistry, Federal University of Minas Gerais, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil

Correspondence should be addressed to Marisa Alves Nogueira Diaz; marisanogueira@ufv.br

Received 14 October 2013; Revised 12 December 2013; Accepted 18 December 2013

Academic Editor: Ulysses Paulino de Albuquerque

Copyright © 2013 Samia Lima et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

The bioassay-guided isolation of the active extract of Salvinia auriculata Aubl. led to the separation of three main compounds,
characterized as stigmasterone, stigmasterol, and friedelinol. The pure form of diketosteroid presented a potential antibacterial
activity with a minimum inhibitory concentration (MIC) value of 0.01 mg mL ™" against Staphylococcus aureus isolated from animals
with mastitis infections. The active extract also showed a similar result to that previously obtained with pure diketosteroid when
tested with the same isolates. The present study’s results demonstrate the potential of this plant as an excipient for the production
of antibacterial soaps aimed at controlling bovine mastitis infections, especially on small farms.

1. Introduction

In recent decades, research on plants with antimicrobial
properties has intensified, due mainly to the fact that these
plants are considered sources of pharmacologically active
compounds that can become new antibiotics after their pure
constituents or active extracts have been evaluated [1]. Plants
that live in nutrient-rich environments, as well as plants living
in environments containing exceptionally high bacterial cell
density (i.e., aquatic plants), will be overwhelmed by micro-
bial biofilms if they lack any means of biofilm control [2, 3].
For this reason, aquatic plants have attracted the interest
of researchers and have proven to be promising sources of
antimicrobial agents [4].

Salvinia auriculata Aubl. (Salviniaceae), also known as
orelha de onga, is a native aquatic plant from South America
and is commonly found in freshwater lakes [5]. Currently few
studies show the potential of S. auriculata in the remediation
of water sources contaminated with heavy metals [6], and no
studies in the literature report on the antimicrobial agents of
their chemical constituents and active extracts.

In a preliminary study performed with this plant, the
present study’s research group evaluated the antimicrobial
potential of extracts obtained from the roots and leaves of
this plant against Gram-positive bacteria associated with

bovine mastitis. The subsequent results illustrated a strong
potential of this plant to combat Staphylococcus aureus, the
main etiologically causative agent of bovine mastitis [7]. This
disease, an inflammatory response found in cows' udders,
is the leading infectious disease affecting dairy cattle today
[8]. According to the Brazilian Department of Agriculture,
while Brazil produces nearly 27 billion gallons/year of milk
to be distributed worldwide, the search for the control
and treatment of this disease presents a major issue for
both political policies and the Brazilian economy [9]. Thus,
this work aims to examine the bioassay-guided isolation of
compounds responsible for antibacterial activity from active
extract and to evaluate the antiseptic potential of an herbal
soap produced with S. auriculata.

2. Materials and Methods

2.1. General. Silica gel (70-230 mesh) and glass columns were
used for column chromatography. All of the solvents used
were of analytical grade. The melting point was determined
using a Thermopan apparatus (C. Reichest Optische Wercke
AG). 'Hand *C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra
were recorded on 300 MHz and 75 MHz NMR spectrometers,
respectively (Mercury 300 spectrometer). Tetramethylsilane
(TMS) was used as an internal standard. HR-EI-MS spectra
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