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Concentracao inibitéria minima de solventes utilizados
na diluicao de extratos vegetais com potencial

antimicrobiano sobre staphylococcus aureus

Lea Chapaval'
Jodo Oiano Neto?
Bruna Moraes Estella®

Amanda Araujo Cavalcante*

Resumo — A mastite € um processo infeccioso da glandula mamaria de vacas leiteiras,
responsavel por grandes perdas econémicas do setor, em razdo do comprometimento da
produtivimdade. Em diversos paises, o principal agente etioldgico da mastite bovina é a bactéria
Staphylococcus aureus, que possui fatores de viruléncia que conferem alta resisténcia aos
antimicrobianos. A aplicagdo de extratos vegetais e/ou de micromoléculas isoladas de plantas
€ uma alternativa viavel para o desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos. A etapa de
avaliagao da toxicidade dos solventes utilizados na diluigdo dos extratos concentrados torna-se
tdo importante quanto a avaliagdo dos extratos propriamente ditos. Neste estudo avaliou-se a
atividade antibacteriana de 22 solventes (puros e em misturas) no desenvolvimento da cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 através da concentragdo inibitéria minima (CIM) por meio
de microdiluicdo em placa. Todos os 21 solventes testados permitiram crescimento bacteriano
em concentragdes de solventes iguais a ou menores que 5%. No geral, os alcodis e suas
misturas permitiram o crescimento bacteriano até a diluicdo de 10, na concentragdo de 5%. Os
melhores resultados foram obtidos com os surfactantes Tween 80 e dimetilsulféxido (DMSO) e
suas misturas, que, utilizados como solventes, possibilitaram o crescimento bacteriano em todas

as concentragoes e diluigdes avaliadas.

Termos para indexagao: mastite; produtos naturais; microbiologia.
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Minimum inhibitory concentration of solvents
used in the dilution of plant extracts with potential
antimicrobial on staphylococcus aureus

Abstract — Mastitis is an infectious process of the mammary gland of dairy cows,
responsible for large economic losses in the sector, due to the commitment of the
productivity. In several countries, the main etiological agent of bovine mastitis is
Staphylococcus aureus, which has virulence factors that confer high resistance to
antimicrobials. The application of plant extracts and / or micromolecules isolated from
plants is a viable alternative for the development of new therapeutic treatments. The
stage of evaluation of toxicity of the solvents used in the dilution of the concentrated
extracts becomes as important as the evaluation of the extracts themselves. In this
study, the antibacterial activity of 22 solvents (pure and in mixtures) in the development
of the Staphylococcus aureus ATCC 25923 through the minimum inhibitory
concentration (MIC) by microdilution. All 21 solvents tested allowed bacterial growth
at concentrations of solvents equal to or less than 5%. In general, alcohols and their
mixtures allowed the bacterial growth until the dilution of 10-6, in the concentration of
5%. The best results were obtained with surfactants Tween 80 and dimethylsulfoxide
(DMSO) and their mixtures, which, used as solvents, allowed the bacterial growth in all
the concentrations and dilutions evaluated.

Index terms: mastitis, natural products, microbiology
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Introducao

O leite, por natureza, € um alimento rico em nutrientes, e sua qualidade é
um dos temas mais discutidos dentro do cenario nacional de producgao leiteira
(FONSECA; SANTOS, 2001). Segundo Langoni et al. (2011), o controle de
qualidade no setor de laticinios inicia-se bem antes da produc¢do da matéria
prima nas fazendas ou granjas leiteiras, pois o leite de boa qualidade s6 é
obtido de animais sadios, adequadamente manejados, bem nutridos e livres
de doencas ou infecgdes. A mastite, inflamagao da glandula mamaria, € uma
das principais doengas que acometem os bovinos leiteiros, e os principais
impactos econdmicos dessa enfermidade s&o: queda na producéo leiteira;
perda na qualidade do leite; maior custo de produgéo; descarte prematuro de
vacas por perda de um ou mais quartos mamarios, que se tornam fibrosos e
improdutivos.

O uso de plantas medicinais no tratamento de doengas é uma estratégia
antiga, utilizada praticamente por todas as populagdes. Registros histéricos
desde 4.000 a.C. comprovam a utilizagao de plantas na busca pela cura de
enfermidades entre os povos egipcios e chineses, além de outros.

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do mundo, com um
numero estimado acima de 20% do ndmero total de espécies do planeta.
Com mais de 55 mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total
mundial, essa rica biodiversidade é acompanhada por uma longa aceitagao
de uso de plantas medicinais e de conhecimento tradicional associado.
Aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica
humana advém direta ou indiretamente de produtos naturais, especialmente
de plantas medicinais (CARVALHO et al., 2008).

Em raz&o do aumento da resisténcia bacteriana as mudltiplas drogas
antimicrobianas, ocorre a procura por novas alternativas terapéuticas. Nesse
cenario, as plantas medicinais representam uma importante fonte para a
obtengao desses medicamentos. A atividade antimicrobiana de extratos e
Oleos essenciais de plantas medicinais foi comprovada em varios estudos
realizados em paises que possuem uma flora diversificada, tais como Brasil,
Cuba, india, México e Jordania (HOLETZ et al., 2002; NOVAIS et al., 2003;
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NOSTRO et al., 2004; AHMED; SELIM; SHILPI, 2005; LIMA et al., 2006;
PAREKH; CHANDA, 2007; PORFIRIO et al., 2009; CANTON; ONOFRE,
2010; MULYANINGSIH et al., 2011; CHEN-LUNG; PEI-CHUN; YU-CHANG,
2012). Apesar de os antibacterianos derivados de plantas serem menos
potentes, os vegetais combatem infecgdes com sucesso. Além de sua
importancia no tratamento de infec¢gdes humanas, estudos de etnoveterinaria
mostram a utilizacdo de diversas plantas medicinais por produtores rurais.
Essas plantas tém sido utilizadas no tratamento de infeccdes de animais
como vacas, ovelhas, aves domésticas, cavalos e porcos (MARINHO et al.,
2007; DIAZ et al., 2010).

Staphylococcus aureus destaca-se como microrganismo causador de
mastite contagiosa de maior importancia e de maior ocorréncia nos rebanhos
mundiais. E também o microrganismo patogénico mais frequentemente isolado
no leite cru. E importante lembrar que S. aureus esta envolvido em infeccdes
intramamarias de fémeas em lactacdo e é o principal agende causador
de mastite em bovinos, capaz de produzir grande variedade de toxinas
extracelulares, além de apresentar grande resisténcia aos antimicrobianos.

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos
de origem animal € uma preocupacao em termos de seguranga alimentar e
a aplicacao de extratos vegetais e/ou de micromoléculas isoladas de plantas
€ uma alternativa viavel para o desenvolvimento de novos tratamentos
terapéuticos. Além disso, moléculas provenientes do metabolismo secundario
vegetal servem de modelo quimico (lead compounds) para a sintese de
compostos com uma dada agao terapéutica.

Considerando o emprego de extratos de plantas e para evitar a obtencao
de resultados errbneos, é importante que a atividade dos solventes seja
avaliada. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana
de 21 solventes (puros e em misturas) no desenvolvimento da cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 .
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Material e Métodos

Na determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), optou-se
pelo método de Ellof (1998), o qual, por meio de microdiluigdo em placa,
permite avaliar quantitativamente o potencial antimicrobiano de uma planta,
0 que torna possivel comparar as respostas de diferentes amostras como
extratos, fragdes e substancias puras obtidas do mesmo material (BUGNO
et al., 2007). Como revelador do crescimento bacteriano, foi utilizado o
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC - Sigma Aldrich®) que, na presenca de
células viaveis, facilita a verificacdo da presencga de crescimento microbiano
(coloragdo vermelha indica auséncia de crescimento visivel). Em placas
estéreis de poliestireno com 96 pocos em fundo ‘U’, foram adicionados 100
JL de indculo bacteriano em meio Brain Heart Infusion (BHI - BioMerieux®)
em diferentes diluicdes (10-1 a 10-10 UFC/mL e solu¢do mae) e 100 pL
dos solventes em diferentes concentra¢des (20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e
0,62%).

As placas foram incubadas a 37°C por 24h em estufa bacteriologica. A
leitura das placas foi realizada visualmente com a adigédo de 50 uL de cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC - Sigma Aldrich®) em cada pog¢o e incubadas
novamente a 37°C por 2h em estufa bacterioldgica.
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Resultados e Discussao

As Figuras 1 e 2 indicam os resultados obtidos. As coloragdes vermelha e
amarela indicaram, respectivamente, presenca e auséncia de células ativas.
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Figura 1. Placa de 96 pogos contendo meio BHI em diferentes diluicdes de
Staphylococcus aureus e solventes. A coloragédo vermelha indica a presenga de
atividade bacteriana.
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Figura 2. Placa de 96 pogos contendo meio BHI em diferentes diluicdes de
Staphylococcus aureus e solventes. A coloragédo vermelha indica a presenca de
atividade bacteriana e a coloragdo amarela, auséncia de atividade bacteriana.
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As Figuras 3, 4 e 5 mostram a CIM dos solventes frente ao Staphylococcus
aureus ATCC 25923. As barras vermelhas indicam as concentragdoes celulares
onde nao houve crescimento bacteriano, em fungdo da concentragao do
solvente utilizada no meio de incubagao.
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Figura 3. Concentragdo inibitéria minima dos solventes frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Barras vermelhas indicam as concentrag¢des celulares onde néao
houve crescimento bacteriano, em fungédo da concentragéo do solvente utilizada no
meio de incubagao.
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Figura 4. Concentracéo inibitéria minima dos solventes frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Barras vermelhas indicam as concentragdes celulares onde ndo
houve crescimento bacteriano, em fungcdo da concentracdo do solvente utilizada no
meio de incubacgao.
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Figura 5. Concentracéo inibitéria minima dos solventes frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Barras vermelhas indicam as concentragdes celulares onde ndo
houve crescimento bacteriano, em fungcdo da concentracdo do solvente utilizada no
meio de incubacgao.

A etapa de avaliagcéo da toxicidade dos solventes utilizados na diluigéo
dos extratos concentrados torna-se tao importante quanto a avaliagdo dos
extratos propriamente ditos. A utilizacdo de solventes que n&o fornegam
resultados erréneos (falsos negativos ou positivos) é crucial para que a
atividade antimicrobiana seja avaliada de forma correta.

O solvente utilizado e a polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons
e de atomos de hidrogénio, que € aspecto-chave na extragdo de polifendis
e, consequentemente, na capacidade antioxidante (ROCKENBACH et al.,
2008). Muitos estudos vém demonstrando a influéncia da extragdo no teor
de metabdlitos secundarios (VONGSAK et al., 2013; BAMPOULI et al., 2014;
KARABEGOVIC et al., 2014).
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Levando em consideragdao os solventes utilizados, observa-se
que os de base hidroalcodlica mostraram melhores resultados do que os
outros. A utilizagdo de solventes dessa natureza permitiu o crescimento de
Staphylococcus aureus, o que € um efeito positivo para sua utilizagdo nos
extratos de forma, pois permite avaliar a atividade bactericida/bacteriostatica
dessas substancias.

Na proxima etapa de estudo, os extratos vegetais concentrados que
se mostrarem mais ativos serdao submetidos ao fracionamento cromatografico
e as subfracbes obtidas nesse processo terdo sua atividade bactericida/
bacteriostatica novamente avaliada no ensaio in vitro.

Conclusoes

Este estudo foi fundamental para estabelecer as faixas de concentragéo
celular x concentracdo do solvente ideal para os ensaios futuros, quando
sera avaliada a acdo bactericida/bacteriostatica dos extratos vegetais
concentrados. Os solventes que se mostraram menos téxicos no presente
estudo serao utilizados na solubilizagdo dos extratos vegetais concentrados,
que serao submetidos ao ensaio bioldgico in vitro.
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