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RESUMO

Na mastite bovina, doenga caracterizada pela inflamagao da glandula mamaria,
a aplicacao de antimicrobianos é o tratamento preconizado. Entretanto, o uso
indiscriminado tem consequéncias negativas ao meio ambiente e a saude
publica. Desta forma, € crescente a busca por métodos alternativos de controle,
como pelos produtos naturais, os quais podem também ser utilizados por
sistemas organicos que possuem restricdes quanto a utilizacdo de farmacos.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de
extratos hidroalcodlicos de Bidens pilosa, reconhecidos por diversas atividades
biolégicas, no tratamento da mastite bovina. Para isso, buscou-se otimizar as
condigdes de extragdo hidroalcdolica, i.e., tempo de extragéo (4 h, 48 h e 7 dias)
através da determinacdo do perfil quimico e das atividades antimicrobiana,
antibiofilme e citotoxicidade. Nos extratos preparados com 4 e 48 h (EB-4 e EB-
48, respectivamente) os teores de fendlicos e flavonoides totais foram superiores
ao encontrado no extrato obtido com 7 dias (EB-7). As atividades antioxidantes
pelo método de captura do radical DDPH dos extratos EB-4, EB-48 e EB-7 foram
80%, 79% e 56%, respectivamente, estando fortemente correlacionadas ao teor
de fendlicos e flavonoides totais (acima de 0,87%). A analise dos extratos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apés fracionamento utilizando
a extracdo em fase sélida (EFS), revelou que os flavondis eram o grupo
majoritario para os extratos EB-4 e EB-48 e os acidos fendlicos para EB-7. A
despeito das diferengas encontradas no perfil quimico, os trés extratos
mostraram atividade antimicrobiana similar, com uma concentracio inibitéria
minima (CIM) em torno de 0,3 mg/mL. A IC50 no ensaio de citotoxidade para o
extrato EB-4 frente as células MAC-T foi 0,156 mg/mL, i.e., cerca da metade do
valor da CIM. Além disso, o extrato EB-4 promoveu 100% da inibicdo da
formacgao e erradicagao de biofilme pré-formado na concentragéo de 2 mg/mL.
Os resultados encontrados evidenciaram o potencial dos extratos de B. pilosa,
uma espécie invasora de facil disseminacéo, no tratamento da mastite bovina
causada por S. aureus, principalmente devido a atividade antimicrobiana e
antibiofilme. Entretanto, devido a toxicidade moderada, sugere-se a realizagao
de novos estudos de incorporacao do extrato em sistemas nanoemulsionados
visando o desenvolvimento de um novo produto para o tratamento da mastite
bovina, especialmente para os sistemas de produgao sustentaveis, i.e., organico
ou agroecologico.

Palavras-chave: Células MAC-T; Atividade antimicrobiana; Citotoxidade;
Biofilme; Fitoquimica.



ABSTRACT

In bovine mastitis, a disease characterized by inflammation of the mammary
gland, the application of antimicrobials is the recommended treatment. However,
the indiscriminate use has negative consequences for the environment and public
health. Thus, the search for alternative methods of control is increasing, as well
as natural products, which can also be used by organic systems that have
restrictions on the use of drugs. Therefore, the present study aimed to evaluate
in vitro the potential of Bidens pilosa hydroalcoholic extracts, recognized by
several activities in the treatment of bovine mastitis. For this, we sought to
optimize the hydroalcoholic extraction conditions, i.e., extraction time (4 h, 48 h
and 7 days) by determining the chemical profile and antimicrobial activities,
antibiofilm and cytotoxicity. In extracts prepared at 4 and 48 h (EB-4 and EB- 48,
respectively) the levels of total phenolics and flavonoids were higher to that found
in the extract obtained after 7 days (EB-7). Antioxidant activities by the method
of capturing the DDPH radical of the extracts EB-4, EB-48 and EB-7 were 80%,
79% and 56%, respectively, being strongly correlated to the total phenolics and
flavonoids (above 0.87%). The analysis of extracts by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), after fractionation using solid phase extraction (EFS),
revealed that flavonols were the maijority group for extracts EB-4 and EB-48 and
phenolic acids for EB-7. Despite the differences found in the chemical profile, the
three extracts showed similar antimicrobial activity, with an minimal inhibitory
concentration (MIC) around 0.3 mg / mL. The IC50 in the cytotoxicity test for EB-
4 extract against MAC-T cells was 0.156 mg / mL, i.e., about half of the MIC
value. In addition, the EB-4 extract promoted 100% of the inhibition of formation
and eradication of preformed biofilm at a concentration of 2 mg / mL. The results
found showed the potential of B. pilosa extracts, an invasive species of easy
dissemination, in the treatment of bovine mastitis caused by S. aureus, mainly
due to antimicrobial activity and antibiofilm. However, due to moderate toxicity, it
is suggested to perform new studies of incorporation of the extract in
nanoemulsified systems aiming the development of a new product for the
treatment of mastitis, especially for sustainable production systems, i.e., organic
or agroecological.

Keywords: MAC-T cells; Antimicrobial activity; Cytotoxity; Biofilm;
Phytochemestry.
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1 INTRODUGAO

Um dos maiores entraves sanitarios da bovinocultura leiteira, tanto para
os produtores quanto para a industria, € a inflamacao dos quartos mamarios dos
animais denominada de mastite. A presenca desta doencga nos rebanhos tem
influéncia direta na qualidade e quantidade de leite produzido e descarte dos
animais, além de prejudicar a transformagéao do leite em derivados pela industria,
em funcao de alteragdes na sua composi¢do (MULLER, 2002).

Esta doenga possui diversos agentes etiolégicos como fungos, algas e,
mais frequentemente, bactérias. Dentre essas, Staphylococcus aureus é a de
maior ocorréncia. As infecgdes causadas por esta espécie sdo conhecidas pelo
seu rapido contagio e baixa taxa de cura em fungédo da sua alta capacidade de
aderéncia aos tecidos, podendo acarretar em infecgbes cronicas e de longa
duragéo (DE SA et al., 2018).

A forma mais comum de controle desses microrganismos apés a
colonizagdo da glandula ¢é através da aplicagcdo de antimicrobianos
intramamarios. No entanto, quando estes sao utilizados de forma indiscriminada
podem acarretar em diversos prejuizos como a presenga de residuos no leite
comercializado ou no aparecimento de um quadro crescente de resisténcia
bacteriana dentro dos rebanhos (LANGONI et al., 2017).

Existem relatos na literatura de isolados de leite mastitico resistentes aos
principios ativos mais utilizados na produgao animal, como os [B-lactdmicos
(MENDONCA et al., 2012). Estes estao relacionados com a maior parte das
resisténcias encontradas em isolados produtores de biofilmes provenientes de
leite mastitico (GOMES et al., 2016; MELO et al., 2012). Além disso, a presencga
de residuos dessa classe de antimicrobiano no leite, consequéncia do nao
cumprimento do periodo de caréncia, ainda se mostrou altamente relacionada
com a presenga de S. aureus em amostras de leite cru (TEMPINI et al., 2018).

A capacidade de producdo de biofilmes por isolados de S. aureus, na
maior parte das vezes, esta associada com quadros de resisténcia a meticilina,
tornando ainda mais dificil seu controle e erradicagdo. A presenca destes
isolados também esta ligada a mastite bovina e seu contagio em meio ao
rebanho. Em um estudo recente, verificou-se que em amostras de leite

proveniente de vacas com mastite subclinica (n=498), quase 15% delas



continham isolados de S. aureus resistentes a meticilina (SAMR) sendo que,
desses, quase todos também apresentavam resisténcia a penicilina (100%),
gentamicina (100%) e tetraciclina (98,6%) (YANG et al., 2020).

Diante do exposto, tem-se buscado alternativas no tratamento da mastite
bovina, n&o apenas como substituicho ao uso dos antimicrobianos
convencionais, mas também para subsidiar as criagbes organicas e
agroecologicas, que possuem restricdes quanto ao uso de farmacos comerciais.
Dentre essas, destaca-se o potencial das plantas nativas brasileiras como
alternativa de tratamento e controle de doencgas e parasitas em animais, como
por exemplo, potencial anticarrapaticida, antibacteriano, antifungico, anti-
inflamatdrio, anticoccidiano, entre outros. Os extratos de plantas, por serem
matrizes complexas, possuem efeito sinérgico, podendo conferir mecanismos de
acao distintos, resultando em um menor quadro de resisténcia microbiana (LU et
al., 2016).

A Bidens pilosa, também conhecida como picao preto, € uma planta
invasora de lavouras que possui rapido desenvolvimento e alta producdo e
dissipacdo de sementes em condi¢gdes tropicais. Essas caracteristicas
colaboraram para o seu processo de naturalizacdo no Brasil, onde pode ser
encontrada durante todo o ano (LORENZI, 2002). O uso tradicional e popular de
B. pilosa inclui o tratamento de ictericia, cicatrizacdo de feridas, diabetes,
infeccbes de bexigas, como antimalarico, como anti-inflamatério, entre outros. A
regulamentagcdo do seu uso esta presente no anexo | da RDC 10/2010 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) que disp&e sobre a notificagcao
de drogas vegetais (ANVISA, 2010). Neste caso, o uso das folhas na forma de
infusdo esta descrito no tratamento de ictericia. Adicionalmente, estado descritas
para B. pilosa diversas outras atividades in vitro como antimicrobiana,
antimalarica, anti-histaminica, antioxidante, antileishmaniose, antibacteriana,
anticarcinogénica, antidiabética, antifungica, anti-helmintica, anti-herpética, anti-
inflamatodria, antiparasitaria, antipromastigota, antiviral, fotoprotetora,
imunossupressora, imunomoduladora e de alteracdo da permeabilidade
intestinal. Dentre os ensaios in vivo ja foram testadas também as suas
propriedades antiulcerogénica, gastroprotetora e antisecretora, analgésica, anti-
inflamatoria, anti-hipertensiva, antimalarica, antitumoral, cicatrizante, diurética,
hepatoprotetora e hipoglicemiante (BARTOLOME et al., 2013; BRANDAO et al.,
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1997; CHIANG et al., 2007; KVIECINSKI et al., 2011; NETO et al.,, 2018;
OLIVEIRA et al., 2004; SHEN et al., 2018).

Devido ao potencial farmacologico de B. pilosa e a facilidade de cultivo e
propagacao da espécie, o presente estudo buscou avaliar o potencial in vitro de
extratos hidroalcodlicos no tratamento da mastite bovina. Para isso, foram
otimizadas as condigdes de preparo do extrato e investigadas as suas atividades
antimicrobiana e antibiofilme contra S. aureus e os efeitos citotoxicos sobre

células epiteliais mamarias bovinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Mastite Bovina

A inflamac&o da glandula mamaria, denominada mastite, € uma doenca
que pode ser causada por dano mecanico, dano quimico ou, mais
frequentemente, por infecgdes microbioldgicas, que acarretam em mudancgas
fisicas e quimicas no leite. Esta é uma doenca que pode alastrar-se
silenciosamente pelo rebanho, muitas vezes sem provocar alteragdes visiveis no
leite e no animal (BARBALHO E MOTTA, 2001).

Em um levantamento realizado pela EMBRAPA (2019), mais de 80% dos
produtores de leite entrevistados apontavam a mastite bovina como a principal
doenca responsavel por perdas econémicas e com urgéncia de controle dentro
dos rebanhos. Independentemente do grau de manifestacao, esta doenga pode
interferir diretamente na qualidade e quantidade de leite produzido, impactando
nos rendimentos do produtor e também no bem-estar dos animais
(MCDOUGALL et al., 2007).

A principal causa da doencga é decorrente da entrada de microrganismos
na glandula mamaria, como algas, fungos e bactérias, sendo este o agente
etiolégico mais comum. As espécies Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus disgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli
sdo as mais frequentes (DE SA et al., 2018). Dentre essas, S. aureus é a de
maior ocorréncia nos rebanhos leiteiros, sendo o principal patégeno ligado as
inflamacdes mamarias (DE SA et al., 2018). As infeccdes causadas por esta
espécie estdo associadas com a manifestagdo da mastite subclinica, sendo
conhecidas pelo seu rapido contagio e baixa taxa de cura em funcéo da sua alta
capacidade de aderéncia aos tecidos, podendo acarretar em infecgdes cronicas
e de longa duracdo (MCDOUGALL et al., 2007; PYORALA, 2008). A capacidade
de S. aureus aderir a superficie do epitélio € decorrente da secre¢do de uma
matriz constituida por polimeros organicos, como polissacarideos, proteinas e
acidos nucleicos, que unem as células, denominada de biofilme. O mecanismo
de formacao dos biofilmes envolve quatro etapas: adeséo da bactéria ao tecido,
producado da matriz extracelular, formacao das colénias e dispersao do biofilme
(BASANISI et al., 2017; YANG et al., 2020).
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A capacidade de formacao de biofiimes, além de permitir a aderéncia e
colonizagao do interior da glandula mamaria, também dificulta a penetragao de
medicamentos e, portanto, o controle da doenga (PYORALA, 2008). Em virtude
disso, atualmente, a maior parte dos isolados produtores de biofilme séao
resistentes a antibidticos B-lactamicos, como meticilina e penicilina, amplamente
utilizados na produgédo animal, representando grave risco a saude publica
(MENDONCA et al., 2012; YANG et al., 2020). Melo et al. (2012), por exemplo,
verificaram que mais de 90% das cepas de S. aureus analisadas tinham a
capacidade de aderir fortemente a placa e apresentavam os genes relacionados
a formacao de biofilmes, estando esses associados ao fator de viruléncia na
patogenia da mastite em ruminantes.

A entrada e proliferagcdo de microrganismos na glandula mamaria pode
ocorrer a partir da transmissao de um animal infectado para o outro, denominada
mastite contagiosa, ou por microrganismos que estado no ambiente, denominada
mastite ambiental. A primeira forma, esta associada, muitas vezes, a
manifestagao subclinica da doenca, que nao apresenta sinais clinicos visiveis.
Esta manifestacéo é responsavel por 25% das perdas econbémicas em sistemas
de producao de leite, provocando alteracées em sua composicao. Devido ao
dificil diagnéstico dos casos de mastite subclinica sdo necessarios testes de
rotina para a sua detecg¢ao, como o California Mastitis Test (CMT) (PERES NETO
& ZAPPA, 2011).

Por outro lado, a mastite ambiental esta mais presente na forma clinica,
provocando alteragdes evidentes no leite, tais como a presenga de grumos e
odor caracteristico, facilmente identificaveis pelo teste da caneca de fundo preto,
além de alteracdes no ubere do animal, como edema, dor e sinais de inflamacéao
(RIBEIRO et al. 2008). Diversos microrganismos encontrados no ambiente estao
envolvidos na manifestacdo desta forma da doenca, sendo altamente
influenciada pela interagdo do animal com o ambiente e o agente patogénico.
Em casos de mastite clinica, sdo descritas as espécies Streptococcus
disgalactiae e E. coli como as principais bactérias responsaveis pela sua
manifestacdo (BASKARAN et al., 2009; DE SA et al., 2018).

Tecidos afetados pela mastite bovina podem apresentar menor
capacidade de sintese e secrecdo durante a lactagcdo. Isso pode ocorrer em

fungdo da diminuigdo da area luminal e organelas relacionadas com a sintese e
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secrecdo do leite causada pelos microrganismos, especialmente S. aureus
(NICKERSON & AKERS, 1984).

A ocorréncia da mastite bovina também esta associada com a diminui¢ao
da eficiéncia reprodutiva, sendo que essa diminuicdo se torna mais severa em
casos de mastite subclinica seguida de quadros clinicos (DALANEZ| et al., 2019;
SCHRICK et al., 2001). Além disso, a manifestacdo de casos de mastite clinica
nos primeiros 100 dias da primeira lactagéo tem influéncia na taxa de incidéncia
dessa doencga no restante da vida produtiva do animal, ou seja, quanto maior a
taxa nesses primeiros 100 dias, maiores serdo as chances de reincidéncia nas
lactagdes futuras (HERTL et al., 2018).

As agdes comumente tomadas frente a mastite bovina, consistem na
adogao de medidas profilaticas que tem por objetivo evitar o aparecimento de
novos casos da doenga em meio ao rebanho. Quando falhas no manejo sanitario
e profilatico ocorrem e a infeccéo se estabelece, o tratamento da mastite se faz

necessario.

Tratamento da Mastite Bovina

A forma mais comum de tratamento da mastite bovina é por meio da
utilizagdo de agentes antimicrobianos, visando evitar a disseminagao da doenca
para outros animais e quartos nao infectados. Esta terapia é especialmente
focada em casos clinicos, uma vez que os custos com o tratamento e descarte
do leite durante o periodo de caréncia ndo justificam economicamente sua
utilizacdo em casos subclinicos (MCDOUGALL et al., 2007). O tratamento mais
comum para quadros de mastite subclinica € a administragcao de antimicrobianos
entre os intervalos de lactagdo, denominado de terapia da vaca seca. A eficiéncia
desse tratamento esta relacionada com o grau de infeccédo, o patégeno e o
estado do animal. Vacas mais velhas, por exemplo, tendem a apresentar
respostas mais lentas e menos intensas ao antimicrobiano utilizado (OLIVER &
MURINDA et al., 2012; MCDOUGALL et al., 2007).

E importante lembrar que, para tratamentos convencionais, caso os
microrganismos nao sejam completamente eliminados, os remanescentes irdo
prosseguir com o processo de colonizagao da glandula mamaria, enfatizando a
necessidade de tratamentos eficientes para o controle desta doenga nos

rebanhos. Muitas vezes, por ndo se conhecer o patégeno ou a sua sensibilidade,
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o produtor opta pela utilizagado de antimicrobianos de amplo espectro, o que nem
sempre resulta em cura, uma vez que existem diversos outros aspectos
biolégicos envolvidos na sua erradicacdo (LANGONI et al., 2017; RIBEIRO,
2008).

Além disso, a antibioticoterapia comumente aplicada em periodos de
lactacao pode representar um risco a saude humana quando utilizada de forma
indiscriminada. No Brasil, por exemplo, existem poucas restricdes, a exemplo da
Instrucdo Normativa 26/2009 (BRASIL, 2009), quanto a comercializagao,
aquisicao e aplicacao de antibidticos para uso veterinario. Esta situacao permite
que o produtor adquira esses medicamentos livremente, podendo ser utilizados
em dosagens e periodos inadequados e, algumas vezes, sem respeitar o periodo
de caréncia estipulado pelo fabricante. Além disso, também tem sido observada
alta taxa de administragao de terapias combinadas, ou seja, a aplicagdo de mais
de um tipo de agente antimicrobiano por vez (TOMAZI & SANTOS, 2020).

A ineficiéncia desse tipo de tratamento, muitas vezes, é consequéncia da
utilizagao indiscriminada desses antimicrobianos, resultando na progressao do
um perfil de resisténcia dos microrganismos aos principios ativos mais comuns.
Em isolados de E. coli provenientes de glandulas mamarias bovinas acometidas
por casos de diferentes severidades de mastite, mais de 90% (n=114)
mostraram-se resistentes a multiplos antimicrobianos, incluindo bacitracina,
cloxacilina e lincomicina (GUERRA et al., 2020).

Em um estudo realizado na China, mais de 90% (n=88) dos isolados de
S. disgalactiae, provenientes de amostras de leite de vacas com mastite,
expressaram resisténcia a mais de um dos oito antimicrobianos testados. Além
disso, 32% desses isolados foram positivos para a presenca de genes de
resisténcia (ZHANG et al, 2018).

Mesmo que o periodo de caréncia seja respeitado no que diz respeito a
comercializagao do leite, a presenga de antimicrobianos pode representar ainda
um problema ambiental. Isto porque € pratica comum nas propriedades realizar
o descarte desse leite no ambiente ou servi-lo para os bezerros em fase de
aleitamento. O fornecimento do leite de descarte, que na maioria das vezes
contém residuos significativos de antibiéticos, além de poder provocar diarreia
aos bezerros, comprometendo a sua microbiota intestinal, pode levar a um

quadro de resisténcia dos microrganismos intestinais aqueles farmacos (RICCI
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et al., 2017). Em um estudo realizado na Califérnia TEMPINI et al. (2018), por
exemplo, observaram que 60% das amostras de leite cru destinado ao
aleitamento de bezerras apresentavam residuos de trés classes de antibidticos
acima do permitido, sendo 44% antibidticos (B-lactamicos. A presenca desta
classe de antibidticos no leite ainda se mostrou altamente relacionada com a
presencga de S. aureus nas amostras (TEMPINI et al., 2018).

Diante das consequéncias da utilizacdo indiscriminada dos
antimicrobianos comerciais, a busca por alternativas de tratamento para a
mastite bovina tem se intensificado. O Brasil contém em sua extensao mais de
um terco da flora mundial, conferindo ao pais um potencial nicho de mercado
que é a descoberta de novas plantas com potencial terapéutico (YUNES et al.,
2001).

Produtos Naturais

O uso terapéutico das plantas esta relacionado a presenga de compostos
quimicos pertencentes ao metabolismo secundario vegetal. Tais metabdlitos
estdo restritos a um numero limitado de organismos, que embora ndo sejam
essenciais, garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e perpetuagdo em seu
ecossistema (SIMOES, 2016). Estes que foram durante muito tempo
considerados como produtos da excregao vegetal, sdo atualmente reconhecidos
por seu envolvimento nos mecanismos de adaptagao ao meio onde a planta vive.
Dentre as fungdes atribuidas aos metabdlitos secundarios estdao: defesa contra
herbivoros e microrganismos, prote¢cao contra raios UV, atragc&o de polinizadores
ou animais dispersores de sementes e alelopatia (SIMOES, 2016).

Os principais grupos de metabdlitos secundarios encontrados em plantas
sdo os compostos fendlicos, os terpenos e esterdides e os alcaldides
(FUMAGALI et al, 2008). Os acidos fendlicos sado estruturas aromaticas
sintetizadas a partir da fenilananina e encontradas em abundancia nas plantas,
sendo reconhecidos pela sua atividade antioxidante. Dentre os compostos
fendlicos de maior relevancia para o presente trabalho, encontram-se os
flavonoides. Estes sao classificados em 14 grupos formados por um esqueleto
de 15 carbonos, incluindo um anel aromatico (B) que pode se encontrar na

posicdo 2, 3 ou 4 (figura 1). Estes compostos possuem diversas atividades
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bioldgicas, sendo especialmente reconhecidos por desempenharem atividade
antioxidante (SEIGLER, 1998).

Figura 1: Estrutura basica de um flavonoide.

Dentre as diversas classes de flavonoides, estdo as antocianinas (figura
2), importantes pigmentos responsaveis pelas cores vermelha, azul e violeta de
flores e frutos. Estes compostos sdo especialmente acumulados nas plantas em
resposta ao estresse ou ao ataque de patdgenos, deficiéncia de minerais e
estresse hidrico. A pigmentagcao desencadeada por esta classe € um fator
importante na dispersao de frutos e pdlen pelos animais, além de poder atuar,

em alguns casos, na resisténcia a insetos (SEIGLER, 1998).
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Figura 2: Estrutura da antocianina peonidina.

Finalmente, as proantocianidinas, também conhecidas como taninos

condensados, sdo moléculas formadas por unidades de flavonoides, como
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flavan-3-0is (catequina) e flavano-3,4-diol. Dentro desta casse encontramos as
procianidinas (figura 3), compostos formados a partir de moléculas de catequina
e epicatequina. Tais compostos sdo especialmente reconhecidos pela sua

atividade bioldgica frente a patdégenos e microrganismos (SEIGLER, 1998).

OH
OH
OH
OH
OH

Figura 3: Procianidina B2.

O conhecimento popular sobre o uso das plantas no tratamento de
doencas é uma pratica, ainda hoje, amplamente difundida na sociedade (HUGES
et al.,, 2019; MANYA et al., 2020). Este conhecimento vem sendo transmitido
empiricamente de uma geragao a outra desde a Antiguidade. Nos papiros de
Ebers, no Egito, por exemplo, estavam catalogadas mais de 120 plantas
medicinais. J& na ldade Média, os estudos com plantas medicinais foram
brevemente esquecidos com a ascensao da igreja catolica. Estes estudos foram
retomados no século Xlll, mas apenas no século XV foi realizada a impresséao
do primeiro livro relacionado ao cultivo de plantas medicinais. Apos este periodo,
diversos avangos no conhecimento acerca do potencial e formas de utilizagao
dessas plantas foram obtidos (JUTE et al., 2017).

As plantas medicinais constituem o alicerce da medicina tradicional. Com
0 avancgo da quimica, diversos compostos quimicos foram isolados das plantas
para fins terapéuticos. Dentre eles, destacam-se a salicina, presente na casca
do salgueiro (Salix alba) a qual serviu para a sintese quimica do acido
acetilsalicilico (aspirina), o paclitaxel, extraido das cascas de Taxus brevifolia

utilizado no tratamento de cancer, e a morfina, extraida das flores da papoula
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(Papaver somniferum) e utilizada até hoje como um dos mais potentes
analgésicos (VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Através destes avancos e da obtengdo de estratégias de obtencdo de
moléculas sintéticas, os estudos acerca do potencial e cultivo das plantas
medicinais foi deixado de lado. Entretanto, de acordo com o surgimento da
necessidade de novos compostos e agdes sinérgicas entre compostos ativos,
bem como com o objetivo de aprofundar conhecimentos acerca do
funcionamento de compostos no organismo, tem sido observado um novo
avango na ciéncia que busca conhecer mais sobre as propriedades terapéuticas
das plantas medicinais. Dentre os mais de 950 medicamentos fitoterapicos
registrados na ANVISA, atualmente, 230 destes estédo validos (ANVISA, 2020).
Isso demonstra a importdncia das plantas na terapia de enfermidades,
especialmente considerando a dificuldade de mimetizar o sinergismo e a
diversidade de moléculas existentes na natureza através da sintese quimica
(VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Além do uso em humanos, as plantas medicinais sdo também usadas na
medicina veterinaria, especialmente naquelas propriedades rurais em que nao
se tem facil acesso aos medicamentos alopaticos. O uso na medicina veterinaria
inclui especialmente o controle de ectoparasitas (SINGH et al., 2016;
WELLINGTON et al., 2017), endoparasitas (CENCI et al., 2007; BAHMANI et al.,
2014), infeccoes (BASKARAN et al., 2009) e inflamacgdes (LI et al., 2019). Muitas
vezes a utilizagao de plantas na saude de familias rurais vem ao encontro com
as informacgdes descritas na literatura (REZENDE & COCCO, 2002; YUNES et
al., 2011).

Além disso, é importante destacar que o tratamento a base de plantas
pode subsidiar as criagbes organicas. Nesses sistemas, existem severas
restricbes na legislacdo quanto ao uso de medicamentos comerciais, incluindo
antimicrobianos e outras substancias sintéticas. Segundo a IN 46/2011 (BRASIL,
2011) independente da frequéncia e da doenca que o animal € acometido, sao
permitidas a administracdo de medicamentos alopaticos por, no maximo, duas
vezes ao ano, sem poder comercializar o leite dos animais durante o tempo
correspondente a duas vezes o periodo de caréncia estipulado na bula do
medicamento ministrado, obedecendo o prazo minimo de 96 horas. Caso seja

necessaria a aplicagdo de um numero maior de tratamentos, o animal deve ser
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retirado do sistema organico. Na IN46/2011 (BRASIL, 2011), consta a relagao de
medicamentos permitidos na prevencao e tratamento de enfermidades dos
animais criados em sistema organico, estando entre eles os fitoterapicos.

O potencial das plantas medicinais esta também relacionado ao fato
destas serem matrizes complexas, podendo haver um sinergismo entre os seus
componentes, os quais podem conferir mais de uma agao frente ao patégeno,
dificultando, por exemplo, o desenvolvimento de resisténcia (LU et al., 2016) Os
extratos de plantas das espécies Artemisia vulgaris, Ageratina adnophora,
Euterpe oleracea, Indigofera oblongifolia, Rosmarinus officinalis, Anacardium
occidentale, Pimpinella anisum e Moringa estenopetala, por exemplo, mostraram
atividade antimicrobiana contra isolados de S. aureus resistentes a
antimicrobianos convencionais, sendo também capazes, em alguns casos, de
inibir a formacéao de biofilmes (DKHIL et al., 2020; MANANDHAR et al., 2019;
MANILAL et al., 2020; SILVA et al., 2007; SANTOS et al., 2018; ZAYED et al.,
2020). Visto que a mastite representa um entrave mundial, outras plantas como
Eucalyptus globulus, Persicaria pensylvania, Brassica oleracea, Plectranthus
ornatos, Lepidium virginicum, Commiphora leptophloeos e Juglans regia foram
estudadas e demonstraram o0 mesmo potencial, desta vez frente a
microrganismos relacionados com a manifestacdo da mastite bovina, incluindo
S. aureus (ALONSO et al., 2020; GOMES et al., 2019; NASCIMENTO et al.,
2017; SANTOS et al., 2019; SILVA et al., 2019)

E importante destacar que nos estudos de avaliagdo do potencial das
plantas para o tratamento da mastite bovina os resultados obtidos sao, na
maioria das vezes, a partir de testes antimicrobianos in vitro. O uso desses
modelos que substituem ou reduzem o numero de animais é resultado da
pressao de varios setores da sociedade para que o uso de animais na pesquisa
e no ensino seja reduzido. No entanto, no caso da busca de novos produtos para
a mastite bovina, é preciso incluir além de ensaios antimicrobianos, testes in vitro
que avaliem os efeitos sobre os animais.

Neste sentido, o grupo de pesquisa do LABINAT (CCA/UFSC) tem se
dedicado a padronizagdo de metodologias in vitro com explantes da glandula
mamaria e ceélulas epiteliais mamarias bovinas que possam garantir maior
eficacia e seguranca para os modelos in vivo nos estudos de desenvolvimento

de novos antimicrobianos para a mastite bovina. Fiodalisi et al. (2014), por
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exemplo, padronizaram o uso de explantes da glandula mamaria em testes in
vitro para avaliar o efeito de extratos de prépolis. Um outro modelo também com
explantes mamarios foi padronizado por Pinheiro Machado et al. (2020) para
estudar a capacidade de permeacio e retencdo de compostos fendlicos do
extrato de macela e nanoemulsionado em sistema de célula de Franz.

Além dos estudos com explantes, varios outros testes in vitro com células
epiteliais mamarias bovinas da linhagem MAC-T ja foram realizados pelo grupo
de pesquisa do LABINAT, incluindo a avaliacao da citotoxicidade, tipo de morte
celular e citoprotecao de diferentes extratos de plantas. O uso das células MAC-
T possui algumas vantagens em relagdo aos explantes, tais como, rapida
replicagdo, homogeneidade e menor chance de contaminagdo em relagado aos
explantes (HUYNH et al., 1995). Estes ensaios, mesmo que n&o substituam os

testes in vivo e ex vivo garantem a segurancga e eficacia dos produtos em teste.

Bidens pilosa

Em meio a diversidade de plantas com potencial terapéutico, a espécie
Bidens pilosa (figura 4), popularmente conhecida como “picao preto”, é uma
planta invasora de lavouras. Esta espécie possui rapido desenvolvimento e alta
producao e dissipacdo de sementes em condi¢des tropicais, o que colaborou
para o seu processo de naturalizacdo no Brasil, onde pode ser encontrada
durante todo o ano (LORENZI, 2002). Esta espécie é originaria da Africa, mas
devido ao clima propicio ao seu desenvolvimento, ja pode ser encontrada em
grande parte da Asia e América do Sul, incluindo toda a extens&o do territério
brasileiro (LORENZI, 2002).
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Figura 4: Inflorescéncia de Bidens pilosa (Fonte: Silva et al., 2011).

Tradicionalmente esta planta € utilizada na forma de cha a partir da
infusdo de suas folhas em agua quente. Seu uso popular abrange o tratamento
de ictericia, ulceras, infecgdes e inflamagdes (ANVISA, 2010). Diversos registros
na literatura evidenciaram o potencial de extratos de B. pilosa na medicina, tais
como antimalaria (OLIVEIRA et al., 2004; BRANDAO et al., 1997), antitumoral
(KVIECINSKI et al., 2011; SHEN et al., 2018), frente a infecgbes (NETO et al.,
2018) e no combate a diabetes (CHIANG et al., 2007). Estdo também descritos
estudos in vivo de formulagdes e extratos contendo B. pilosa para o tratamento
de mucosite oral induzida por quimio e radioterapias (FILHO et al., 2018), como
anti-hiperglicemiante (HSU et al., 2008), na modulagdo da diferenciacdo das
células T de pacientes diabéticos (CHIANG et al., 2007) e no combate a
infeccbes causadas por Candida albicans em ratos (CHUNG et al, 2016). Devido
as inumeras atividades biologicas ja descritas para os extratos de B. pilosa,
recentemente esta planta foi incluida na RDC N°10 de 2010, sendo indicada pela
ANVISA para o tratamento de ictericias (ANVISA, 2010).

No que diz respeito a composi¢cdo quimica, ha uma grande variedade de
compostos quimicos ja descritos nos extratos de B. pilosa, sendo os de maior
ocorréncia os pertencentes ao grupo dos flavonoides e dos poliacetilenos. Além
das classes mencionadas, estdo também descritos esteroides, terpenos,
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hidrocarbonetos alifaticos, alcoois, acidos carboxilicos, derivados do acido
benzoico, aldeidos, cumarinas e outras classes de fenilpropanoides, porfirinas,
substancias nitrogenadas e sulfuradas (BARTOLOME et al., 2013; HU et al.,
2018).

Dentre os acetilenos, o C13-acetileno destaca-se como o mais abundante
nas folhas, caule e raiz. Além dele, também foram identificados 9 tipos de
poliacetilenos glicosideos (SILVA et al, 2011). Dentre os compostos fendlicos,
uma fonte de derivados de acidos cafeicoquininicos e flavonoides glicosideos ja
foram encontrados, tendo sido atribuido a eles forte acdo antioxidante capazes
de inibirem a produgdo de mediadores de inflamacdo em macrofagos (CHIANG
et al., 2004).

Estudos prévios também demonstraram que diferentes partes da planta
possuem composig¢ao quimica distinta (CHAVASCO et al., 2014). Os extratos
das flores e folhas, por exemplo, possuem alcaloides, flavonoides, taninos e
saponinas, enquanto caule e raizes possuem apenas taninos e saponinas
(CHAVASCO et al, 2014). Maiores conteudos de flavonoides foram também
encontrados nas folhas em comparacgao ao caule e raiz (CHAVASCO tal., 2014).

De maneira geral, os extratos de B. pilosa sao também reconhecidos pelo
seu potencial antimicrobiano, incluindo bactérias gram-positivas e gram-
negativas (BAIRWA et al., 2010; ROJAS et al, 2006; MATHUR et al., 2010; DEBA
et al., 2008; SILVA et al, 2014; PANDA et al., 2020). No estudo realizado por
CHAVASCO et al. (2014), os extratos das raizes e caule de B. pilosa nao
afetaram o crescimento de bactérias gram-negativas, diferente dos extratos das
folhas e flores. O extrato hidroalcodlico de B. pilosa também mostrou atividade
(CIM 51,7 mg/mL) contra cepas de S. aureus resistente a meticilina.

Dentre os estudos de atividade antimicrobiana, o realizado por
Krummenauer et al. (2019) avaliaram o potencial dos extratos de B. pilosa frente
a microrganismos causadores da mastite bovina. Segundo aqueles autores, o
decocto mostrou atividade frente a isolados de S. aureus de leite mastitico.
Entretanto, este ndo foi capaz de controlar o crescimento de Corynebacterium

bovis.

Devido aos inumeros usos populares, o potencial antimicrobiano

previamente demonstrado e as caracteristicas agronémicas de interesse, i.e.,
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rapido cultivo e propagacao, a bioprospecgdo da atividade dos extratos de
Bidens pilosa no tratamento da mastite bovina se justifica, podendo representar
uma alternativa ao uso dos antimicrobianos convencionais para os sistemas de

producao sustentaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar através de ensaios in vitro o potencial do extrato hidroalcéolico de

Bidens pilosa no tratamento da mastite bovina.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar os teores de fendlicos e flavonoides totais na parte aérea de
B. pilosa utilizando diferentes tempos de extragéo (4 h, 48 h e 7 dias)
hidroalcoolica (etanol 70%, v/v);

2. Determinar a atividade antioxidante dos extratos de B. pilosa;

3. Caracterizar os extratos hidroalcéolicos de B. pilosa apés fracionamento
utilizando o método de extragdo em fase sélida (EFS) com cartuchos C-
18 via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

4. Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de B. pilosa contra a cepa
padrao de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e isolados de leite
mastitico;

5. Avaliar a citotoxidade do extrato de B. pilosa sobre células epiteliais
mamarias bovina da linhagem MAC-T;

6. Avaliar a atividade antibiofime do extrato de B. pilosa quanto a
capacidade de inibicdo da formagcdao e da erradicagcao de biofilmes

produzido por S. aureus.
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ARTIGO

AVALIACAQ in vitro DE EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE Bidens
pilosa (PICAO PRETO) NO TRATAMENTO DA MASTITE BOVINA:
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIBIOFILME E CITOTOXICA

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de B.
pilosa, espécie invasora e de facil disseminagdo, no desenvolvimento de
alternativa sustentavel para o tratamento da mastite bovina. Para isso, 3 extratos
foram preparados usando diferentes tempos de extragéo (4 h, 48 h e 7 dias) com
etanol 70% e foram determinadas as atividades antimicrobiana e antibiofilme
contra S. aureus, bem como a citotoxidade sobre células epiteliais mamaria
bovina (MAC-T). Os extratos preparados com 4 h e 48 h (EB-4 e EB-48) tinham
teores de fendlicos e flavonoides totais superiores ao extrato preparado com 7
dias (EB-7). As atividades antioxidantes para os extratos E-4, EB-48 e EB-7
foram 80,7%, 79,5% e 56,3%, respectivamente, estando fortemente
correlacionados aos teores de fendlicos e flavonoides totais (acima de R?=0,8).
A andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos extratos apds
fracionamento utilizando a técnica de extragdo em fase solida (EFS) revelou que
os flavondis eram o grupo majoritario para os extratos EB-4 e EB-48 e os acidos
fendlicos para o EB-7. Apesar das diferengas quimicas encontradas, todos os
extratos mostraram atividade antimicrobiana similar, com um valor de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de 0,3 mg/mL. A IC50 no ensaio de
citotoxidade do EB-4 foi 0,156 mg/mL, cerca da metade do valor da CIM. O
extrato EB-4 promoveu ainda 100% da inibicdo da formacgéo e erradicagédo de
biofilme pré-formado na concentracdo de 2 mg/mL. Os resultados encontrados
evidenciaram o potencial dos extratos de B. pilosa, em particular o EB-4, no
tratamento da mastite bovina causada por S. aureus, os quais poderao constituir
uma alternativa sustentavel para os sistemas organicos ou agroecologicos.

INTRODUGAO

A Bidens pilosa € uma planta invasora de lavouras, naturalizada e
altamente presente em todo o territério brasileiro devido a sua rapida dissipagao
e adaptacao ao clima do pais. Esta planta foi adicionada ao RDC 10/2010 da
ANVISA, onde foi indicada para o tratamento de ulceras e ictericia (ANVISA,
2020). Popularmente, esta espécie vem sendo utilizada na forma de chas, que

podem ser obtidos a partir de infusdo e decoccdo de todas as suas partes,
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incluindo a parte aérea, caule e raizes. E reconhecida por seu potencial
antiinflamatério e antimicrobiano e no tratamento de lesbes e de problemas
gastrointestinais (BARTOLOME et al., 2013; NETO et al. 2018; RIBEIRO et al.,
2017). Além disso, a agao citotoxica dessa espécie frente a diferentes tipos de
células tumorais esta relatada na literatura (KVIECINSKI et al., 2011; SHEN et
al., 2018).

A diversidade de potencial terapéutico para esta espécie deve estar
relacionada a sua ampla variedade de metabdlitos secundarios. Elevados
conteudos de fendlicos e poliacetilenos, por exemplo, nos extratos de B. pilosa
tém sido relacionados com as atividades moduladoras das células T,
hepatoprotegdo, atividade antimicrobiana e atividade antimalarica (CHIANG et
al, 2007; OLIVEIRA et al., 2004; YANG et al., 2014; YUAN et al., 2008). Além
desses, os esteroides, terpenos, hidrocarbonetos alifaticos, alcoois, acidos
carboxilicos, derivados do acido benzoico, aldeidos, cumarinas e outras classes
de fenilpropanoides, porfirinas, substancias nitrogenadas e sulfuradas foram
também descritos para esta espécie (BARTOLOME et al., 2013; HU et al., 2018).

Diante do exposto, é possivel que a utilizacdo dos extratos dessa planta
possa se estender também a medicina veterinaria, no tratamento de
enfermidades de animais. A mastite bovina, por exemplo, € uma doenca
infectocontagiosa, caracterizada pela inflamagéo das glandulas mamarias, que
acomete rebanhos leiteiros por todo o mundo. Esta doenga causa grandes
perdas econémicas em funcéo do rapido contagio, altos custos com tratamento
e dificuldade de diagndstico (PERES NETO & ZAPPA, 2011; ROESCH et al.,
2007).

Estudos prévios ja demonstraram o potencial antimicrobiano dos extratos
de B. pilosa frente bactérias gram-positivas e gram-negativas (BAIRWA et al.,
2010; ROJAS et al, 2006; MATHUR et al., 2010; DEBA et al., 2008; SILVA et al,
2014; PANDA et al., 2020; KULSOOM et al., 2015), incluindo microrganismos
causadores da mastite bovina (Krummenauer et al., 2019).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a
atividade antimicrobiana, antibiofiime e citotoxica dos extratos de B. pilosa,

visando o seu uso no tratamento da mastite bovina.

27



MATERIAL E METODOS

Coleta das Plantas

As plantas de B. pilosa foram coletadas em margo de 2019 na area de
lavoura da Fazenda Experimental da Ressacada (27° 41’ 06.28” S; 48°32’ 38.81”
O) (UFSC) em periodo entre cultivos de milho. Conforme a lei n® 13.123/2015,
cadastrada no Sistema Nacional De Gestdo Do Patrimbénio Genético (SisGen)
sob o registro A29CCC6 (anexo 1). No laboratério, a parte aérea foi separada
manualmente e o excesso de terra e sujidades foram retirados com agua
corrente. As plantas foram entdo secas em estufa de circulagdo forgada de ar
(45°C) até peso constante. Posteriormente, o material vegetal foi triturado em
moedor de graos (Hamilton Beach, modelo 150W) até a obtengédo de um po fino

e entdo armazenado a -80°C para posterior analise.

Preparagao dos extratos

Os extratos foram preparados através da adicédo de etanol 70% (v/v) a
amostra (1:100 m/v), seguido de agitagado constante por 4 h, 48 h e 7 dias a
temperatura ambiente. Os extratos extraidos durante 7 dias foram mantidos em
banho maria tipo Dubnoff (SOLAB) a temperatura ambiente. Posteriormente, o
solvente organico foi totalmente removido em evaporador rotativo a 50°C, para
a obtencao do extrato bruto (EB). A fase aquosa dos EB foram armazenados a -

80°C e utilizados nos ensaios subsequentes.

Determinagao da matéria seca

Para a determinacgao do teor de matéria seca, os extratos foram secos em
estufa de circulacao forcada de ar (60°C). Apds 2 h em dessecador, as amostras
foram pesadas e retornaram a estufa. Este procedimento foi repetido até que as
amostras atingissem peso constante. As avaliacbes foram realizadas em

triplicatas.

Caracterizagdo quimica dos extratos

Fendlicos Totais
A determinacgao dos teores de fendlicos totais foi realizada utilizando-se o
método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 1965). Brevemente, foram
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acrescidos 300 uL da amostra diluida (1:10, v/v) em 1,5 mL do reagente Folin
Ciocalteu diluido (1:10, v/v) e 1,2 mL de Na2COs (7%, m/v). As amostras foram
entdo mantidas ao abrigo da luz por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida,
os valores de absorbancia foram determinados em espectrofotometro a 765 nm.
A concentragao foi calculada através da equacao da reta obtida com a curva
padrao de acido galico (y=0,0169x; r?=0,9918).

Flavonoides Totais

A determinagao dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo a
metodologia descrita por Popova et al. (2004). Para isso, foram acrescidos 500
uL da amostra diluida (1:10, v/v) em 500 pL de AICI3 (2% em metanol) e 2,5 mL
de EtOH. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz por 30 min a temperatura
ambiente. Em seguida, os valores de absorbancia foram determinados a 425 nm.
A concentragao foi calculada através da equacao da reta obtida com a curva
padrao de quercetina (y=0,0104x; r?=0,9971).

Fracionamento por extragao em fase sdlida (EFS)

O fracionamento dos extratos para a caracterizagao das principais classes
de compostos fendlicos foi realizada com cartuchos C18 (Sep-Pak®), conforme
metodologia descrita por Jaworski & Lee (1987) e Oszmianski et al. (1988). Os
EB tiveram seu pH ajustado para neutro (pH 7,0) com NaOH 5N e 0,5 mL foram
passados através de cartuchos pré-condicionados neutros com agua pH 7
(cartucho 1). Neste, compostos como os acidos fendélicos ndo foram fixados e,
apos lavagem do cartucho com agua (pH 7,0) houve a sua eluigdo. Apds, o pH
desta amostra foi diminuido para 2,0 com HCI 0,1 N e passada em um segundo
cartucho pré-condicionado com agua pH 2 (cartucho 2), obtendo-se a primeira
fracdo. O cartucho 1 foi eluido novamente com 2,5 mL de acetonitrila 16% em
pH 2,0, obtendo-se assim a segunda fragdo. Em seguida o cartucho 2 foi eluido
novamente com 10 mL de acetato de etila para obtencado da terceira fracao.
Finalmente, o0 mesmo cartucho foi ainda eluido com 2,5 mL de metanol para
obtencao da quarta fragdo. A fase organica de todas as fragdes foi evaporada

com N2 gasoso e, os residuos ressuspendidos em 1 mL de metanol. As fragbes
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(F1, F2, F3 e F4) foram analisadas via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE). Os fracionamentos foram realizados em duplicatas.

Contribuigcao relativa das diferentes classes de compostos obtidas via EFS
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A analise das fragdes foi realizada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Thermo Scientific UltiMate 3000 RS Dual System), utilizando-se uma
coluna C18 (4,6 x 250 mm; 5um; 120 A) (AcclaimTM120, Thermo Scientific©). A
fase mével consistiu de agua Milli-Q acidificada com 1% de acido acético (A) e
metanol (B). A elui¢do foi realizada em um fluxo de 1,0 mL/min, utilizando-se o
seguinte gradiente: 0-5 min, 90% A; 5-25 min, 30% A; 25-37 min, 90% A. A
deteccao dos compostos de interesse foi realizada em detector UV-Vis em 240,
260, 280 e 320 nm. Para a identificacdo da representatividade de cada fragao,
realizou-se o somatodrio das areas obtidas a 280 nm. A quantificacéo foi realizada
através de uma curva padrdo externa de acido galico para a fragdo 1,
epigalocatequina para a fragao 2, e quercetina para as fragoes 3 e 4. Para cada
duplicata das fragdes, foram realizadas duas injegdes, totalizando 4 injegdes por

fracao.

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) descrito por BRAND-WILLIAMS et al. (1995).
Brevemente, foram acrescidos 200 yL da amostra em 2800 uL de DPPH. As
amostras foram incubadas ao abrigo da luz, em temperatura ambiente, por 30
min, para posterior leitura em espectrofotdbmetro a 510 nm. A formula utilizada

para a quantificacao da atividade antioxidante dos extratos foi:

%ANTIOXIDANTE = (((ABSamostra — ABScontrole)/ ABSamostra) *100)

Onde, ABSamostra corresponde a absorbancia da amostra e ABScontrole

corresponde a absorbancia do controle (agua).
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Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada utilizando-se a
técnica de microdiluigdo em caldo Mueller-Hinton (MH) seguindo a Norma de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS, 2016). Para
isso, diferentes concentracdes (50% a 0,4%, v/v) dos extratos foram testados
frente a cepa padrdo de S. aureus ATCC 25923 e nove isolados de leite mastitico
obtidos na bacterioteca do LABINAT (UFSC). O teste consistiu na adigao de 100
WL de diluices seriadas dos extratos a 100 puL de caldo Mueller Hinton (MH) e
10 uL da suspensdo bacteriana contendo 5x10° UFC/mL. A densidade da
suspensdo bacteriana foi padronizada em espectrofotbmetro a 620 nm para
5x108 UFC/mL e posteriormente diluida para a densidade utilizada no teste. Além
das diferentes concentragdes dos extratos, o ensaio incluiu dois controles, sendo
um deles o controle positivo (caldo MH acrescido do inéculo) e um negativo,
contendo as diferentes concentragdes dos extratos em caldo MH, sem o indculo.
As microplacas foram entdo incubadas a 37°C por 24 h. Apés a incubacgao, o
valor das absorbancias dos pogos das microplacas foi determinado a 625 nm em
espectrofotometro (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc) para calculo da
porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano. Para isso, utilizou-se a

seguinte férmula:

%ICB=(1-((absTRAT — absCN) / absCP))*100)

Onde, absTRAT corresponde a absorbancia do tratamento, absCN
corresponde a absorbancia do Controle Negativo e absCP corresponde a
absorbancia do Controle Positivo. Apds a leitura das microplacas, 50 yL do
revelador resazurina (100 pg/mL) foram adicionados aos pogos para a
confirmacéo visual da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Apds a adigao do
revelador, as microplacas foram novamente incubadas a 37°C por 60 min. Com
0 uso deste revelador, a auséncia de crescimento bacteriano € detectada pela
cor azul e a presenga de crescimento pela cor rosa. A mudanga de cor do meio
€ resultado da atividade metabdlica das células viaveis, com a oxirredugcéo da
resazurina em resorufina. O resultado das leituras no espectrofotdbmetro e da

resazurina foram comparados.
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Atividade antibiofilme

Em funcgao dos resultados obtidos nos ensaios anteriores, o extrato EB-4
foi selecionado para os ensaios biologicos seguintes. O potencial do EB-4 em
inibir a formacao de biofilme e erradicar biofilme pré-formado foi determinado
utilizando-se a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2007) com
modifica¢des. Inicialmente, 3 a 5 colonias de S. aureus foram incubadas em 5
mL de caldo TSB (suplementado com 1% de glicose) em estufa a 35°C, por 24
h. Foram utilizados nesse ensaio a cepa padrao ATCC 25923 e 4 isolados de
leite mastitico formadores moderados de biofilme conforme determinado por
Pinheiro Machado (2020).

Para o ensaio de inibigao da formagao de biofilme, a cultura bacteriana foi
padronizada a 1,5x108 UFC/mL em meio TSB e transferida para placas de 96
pocos (100 uL/pogo) juntamente com diferentes concentragcées do EB-4 (50% a
0,4%, v/v) (100uL/pogo) por 48 h. Apds este periodo, as microplacas foram
lavadas com PBS (pH 7,4) por 3 vezes e secas em estufa de ventilagao forcada
de ar (60°C). Posteriormente, 200 uL de metanol foram adicionados a cada um
dos pocos e as microplacas incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Apos
secagem em estufa (60°C), foi realizada a adigéo do cristal violeta (2%, v/v) a
cada um dos pocgos, seguido de incubagao por 20 min. Para a remogédo do
excesso de corante, as microplacas foram novamente lavadas com PBS,
seguido de secagem e adicao do acido acético 33% (200 uL). Os valores de
absorbancias foram determinados em espectrofotdmetro de microplacas (EL808,
Bio-Tek Instruments, Inc) a 570 nm, para posterior calculo da porcentagem de
inibicado na formacéao de biofilme.

Para a realizagdo do ensaio de erradicacao de biofilme pré-formado foi
realizada a incubagao da suspensao bacteriana em microplaca de 96 pocos (100
uL/pogo) durante 24 h para a formagao do biofilme. Apds este periodo, o meio
foi substituido por um novo, contendo as diferentes concentragées do extrato
EB-4 (50% a 0,4%, v/v) e incubado em estufa por mais 48 h a 35°C.
Posteriormente, procedeu-se com a lavagem, coloracdo e leitura conforme
descrito acima para o ensaio de inibicdo da formacao de biofilme. Todos os
ensaios possuiam dois controles negativo (caldo TSB e caldo TSB + extrato) e

um controle positivo (caldo TSB + in6culo) que passaram pelo mesmo processo.
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Para o calculo da porcentagem de inibigdo e erradicacdo do biofilme,

utilizou-se a seguinte férmula:

%IB=((1-((absTRAT - absCP) / (absCN - absCP)))*100)

Onde, absTRAT corresponde a absorbancia do tratamento, absCN
corresponde a absorbancia do Controle Negativo e absCP corresponde a
absorbancia do Controle Positivo.

Além da determinagdo do potencial antibiofiime do extrato usando o
corante cristal violeta, para os dois testes determinou-se ainda em outras
microplacas, a atividade metabdlica existente através da adicdo do revelador
resazurina. Para isso, apos os periodos de incubagdo com as diferentes
concentragdes do extrato, o meio foi retirado e 100 uL de agua estéril e 50 uL do
revelador resazurina foram adicionados, seguido de incubagdo por 60 min
(352C). Apds esse periodo, foi realizada a observagao visual da mudancga de cor
dos pocgos conforme mencionado anteriormente. As microplacas foram entao
incubadas em banho de ultrassom (Ultronic USC-1600, 40 kHz) por 5 min e o
conteudo dos pocos que permaneceram azuis, e as concentragdes acima, foi
semeado em placas de petri contendo meio BHI (brain and heart infusion). As
placas foram entdo incubadas por 24 h a 35°C. Apds esse periodo determinou-

se 0 numero de colbnias.

Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxidade do EB-4 foi realizada utilizando células
epiteliais da glandula mamaria bovina de linhagem MAC-T através do método do
brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para isso, as
células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB/ GIBCO), 4,5 g/L de glucose
(Sigma Aldrich), 1 mM piruvato de sodio (Sigma-Aldrich), 1,5 g/L de bicarbonato
de sadio (Vetec), 5 ug/mL de insulina (Himulin® Lilly) e 1 ug/mL de hidrocortisona
(Sigma-Aldrich) mantidas por, pelo menos, 48 h a 37°C com atmosfera
modificada contendo 5% de CO2. Ao atingirem ao menos 70% de confluéncia,
as células foram transferidas para microplacas de 96 pogos a uma densidade de

100.000 células/poco. Aproximadamente 24 h apds o plaqueamento, 0 meio de
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cultura contendo as células ja aderidas a placa foi substituido pelo meio
acrescido das diferentes concentra¢des do extrato (10% a 0,03%, v/v). Apos 24
h a 37°C em atmosfera modificada contendo 5% de CO2, foi realizada a adi¢ao
do MTT (0,5 mg/mL) seguido de nova incubagao por 2,5 h e posterior dissolugéo
dos cristais com DMSO (100 uL). Neste ensaio, foi realizada a quantificagcao da
metabolizacdo do MTT presente no meio pela atividade metabdlica celular ligada
ao NADH e NADHP, formando cristais de formazan (cristais de cor azul). Assim,
a quantidade de formazan foi determinada em espectrofotdmetro de microplacas
a 546 nm (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc) e considerada diretamente
proporcional ao numero de células viaveis. O controle (i.e. meio fresco sem o
extrato) foi considerado como 100% de células viaveis. O experimento foi

realizado em triplicata.

Analise Estatistica

Os resultados dos conteudos de fendlicos e flavondides totais, atividade
antioxidante e do fracionamento por EFS foram analisados através do teste de
ANOVA, seguido do teste de Tukey para a separagao de médias (p> 0,05). Além
disso, foi determinada a correlacdo dos conteudos de fendlicos e flavonoides
totais com a atividade antioxidante através de regressao linear. A IC50 da
avaliagao da citotoxidade foi determinada através de teste de regressdo nao

linear. Todas as analises foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo quimica dos extratos

O conteudo de fendlicos e flavonoides totais foi significativamente maior
nos EB-4 e EB-48 do que no EB-7 (tabela 1). Para todos os extratos, cerca da
metade do conteudo de fendlicos foi representada pelos flavonoides. No EB-7,
0s menores conteudos encontrados devem-se provavelmente a degradagao dos
compostos em fungao do maior tempo de extragao utilizado. Isso pode ocorrer
em fungao da rapida degradacao dos metabdlitos secundarios na presencga de
luz, oxigénio e temperaturas elevadas, o que pode interferir no seu potencial
bioldgico (SIMOES et al., 2016).
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TABELA 1: Conteudo* de fendlicos e flavonoides totais (mg.g-1) nos extratos
bruto da parte aérea de B. pilosa apés 4 h (EB-4), 48 h (EB-48 ) e 7 dias (EB-7)
de extracdo com etanol 70% (v/v).

Classes de EB-4 EB-48 EB-7
compostos

Fenolicos 21,4514 A 19,07+1,4 A 15,98+0,6 B
Flavonoéides 12,75+1,03 A 10,65+0,7 A 8,3t0,4 B

. * Média de trés extragdes independentes + desvio padrado. Letras diferentes em uma mesma linha indicam
diferenca estatistica entre os extratos.

Os teores e a composicado fendlica nos extratos de B. pilosa tem sido
determinados por diferentes autores (ADEPAPO et al., 2011; CHIPUPURA et al.,
2009; DEBA et al., 2007; KVIECINSKI et al., 2011; LEE et al., 2013; WU et al.,
2012). No decocto do caule, folhas e raizes DEBA et al. (2007) encontraram
76,1,47,6 e 30,7 mg EAG/g de fendlicos totais. Ja WU et al. (2012), encontraram
conteudos superiores aos do presente estudo, cerca de 95,29 mg EAG/g nos
extratos etandlicos (75:25, v:v) obtidos com a planta inteira. Tais variagdes
demonstram que o método de extracdo, solvente extrator, tempo de extracao
assim como a origem das plantas sao fatores determinantes para obtencao de
extratos com perfis quimicos de interesse. Nesse sentido, estudos visando a
producao de extratos vegetais padronizados sao importantes para garantir a sua
eficacia. De acordo com a INSTRUCAO NORMATIVA N° 4, DE 18 DE JUNHO
DE 2014, para que seja realizado o registro de fitoterapicos na ANVISA, se faz
necessaria a padronizagdo de compostos através de padrdo de referéncia ou
meétodo valido que inclua a curva de calibragcéo realizada na mesma data e
condigdes da amostra avaliada, incluindo perfil cromatografico (ANVISA, 2020).

No mercado ha uma série de extratos padronizados disponiveis com base
no teor de fendlicos ou flavonoides totais, a exemplo de Crataegus oxyacantha
e Ginkgo biloba (ANVISA, 2013). No caso de produtos formulados com extratos
de B. pilosa seria também importante garantir niveis de fendlicos e flavonoides
totais, objetivando assegurar a atividade biolégica do produto, incluindo a
atividade antimicrobiana. Para isso, sdo necessarios a realizagdo de novos

estudos, ampliando os resultados aqui obtidos.
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No presente estudo, a atividade antioxidante (tabela 2) foi similar entre os
extratos EB-4 e EB-48, tendo sido superior a do extrato EB-7. A menor atividade
antioxidante do EB-7 esta de acordo com os resultados encontrados para os
teores de fendlicos totais. Tal resultado corrobora com a hipotese de ter havido
a degradacao de parte dos compostos neste extrato em fun¢gdo do maior tempo
despendido no processo extrativo. A atividade antioxidante promissora dos
extratos, fracdes e compostos isolados de B. pilosa foi descrita previamente por
outros autores (CHIANG et al., 2004; DEBA et al., 2008; WU et al., 2013;
CHIPUPURA et al., 2009).

Uma alta correlacédo entre a atividade antioxidante e o conteudo de
fendlicos e flavonoides totais foi encontrada para todos os extratos (tabela 3).
Desse modo, pode-se sugerir que, o potencial antioxidante dos extratos esta
relacionado a presenga destes compostos. De maneira geral, existe correlagéo
positiva entre o conteudo de fendlicos dos extratos de B. pilosa e atividade
antioxidante. WU et al. (2012), por exemplo, encontraram uma correlagdo de
0,9707. Ja CHIPURURA et al. encontraram fraca correlagao (R?=0,49) entre o
teor destes compostos e a captura do radical DPPH dos extratos metandlicos
dessa espécie. Chiang et al. (2004) atribuiram a atividade antioxidante de B.
pilosa a presenca dos fendlicos quercetina-3-O-rabinobiosideo, quercetina-3-0O-
rutinosideo, acido clorogénico, acido-4,5-di-O-cafeoilquinico e acido-3,4-di-O-
cafeoilquinico, os quais foram submetidos a testes de fracdo de uso com alcool
butilico. Dentre os fendlicos, quercetina-3-O-rabinobiosideo foi encontrada como
0 composto majoritario.

E importante destacar que no contexto da mastite bovina, para além da
atividade antimicrobiana, poderia ser de interesse um produto com acéao
antioxidante. Extratos com potencial antioxidante sdo altamente relevantes na
prevencao e tratamento de diversas doengas, pois podem atuar na inibicdo de
espécies reativas do oxigénio (ERO) que desencadeiam a liberagao de citocinas,
as quais iniciam o processo inflamatério, por exemplo. Wei et al. (2015),
identificou que o magnolol, isolado do caule da Magnolia sp., causou inibicao da
resposta inflamatéria através da diminuicdo da producdo de citocinas em
modelos in vitro com células mamarias e in vivo com ratas ap0s exposi¢ao ao
LPS.
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TABELA 2: Determinagdo da atividade antioxidante* através do percentual e
reducdo do radical DPPH dos extratos nos extratos bruto da parte aérea de B.
pilosa apos 4 h (EB-4), 48 h (EB-48) e 7 dias (EB-7) de extragdo com etanol 70%
(VIv).

EB-4 EB-48 EB-7

% de inibigcao do 80,7+0,8 A 79,5414 A 56,3+1,8 B
radical DPPH

* Média de trés extragdes independentes + desvio padréo. Letras diferentes em uma mesma linha indicam
diferenca estatistica entre os extratos

TABELA 3: Correlagéo (R?) da porcentagem de inibicdo do radical DPPH com o
conteudo de fendlicos e flavonoides totais nos extratos bruto da parte aérea de
B. pilosa apés 4 h (EB-4), 48 h (EB-48) e 7 dias (EB-7) de extragdo com etanol
70% (v/v).

Classes de compostos EB-4 EB-48 EB-7
FENOLICOS 0,9329 0,9862 0,8749
FLAVONOIDES 0,8683 0,9398 0,9692

Posteriormente aos testes quantitativos, procedeu-se com o
fracionamento dos extratos utilizando-se a técnica de EFS com o objetivo de
diferenciar os extratos quanto as classes de compostos fendlicos. Este método
baseia-se na separagdo de analitos de uma matriz complexa a partir da sua
eluicdo em uma fase sodlida e tem sido amplamente empregado no estudo de
extratos de plantas (JAWORSKI & LEE, 1987; OSZMIANSKI et al., 1988). No
presente estudo, as fragdes obtidas por esta técnica foram analisadas por CLAE
(Tabela 4). Nos extratos EB-4 e EB-48, a fragdo 3 representou mais de 50% do
total da area do cromatograma. Por outro lado, no extrato EB-7 a fragdo mais
representativa foi a fragéo 1 (cerca de 53% da area do cromatograma). Devido
a polaridade dos solventes utilizados no fracionamento e com base na
composi¢cdo quimica descrita previamente para esta espécie (CHIANG et al.,
2004; KVIECINSKI et al. 2011) sugere-se que a Fracdo 1 corresponde aos
acidos fendlicos e a Fragao 3 aos flavondis dos extratos. Dessa forma, verificou-

se um perfil quimico distinto do extrato EB-7 em relacdo aos demais, o qual deve
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ser decorrente do maior tempo de extracao utilizado e de possiveis reacdes de
oxidagao apds o processo extrativo. E importante destacar que o maior contetido
de flavonadis nos extratos EB-4 e EB-48 conferiu maior atividade antioxidante aos
mesmos, sugerindo um maior potencial aos mesmos.

Diversos estudos com B. pilosa tem mostrado que os flavonéis juntamente
com os poliacetilenos sdo os compostos majoritarios nos extratos dessa espécie.
A presenca de tais compostos tem sido observada principalmente na parte aérea
da planta (BRANDAO et al., 1997; KVIESCINSK et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2004; WANG et al., 1997). Enquanto no estudo de Chavasco et al. (2014), folhas
e flores, possuiam alcaloides, flavonoides, taninos e saponinas, os galhos e
raizes eram majoritariamente constituidos por taninos e saponinas. Oliveira et
al. (2004) identificaram nos extratos hidroalcoodlicos das raizes desta espécie a
quercetina-3,3'-dimetoxi-7-0-ramnoglucopiranose como o composto fendlico
majoritario. No entanto, diversos outros compostos ja foram encontrados,
incluindo acido quininico, alguns acidos monocafeicoquininicos, catequinas,
quercetinas, kaempferol, vanilina, acido protocateico, acido galico e acido
ferdlico (SINGH et al., 2017; MOYO et al., 2020; CHIPURURA et al., 200).

Cabe destacar que, no presente estudo, embora tenham sido empregados
na CLAE varios padroes comerciais de compostos fendlicos, nao foi possivel a
identificacdo de nenhum deles nas amostras em estudo. Esse resultado pode
sugerir um perfil quimico particular para as amostras, o qual pode ser resultado
de reacgdes de glicosilagdo e metilagdo dos compostos fendlicos, tornando
inviavel a sua identificacdo pela técnica empregada, i.e., CLAE. Além disso, &
importante destacar que o perfil de metabdlitos secundarios pode variar em
funcdo de fatores externos e de como a planta reage a eles, como local de

origem, clima, temperatura e nutrientes presentes no solo (SEIGLER, 1998).

TABELA 4: Percentual de contribuicdo relativa* das diferentes classes de
compostos apos fracionamento dos extratos bruto da parte aérea de B. pilosa
em fase sélida (EFS) apds 4 h, 48 h e 7 dias de extragédo com etanol 70%.

Classes de compostos EB-4 EB-48 EB-7
Fracao 1 26,5%+2,28 17,4%+1,8 B 52,6%+3,5 A
Fracao 2 3,0%+0,5* 1,5%+0,03 A 2,6%+0,4 A
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Fracéo 3 59,4%+3,3 A 54,9%+10,5 A 38,2%+2,1B

Fracao 4 11,1%+1,7 B 26,2%+11,9 A 6,6%+1,5 8B

Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenga estatistica entre os extratos para 4 inje¢des (n=2).
* Média + desvio padrao de dois fracionamentos independentes e trés injegbes no cromataégrafo.

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos em estudo foi determinada
através da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), Concentragéo Inibitoria Minima
90% (CIM90) e Concentragéo Inibitéria Minima 50% (CIM50). A CIM é a menor
concentracdo de um antimicrobiano que inibe pelo menos 80% do crescimento
de um microrganismo (CLSI, 2016), e as CIM50 e CIM90 representam,
respectivamente, a CIM em que 50% e 90% dos isolados testados tem seu
crescimento inibido (tabela 5) (SCHWARTZ et al., 2010). No presente estudo,
todos os extratos analisados inibiram o crescimento de S. aureus, com uma CIM
de cerca de 0,3 mg/mL. Tais resultados demonstraram o potencial
antimicrobiano do extrato de B. pilosa, o qual pode ser classificado como
moderado a forte dependendo do autor. Na classificagdo proposta por Aligiannis
et al. (2001) e por Sartoratto et al. (2004), por exemplo, o potencial
antimicrobiano dos extratos vegetais é considerado forte, moderado e fraco
quando a CIM esta abaixo de 0,5 mg/mL, entre 0,6 e 1,5 mg/mL e acima de 1,5
mg/mL, respectivamente. Ja na classificagdo sugerida por Holetz et al. (2002), o
potencial antimicrobiano moderado é considerado entre 0,1 e 0,5 mg/mL.

A bioatividade dos extratos em estudo ja havia sido demonstrada no
ensaio de atividade antioxidante (tabela 3), a qual esteve fortemente
correlacionada com os teores de fendlicos e flavonoides totais dos extratos
(tabela 1). Conforme observado por Gomes et al. (2018), a presenca destes
compostos nos extratos vegetais contribui com a atividade antimicrobiana.

Além disso, enquanto para os extratos EB-4 e EB-48 nao houve diferencga
entre as CIMs, para o extrato EB-7, a CIM foi superior as CIM90 e CIM50 (tabela
5). Estes resultados foram confirmados visualmente com a adi¢do do corante

resazurina (dados ndo mostrados).
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TABELA 5: Concentracao Inibitoria Minima (CIM), Concentragédo Inibitéria
Minima 90% (CIM90) e Concentragao Inibitéria Minima 50% (CIM50) (mg/mL)
dos extratos bruto da parte aérea de B. pilosa ap6s 4 h (EB-4), 48 h (EB-48 ) e
7 dias (EB-7) de extracdo com etanol 70% frente a cepa padrdo de S. aureus
ATCC 25923 e 9 isolados de leite mastitico.

Atividade
EB-4 EB-48 EB-7
antimicrobiana
CIM (mg/mL) 0,3 0,3 0,3
CIM90 (mg/mL) 0,3 0,3 0,15
CIM50 (mg/mL) 0,3 0,3 0,15

E importante destacar que a CIM encontrada no presente estudo é bem
inferior a de estudos prévios (RABE & STADEN, 1997; DS. CHIAVARI-
FREDERICO et al.,, 2019), que também utilizaram a metodologia de
microdiluicdo em caldo. Em um outro estudo foi encontrada para os extratos
metandlicos das raizes de B. pilosa uma CIM entre 5 a 10 mg/mL frente a
bactérias GRAM positivas e negativas, incluindo S. aureus (ASHAFA &
AFOLAYAN, 2009). Tais diferengas podem ser atribuidas a diferentes fatores,
incluindo o tipo de solvente extrator, condigbes de cultivo, estadio fenoldgico,
condi¢des climaticas, entre outros.

E importante destacar que, mesmo que a escolha tecnolégica do EB-4
seja feita em fungado do menor tempo de extragao, a informacéo de que o efeito
antimicrobiano nao diminui, mesmo apos 7 dias de extragao, é relevante para a
produgao do extrato a campo. Isso ocorre por conta da necessidade do produtor
em obter um extrato com durabilidade, diminuindo a necessidade de extragbes
frequentes e aumentando a sua aceitabilidade em utilizar um produto natural.

De fato, a CIM pode variar de acordo com a parte da planta utilizada na
preparacao do extrato. Para B. pilosa foi encontrada uma maior susceptibilidade
de S. aureus aos extratos das flores (CIM= 1,56 mg/mL) comparado aos extratos
de raizes, caule e folhas (CHAVASCO et al., 2014). Os autores verificaram
também que o extrato das raizes nao possuia potencial para inibir o crescimento

microbiano e que o extrato das flores e das folhas mostraram atividade contra
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bactérias GRAM negativas. A maior atividade encontrada nos extratos das flores
e folhas foi atribuida pelos autores a presenca dos flavonoides (CHAVASCO et
al., 2014; YUAN et al., 2008). Diferentemente, no presente estudo, a despeito
das diferencgas de perfil quimico entre os extratos, as CIMs foram muito similares,
variando de aproximadamente 0,15 a 0,3 mg/mL. Desse modo, pode-se sugerir
que a atividade antimicrobiana n&do deve ser decorrente do maior conteudo de
flavondis encontrado nas amostras EB-4 e EB-48, comparado ao EB-7 (Tabelas
1 e 5), podendo estar relacionada a presengca de compostos quimicos
especificos. O potencial antimicrobiano de B. pilosa também ja foi atribuido a
presenga dos poliacetilenos (KVIESCINSK et al.,, 2011). Estes compostos,
quando testados de forma isolada, mostraram efeito frente a bactérias GRAM
negativas e GRAM positivas, incluindo isolados de S. aureus meticilina
resistente, em concentracdes inferiores a apresentada por antimicrobianos
convencionas (FUKUYAMA et al., 2012; GUO et al., 2017; TOBINAGA et al.,
2009).

No presente estudo, os poliacetiienos ndo foram identificados ou
quantificados em decorréncia da falta de padrées comerciais. Apesar desses
serem mais abundantes nas raizes de B. pilosa, ndo pode-se descartar que a
atividade antimicrobiana possa estar relacionada a sua presencga ou a de outras
classes de compostos. Cabe destacar que os extratos de B. pilosa sao matrizes
bastante complexas, ja tendo sido relatada a presengca de cerca de 200
metabdlitos secundarios diferentes (BARTOLOME et al., 2013; WANG et al.,
2010).

Atividade antibiofilme

A atividade antibiofilme foi determinada para o extrato EB-4, extrato
selecionado para a realizagao dos demais ensaios biolégicos uma vez que foi
utilizado um tempo de extragao inferior e encontrado um potencial antimicrobiano
similar ao dos demais extratos em estudo. Dentre as concentragbes testadas, o
extrato EB-4 mostrou potencial de inibicdo da formacdo do biofiime e de
erradicacdo do biofilme pré-formado a partir de 2 mg/mL (tabela 6). Nesta
concentragao tanto a inibigdo como a erradicagao foi de 100%. Ja abaixo dessa

concentragao, nao foi encontrada atividade antibiofilme do extrato de B. pilosa.
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TABELA 6: Percentual de inibicdo da formacéo e da erradicacédo de biofilmes
produzidos por S. aureus (ATCC25923 e 4 isolados de leite mastitico) apds
exposicao a diferentes concentragbes (mg/mL) do extrato bruto da parte aérea
de B. pilosa apds 4 h (EB-4) de extracao com etanol 70%.

EB-4 (mg/mL) INIBICAO (%) ERRADICAGAO (%)
2,00 100 100
1,00 49,9 35,7
0,50 45,6 35,6
0,25 44,6 31,09
0,13 44,2 31,04
0,06 43,3 22,4
0,03 41,5 20,9
0,01 31,4 19,8

A concentragao do extrato de B. pilosa necessaria a inibicdo e erradicacao
dos biofilmes de S. aureus foi quase 10 vezes superior a atividade antimicrobiana
encontrada no teste de microdiluicdo em caldo (tabela 5). Tal resultado
demonstra a maior dificuldade de se controlar tanto a formagdao como a
erradicagao de biofilmes comparado ao crescimento de bactérias planctonicas.
Por outro lado, os resultados obtidos com o revelador resazurina (figura 6A),
seguido de replaqueamento (figura 6B), indicaram a auséncia de células viaveis
quando utilizou-se a concentragdo de 2 mg/mL do extrato. Portanto, nesta
concentragdo houve a completa inibicdo e erradicagdo dos biofilmes e das
bactérias. Além da inibigdo e erradicacdo do desenvolvimento dos biofilmes, a
auséncia de células viaveis € altamente desejavel no tratameto da mastite, pois,
ao eliminar completamente o patégeno, o tratamento se torna mais eficiente e
com menores chances de reinfeccao da glandula e/ou menores chances de

desenvolvimento de quadros de resisténcia ao antimicrobiano utilizado.
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Figura 6: (A) Microplaca revelada com o corante resazurina indicando a auséncia (cor azul) e presenca
(cor rosa) de crescimento bacteriano quanto expostas a diferentes concentragbes do extrato EB-4. (B)
Plaqueamento dos pogos com auséncia de crescimento (2 mg/mL) bacteriano e das duas concentragbes
abaixo (1 mg/mL e 0,5 mg/mL).

A dificuldade de se controlar bactérias formadoras de biofilmes esta
relacionada a capacidade de desenvolvimento de mecanismos de defesas das
células bacterianas que podem desacelerar seu crescimento em meio a agentes
sanitizantes e antimicrobianos, além da capacidade de neutralizar estes agentes
e dificultar a sua penetracdo na matriz formada (ROSSI & PORTO, 2009). Esta
habilidade é o que pode levar a um quadro de alta resisténcia aos farmacos mais
comuns, dificultando sua erradicagao até mesmo no ambiente. Em ensaios sobre
a susceptibilidade de isolados formadores de biofilmes provenientes de
aparelhos de ordenha, foi visto que so foi possivel desinfetar completamente sua
superficie apds 10 min de contato com o agente sanitizante (NaOCl a 150 ppm),
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tendo sido observada resisténcia dos isolados com até 5 minutos de contato
(MELO et al, 2014; AMARAL et al., 2004).

Os resultados aqui apresentados revestem-se de importancia uma vez
que até o presente momento ndo foram encontrados trabalhos de atividade
antibiofilme de extratos de B. pilosa. Para outros extratos vegetais, a mesma
dificuldade de inibigao e erradicagéo de biofilmes esta relatada na literatura (Silva
et al., 2019; QUAVE et al., 2008; WOJNICZ et al., 2012; LAPLANTE et al., 2012).
Silva et al. (2019), como exemplo, verificaram que mesmo que todos os extratos
de Commiphora leptophloeos tenham apresentado agao antimicrobiana frente
aos 60 isolados de S. aureus, quando avaliados frente aos biofilmes, apenas
foram capazes de inibir seus estagios iniciais de formacéao.

Em um outro estudo sobre o potencial de inibicdo de biofiimes de
Pseudomonas aeruginosas visando o tratamento de ferimentos, utilizando 4
tipos de mel neo-zelandeses observou-se a erradicacdo dos biofimes em
concentracbes semelhantes as obtidas com os testes antimicrobianos.
Entretanto, apds a aplicacdo de sucessivas subdoses dos mesmos 4 tipos de
mel, foi observada um leve aumento na resisténcia dos biofilmes sob os agentes

antimicrobianos (LU et al., 2019).

Citotoxidade

Os resultados do efeito do extrato EB-4 sobre a viabilidade das células
MAC-T estdo mostrados na tabela 7. Pode-se verificar que abaixo de 0,1 mg/mL
a viabilidade celular foi superior a 80%. O valor de IC50, que corresponde a
concentragédo necessaria para inibir 50% das células viaveis foi 0,156 mg/mL. Os
resultados encontrados estao de acordo com a confirmacao visual da microplaca
contendo as diferentes concentragdes do extrato apds a adicdo do MTT (imagem
6).

TABELA 7: Percentual de viabilidade* (%) das células da linhagem MAC-T apds
exposicao a diferentes concentragdes (mg/mL) do extrato bruto da parte aérea
de B. pilosa apos 4 h (EB-4) de extragédo com etanol 70%.

EB-4 (mg/mL) INIBICAO (%)

0,4 12,2+ 1,08
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0,2 34,2 + 4,80
0,1 85,5 + 5,42
0,05 95,8 + 4,09

0,025 100 + 4,91

0,012 100 + 4,08

* Média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

A maior parte dos estudos sobre a atividade citotoxica de extratos de B.
pilosa esta relacionada a investigagdo da sua possivel atividade antitumoral.
Alguns autores tem verificado um potencial anti-cancerigeno para esta planta, o
qual tem sido relacionado a a¢ao dos poliacetilenos. A interacdo desses com o
DNA, segundo os autores, resultaria na sua clivagem, alterando sua
conformacao e influenciando em seu padréo de migracéo (KVIESCINSK et al.,
2011). Tal efeito ja foi evidenciado frente a linhagem celular de cancer de mama
(LCF-7), mas nao frente a linhagem celular de adenocarcinoma alveolar (A549)
(KVIESCINSK et al., 2011; SHEN et al., 2018).

Nos estudos de citotoxicidade frente a células tumorais, o IC50 do extrato
bruto de B. pilosa pode variar entre 83 ug/mL e 437 ug/mL, sendo os extratos
hidroalcodlicos os menos citotdxicos (KVIESCINSK et al., 2008).

Por fim, é importante destacar que o valor de IC50 do extrato EB-4 (0,156
mg/mL) encontrado no ensaio de citotoxicidade foi cerca de metade da CIM (0,3
mg/mL) no ensaio de atividade antimicrobiana. Esse resultado sugere
citotoxidade moderada do extrato para as células MAC-T, sugerindo cautela na
sua administragao intramamaria. Por outro lado, considerando o seu potencial
antimicrobiano, justifica-se o desenvolvimento de estratégias visando a

diminuicao do efeito citotdxico e sua aplicagdo no tratamento da mastite bovina.
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CONCENTRAGAO

Imagem 6: Revelacédo da microplaca contendo as células MAC-T apds a exposicéo a diferentes
concentragdes (mg/mL) do extrato bruto de B. pilosa apds 4 h de extracdo etandlica (70%)
através do método do MTT.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que, a despeito
das diferencas no perfil quimico dos extratos em fungao dos tempos de extragao
testados, o potencial antimicrobiano dos extratos de B. pilosa foi similar. Além do
potencial antimicrobiano, ficou evidenciado a citotoxidade moderada frente as
células MAC-T e o potencial na inibicdo da formacgao e erradicagao dos biofilmes
formados por S. aureus, atividade descrita pela primeira vez para o extrato de B.

pilosa.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo buscou avaliar o potencial dos extratos bruto de B.
pilosa obtidos utilizando diferentes tempos de extracao (4 e 48 horas e 7 dias)
no tratamento da mastite bovina. Apesar das diferengcas quimicas encontradas
entre os 3 extratos, estas nao interferiram na atividade antimicrobiana em estudo.
Do ponto de vista tecnoldgico, o extrato bruto de B. pilosa preparado com 4 h
representou uma importante vantagem em relagédo aos outros, devido ao tempo
muito menor de preparacao. Entretanto, do ponto de vista pratico, o0 maior tempo
de extragdo pode representar uma vantagem para o produtor que deseja fazer
uso desse extrato a campo. A possibilidade de poder manter o processo extrativo
por 7 dias, sabendo que sua atividade antimicrobiana ndo sera afetada, colabora
com a rotina e praticidade da unidade de producao, incentivando sua utilizacao

por parte do produtor.

A nivel tecnoldgico, diversas outras formas de otimizacédo e
reconhecimento do seu potencial biolégico podem ser exploradas antes de se
formular um produto, como conhecer sua capacidade de permeacao nos tecidos
e atividade antimicrobiana frente a outros patdgenos associados a mastite
bovina. Na otimizagdo, a sua associagdo com a nanotecnologia, por exemplo,
pode resultar em maior tempo de conservagao dos compostos ativos e maior
biodisponibilidade dos compostos de interesse nos tecidos, elevando sua
eficiéncia.

Além disso, ainda € possivel explorar sua utilizagado em outras aplicagdes, como
na forma de agente desinfetante, através de ensaios biolégicos adequados. Isso
confere novos nichos de mercado para a utilizagao desta planta, além de servir

de subsidio para os sistemas de produgao organico ou agroecologico.
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