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RESUMO

A desinfeccdo da pele dos tetos ¢ um dos métodos preconizados para prevencdo da mastite
bovina, principal doenga dos rebanhos leiteiros. Diversos desinfetantes estao disponiveis no
mercado, incluindo a base de iodo, cloro e clorexidine. No entanto, além de agredirem a pele
do teto dos animais, hd registros da ocorréncia de residuos dos mesmos no leite e o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, com implica¢cdes negativas a saude humana e ao
meio ambiente. Portanto, a busca por produtos eco-friendly seguros e eficazes que possam ser
também usados nos sistemas de produgdo sustentaveis como o organico ou agroecoldgico tem
se justificado. Neste sentido, as plantas medicinais destacam-se como alternativa tanto para o
tratamento de enfermidades como para a desinfec¢do de superficies. O 6leo essencial de Tagetes
minuta L., um subarbusto que cresce espontancamente em areas de cultivos anuais, ¢é
reconhecido pelas suas propriedades biocidas, incluindo antifiingica, antiparasitaria e
antimicrobiana. No entanto, dentre as limitagdes do seu uso estdo o carater lipossoluvel e
volatilidade do 6leo essencial. Desse modo, em estudo anterior o grupo de pesquisa do
LABINAT (UFSC) propds o desenvolvimento de nanocdpsulas com o 6leo essencial de T.
minuta (NC-TM), visando garantir maior estabilidade, potencialidade e prote¢do dos compostos
ativos. Com o intuito de dar continuidade a esses estudos, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade desinfetante in vitro das NC-TM na auséncia e presenga de matéria
organica e para a desinfec¢@o de superficies, i.e., borracha, ceramica e inox visando o seu uso
no manejo da ordenha. O 6leo essencial foi obtido de populagdes naturais de 7. minuta ¢
extraido pela técnica de arraste a vapor. As nanocapsulas foram preparadas pela técnica de
precipitagdo do polimero pré-formado. A atividade desinfetante in vitro foi avaliada segundo a
Norma Padrdo Europeia BS EN 1040:2005 com adaptagdes, frente as cepas padrdo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus aureus ATCC 6538, apos 5, 15 e 30
minutos de contato na auséncia de matéria organica e 15 e 30 minutos na presenga de matéria
organica (leite) e nas superficies. O 0leo essencial apresentou, di-hidrotagetona, trans-tagetona,
d-limoneno, trans-f-ocimeno e cis-tagetona como compostos majoritarios, 0s quais
representaram  95% da sua composicdo. As nanocapsulas (NC-TM) apresentaram
caracteristicas macroscopicas similares ao estudo anterior e o teor de 6leo essencial encapsulado
foi de 3,35 + 0,51% (m/v). Frente a P. aeruginosa, as NC-TM (100 e 50%, v/v) reduziram o
crescimento microbiano, na auséncia de matéria organica, em 5 logs, nos 3 tempos de contato
testados. Por outro lado, contra S. aureus, a mesma redugao so6 foi obtida na maior concentragao
(100%, v/v) e ap6s 15 e 30 min de contato. Na presenca de matéria organica, a atividade
desinfetante das NC-TM (100%, v/v) foi demonstrada somente frente a P. aeruginosa, bem
como no teste desinfetante em superficies. Os resultados obtidos evidenciaram o potencial de
um produto natural associado a nanotecnologia em fase inicial de desenvolvimento que pode
servir de alternativa para desinfec¢do de tetos no manejo de ordenha de vacas leiteiras,
adequando praticas sustentdveis necessarias a producdo de leite agroecoldgico e organico.

Palavras-chave: Desinfetante eco-friendly. Nanocédpsulas. Pecudaria sustentavel. 7. minuta.
Oleo essencial.



ABSTRACT

Disinfection of the skin of the teats is one of the recommended methods to prevent bovine
mastitis, the main disease of dairy herds. Several disinfectants are available on the market,
including iodine, chlorine and chlorhexidine. However, in addition to attacking the skin of the
animals' roofs, there are records of the occurrence of animal residues in milk and the
development of bacterial resistance, with negative implications for human health and the
environment. Therefore, the search for safe and effective eco-friendly products that can also be
used in sustainable production systems such as organic or agroecological has been justified. In
this sense, medicinal plants stand out as an alternative both for the treatment of diseases and for
the disinfection of surfaces. The essential oil of Tagefes minuta L., a sub-shrub that grows
spontaneously in areas of annual crops, is recognized for its biocidal properties, including
antifungal, antiparasitic and antimicrobial. However, among the limitations of its use are the
fat-soluble character and volatility of the essential oil. Thus, in a previous study, the LABINAT
research group (UFSC) proposed the development of nanocapsules with the essential oil of 7.
minuta (NC-TM), in order to ensure greater stability, potential and protection of the active
compounds. In order to continue these studies, the present study aimed to evaluate the in vitro
disinfectant activity of NC-TM in the absence and presence of organic matter and for the
disinfection of surfaces, ie, rubber, ceramics and stainless steel, aiming its use in milking
management. The essential oil was obtained from natural populations of 7. minuta and extracted
using the steam-dragging technique. The nanocapsules were prepared using the preformed
polymer precipitation technique. The in vitro disinfectant activity was evaluated according to
the European Standard Norm BS EN 1040:2005 with adaptations, against the standard strains
of Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 and Staphylococcus aureus ATCC 6538, after 5, 15
and 30 minutes of contact in the absence of organic matter and 15 and 30 minutes in the
presence of organic matter (milk) and on the surfaces. The essential oil presented
dihydrotagetone, trans-tagetone, d-limonene, trans-B-ocimene and cis-tagetone as major
compounds, which represented 95% of the composition. The nanocapsules (NC-TM) presented
macroscopic characteristics similar to the previous study and the encapsulated essential oil
content was 3.35+ 0.51% (m/v). Against P. aecruginosa, the NC-TM (100 and 50%, v/v) reduced
microbial growth, in the absence of organic matter, in 5 logs, in the 3 contact times tested. On
the other hand, against S. aureus, the same reduction was only obtained at the highest
concentration (100%, v/v) and after 15 and 30 min of contact. In the presence of organic matter,
the disinfectant activity of the NC-TM (100%, v/v) was demonstrated only against P.
aeruginosa, as well as in the disinfectant test on surfaces. The results obtained showed the
potential of a natural product associated with nanotechnology in the initial stage of development
that can serve as an alternative for disinfecting teats in the handling of milking cows, adapting
sustainable practices necessary for the production of agroecological and organic milk.

Keywords: Eco-friendly disinfectant. Nanocapsules. Sustainable livestock. 7. minuta.
Essential oil.
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1 INTRODUCAO

Dentre as atividades agropecudrias, o setor leiteiro ¢ um dos que esta em constante
crescimento. Por ser uma linha primaria na producao de alimentos, ¢ mantida majoritariamente
em paises em desenvolvimento por pequenos e médios produtores, representando para os
mesmos uma fonte de renda mensal (CONAB, 2017; JUNG & JUNIOR, 2017).

Uma das etapas desafiadoras na pecuaria leiteira ¢ a sanidade do rebanho e do
ambiente. Os manejos produtivos e mais especificamente o de ordenha, exigem métodos
eficientes de desinfeccdo dos equipamentos, das instalagdes e principalmente dos tetos das
vacas. Tais medidas s3o importantes para prevenir o contagio dos animais com microrganismos
responsaveis pela ocorréncia da principal enfermidade de rebanhos leiteiros, a mastite. A
mastite ¢ uma doenca plurietiologica e multifatorial caracterizada pela inflamag¢do da glandula
mamaria, que além de gerar prejuizos aos produtores, reduz a quantidade e a qualidade do leite
e também altera o quadro de bem-estar do animal (FOGSGAARD et al., 2015).

Considerando a demanda por produtos diferenciados no que diz respeito ao modelo
tecnologico, com uso de insumos renovaveis, muitos trabalhos vém buscando por métodos
alternativos no tratamento dessa e de outras doencas. Um exemplo ¢ a busca de novas opgoes
terapéuticas nas plantas, as quais possuem propriedades importantes na medicina veterinaria
(ABBAS et al., 2018; CHANDRA et al., 2017; GARCIA-SALINAS et al., 2018).

Além dos produtos existentes no mercado, ¢ crescente a demanda da sociedade pelo
uso de alternativas mais sustentaveis e viaveis do ponto de vista econdmico e ambiental
(ORGANIS, 2017). Ainda, o desenvolvimento de microrganismos resistentes aos produtos
atuais € preocupante e coloca em risco nao so a sanidade dos rebanhos como também a satde
publica (OIE, 2020; WATTS & SWEENEY, 2010). Assim, produtos eco-friendly, que sdo
alternativas que unem tecnologia e conhecimento tradicional associados as plantas
principalmente, estdo em crescente demanda de desenvolvimento e utilizacdo, inclusive no
meio agropecuario, buscando a redugdo de residuos prejudiciais ao meio ambiente (MAES,
BOUQUILLON & FAUCONNIER, 2019; PAVELA & BENELLI, 2016; PINHEIRO
MACHADO et al., 2020).

Com intuito de propor alternativas para desinfeccdo de superficies, incluindo a
superficie da pele do teto de vacas leiteiras, o presente trabalho traz a tona o uso de plantas com
caracteristicas desinfetantes e antimicrobianas. Ha diversos exemplos na literatura como Senna

macranthera, Artemisia absinthium, Cymbopogon nardus, Achyrocline satureioides,



14

Eucalyptus ssp, Baccharis trimera ¢ Tagetes minuta (BOTH et al., 2016; DIAZ et al., 2010;
SANTOS et al., 2017; SCHUCH et al., 2007). As propriedades antimicrobianas ja foram
demonstradas tanto para plantas in natura, como para extratos e 6leos essenciais (GARCIA-
SALINAS et al., 2018). Dentre essas, destaca-se a planta 7. minuta L., originaria do México,
pertence a familia Asteraceae ou Compositae e cresce espontaneamente na regiao sul do Brasil
nos meses de primavera e verdo (MOREIRA, 1996). E um subarbusto pouco ramificado, ereto
e com odor caracteristico. Possui pequenas flores amarelas, e pode atingir até 2 metros de altura,
sendo conhecida popularmente pelo nome de “chinchilho” ou “cravo-de-defunto”
(KISSMANN & GROTH, 1992; SCHIAVON et al., 2015).

Tanto o extrato como o 6leo essencial de 7. minuta sdo reconhecidos pelas suas
propriedades antifingica, antioxidante, antinflamatodria, citotoxica, carrapaticida, larvicida e
antimicrobiana (ALI et al., 2014; ANDREOTTI et al., 2014; AVANCINI & WIEST, 2000;
IBRAHIM et al., 2018; KUMAR, PANDEY & VARSHNEY, 2019; SANTOS et al., 2017,
SOUZA,). No entanto, de maneira geral, a aplicagdo de 6leo essencial apresenta diversas
limitacdes, dentre elas a sua volatilidade. Desse modo, a associagdo com a nanotecnologia
representa uma alternativa que pode melhorar a estabilidade, funcionalidade e potencialidade
do produto em questio (ANWER et al., 2014). A nanotecnologia facilita, por exemplo, a
aplicabilidade de compostos hidrofobicos que poderao ser usados em diversas formas como
spray, cremes e espuma. Também tem a vantagem do uso de menores concentragdes e
consequente reducdo de custo e risco de toxicidade. Ainda, podem ser citadas como vantagens
a protecdo do o6leo essencial de instabilidades térmicas, de volatilizagdao, propiciando a
dissolugdo e estabilizacdo dos seus principios ativos (BAJERSKI et al., 2016; BOUCHEMAL
et al., 2004; CONSTANTINIDES, CHAUBAL & SHORR, 2008;).

Neste sentido, o grupo de pesquisa do Laboratorio de Bioquimica e Produtos Naturais
(LABINAT) da Universidade Federal de Santa Catarina tem se dedicado a desenvolver sistemas
nanoestruturados contendo produtos naturais com aplicagdo na medicina veterinaria, incluindo
nanopropolis (PINHEIRO MACHADO et al., 2019), nanoemulsdo com o 6leo essencial do
alecrim do campo (SEUGLING et al., 2019), nanomacela (PINHEIRO MACHADO et al.,
2020) e nanocapsulas com o 0leo essencial de 7. minuta (BOLZAN, 2018).

Em um primeiro estudo, a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de 7. minuta contra
S. aureus de leite mastitico foi demonstrada (SPERANDIO et al., 2019). No entanto, sua
elevada citotoxicidade frente a células epiteliais mamarias bovinas da linhagem MAC-T foi

encontrada. Em estudo subsequente, nanocapsulas com este Oleo essencial foram
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desenvolvidas, as quais mostraram atividade antimicrobiana similar e citotoxicidade inferior as
do oleo essencial (BOLZAN, 2018). Sendo assim, devido a citotoxicidade elevada a moderada
das nanocépsulas com o 6leo essencial de 7. minuta (NC-TM), o presente trabalho teve como
objetivo investigar o uso externo, i.e., na desinfec¢do das superficies presentes em ambientes

de ordenha, visando seu uso no manejo dos rebanhos leiteiros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade desinfetante in vitro de nanocapsulas do 6leo essencial de 7. minuta

L. visando o uso no manejo da ordenha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar in vitro a atividade desinfetante das nanocéapsulas do 6leo essencial de T.
minuta L. contra as cepas P. aeruginosa (ATCC 15442) e S. aureus (ATCC 6538) conforme a
metodologia descrita na Norma Europeia BS EN 1040:2005.

- Avaliar in vitro a atividade desinfetante das nanocéapsulas do 6leo essencial de T.
minuta L. contra as cepas P. aeruginosa (ATCC 15442) e S. aureus (ATCC 6538), com adi¢ao
de leite ao teste, simulando a presenca de matéria organica como desafio ao produto.

-Avaliar in vitro a atividade desinfetante das nanocapsulas do 6leo essencial de T.
minuta L. contra as cepas P. aeruginosa (ATCC 15442) e S. aureus (ATCC 6538), em trés
diferentes superficies, i.e., borracha, ceramica e inox, as quais sdo encontradas com frequéncia

em ambientes de ordenha.
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3 HIPOTESE DO ESTUDO
As nanocapsulas contendo o 6leo essencial de 7. minuta L. tem eficacia desinfetante

incluindo na presenca de matéria organica ¢ quando usadas em superficies encontradas no

ambiente da ordenha, com potencial de aplicagdo no pés-dipping e higienizagdo do ambiente.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 MASTITE BOVINA

A mastite ¢ uma enfermidade multifatorial caracterizada pela inflamagao da glandula
mamaria podendo ou ndo apresentar sinais clinicos. E classificada em mastite clinica ou
subclinica e contagiosa ou ambiental, dependendo da apresentagdo de sinais clinicos e do agente
causador da doenca. Além da queda na producdo de leite, causada por lesdes aos tecidos
epiteliais mamarios e os custos com tratamentos, a mastite ¢ uma enfermidade plurietiologica
que afeta diretamente o bem-estar dos animais mesmo antes do seu diagnostico ou apos o
término do tratamento com antibidticos, os quais sdo geralmente pouco eficazes
(FOGSGAARD et al., 2015).

Essa enfermidade afeta a qualidade do leite, associada a contagens bacterianas
aumentadas no produto, que alteram componentes como gordura e proteinas, reduzindo a vida
util do mesmo apds os procedimentos de industrializagdo ou até mesmo inviabilizando o seu
processamento (BARBANO, MA & SANTOS, 2006; BORNEMAN & INGHAM, 2014). A
contagem padrao em placa (CPP) e a contagem de células somaticas (CCS) estdo relacionadas
a higienizagdo dos tetos, equipamentos e estado sanitario da glandula mamaria,
respectivamente. Tais parametros como a CCS sdo também utilizados para o diagnostico da
mastite subclinica e ambos sdo considerados no pagamento e bonificacdes aos produtores sobre
a qualidade do leite (BAUMBERGER, GUARIN & RUEGG, 2016; GLEESON, O’CONNELL
& JORDAN, 2013).

Dentre os agentes de importancia sanitaria, S. Aureus se destaca como principal agente
infeccioso causador da mastite. E também um colonizador da superficie do teto e tem potencial
para aumentar em até 3,3 vezes a chance de infec¢do intramamaria nesta condigdo.
(BAUMBERGER, GUARIN & RUEGG, 2016; GIBSON et al., 2008; GLEESON et al., 2009;
OLIVER et al., 2001; OLIVER et al., 1993; PANKEY, WILDMAN & DRECHSLER, 1987
ROBERSON et al.,1994;).

Além de S. aureus, outros organismos de importancia sanitdria sdo os patdogenos
Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysgalactiae, que mesmo tendo nos ultimos anos a
reducdo na incidéncia de mastite contagiosa causada por eles, continuam como importantes

agentes. Os patdgenos ambientais, como Escherichia coli e Streptococcus uberis, também sao
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preocupacdes no que diz respeito a ocorréncia de mastite (KEANE et al., 2013; MORTON et
al., 2014).

Os Enterococcus que sao cocos gram-positivos encontrados no trato gastrointestinal
de animais, também contaminam o leite através de fezes, cama, sujidades do ubere,
equipamentos de ordenha e tanques de armazenamento a granel mal higienizados (GARVEY,
CURRAN & SAVAGE, 2016; HAMMAD, HASSAN & SHIMAMOTO, 2015). As bactérias
gram-negativas estdo presentes em casos de mastite ambiental nos rebanhos leiteiros e esses
agentes ambientais sdo responsdveis por cerca de 40% dos quadros com sinais clinicos
(AGUAYO etal., 2020; ANGELOPOULOU et al., 2019; SCHUKKEN et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa e sua prevaléncia em mastite
subclinica encontrada em rebanhos na India, um dos maiores produtores mundiais de leite, ¢
entre 5 ¢ 10% (ANGELOPOULOU et al., 2019; BANERIJEE et al., 2017). Além disso, ha o
problema de que as infec¢des causadas por Pseudomonas sao umas das mais refratarias ao uso
de antibidticos (AGUAYO et al., 2020; PARK et al., 2014).

Apos a instalagdo de quadros de mastite clinica ou subclinica no rebanho, os
tratamentos sdo basicamente feitos com antibioticos, sejam eles sistémicos ou intramamarios.
Este ultimo, geralmente ¢ realizado como terapia da vaca seca, para tratamento da mastite
subclinica. Contudo, estes tratamentos nem sempre tem eficacia adequada, seja pela sua ma
execu¢do ou mesmo pelo desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos aos produtos
utilizados (PINHEIRO MACHADO, et al., 2019; SHARMA et al., 2018; ZHANG et al., 2020).
Desse modo, ressalta-se a importancia de qualificar os processos basicos de higiene na unidade
de producao, reduzir a carga microbiana nas superficies presentes no manejo da ordenha, como
em equipamentos, utensilios e a propria pele do teto. Esta pratica serve ndo s6 como garantia
da qualidade do leite, mas principalmente como método de prevengdo das infecc¢des
intramamarias, tornando ela uma aliada na promocao da qualidade do produto final, do bem
estar animal, na redu¢do dos custos econdmicos e nas questoes ambientais, principalmente no

que se refere a questoes de saude coletiva.
4.2 QUALIDADE DO LEITE E METODOS DE DESINFECCAO
Para limitar o nimero de contaminantes bacterianos no leite sdo necessarias praticas

higiénicas eficientes nas superficies em geral e onde possa haver contato com o mesmo. Isso

proporciona uma carga bacteriana inicial baixa, que associada a refrigeracdo adequada do
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produto se mantém até que o mesmo seja processado. No caso das exigéncias para qualidade
do leite cru, os valores de CCS sdo até 500.000 células/mL e CPP até 300.000 UFC/mL
(BRASIL, 2018). No entanto, estas exigéncias formalizadas na legislagao s6 serdo alcancadas
quando o manejo higiénico-sanitdrio do rebanho for um fato consolidado dentro das
propriedades (GARVEY, CURRAN & SAVAGE, 2016; GLEESON, O’CONNELL &
JORDAN, 2013). Caso contrario, os produtores terdo sérias dificuldades em adequar-se a tais
demandas.

H4 anos a adocao do dipping, que consiste na utilizagdo de praticas e/ou produtos para
higienizacao da pele do teto antes e depois da ordenha, vem sendo adotada na produgao leiteira
reduzindo as contagens bacterianas estafilococicas e estreptococicas. Reduz também a
possibilidade de transferéncia bacteriana entre vacas durante a ordenha e apds o manejo
(GLEESON, FLYN, & O’BRIEN, 2018; KUMAR et al., 2012), ¢ ¢ uma pratica relativamente
pouco onerosa em comparagdo a necessidade de um tratamento, por exemplo, em caso de
ocorréncia de mastite.

Existem diversas op¢des de desinfetantes para o pré e pds-dipping no mercado. No
entanto, o uso de produtos a base de iodo, cloro, clorexidine, amdnia quaterndria, entre outros,
podem acarretar em consequéncias negativas como agressao a pele do teto, residuos no leite em
niveis inaceitaveis € no desenvolvimento de resisténcia microbiana a esses produtos (GADEA
etal., 2017; LU et al., 2015; O'BRIEN, GLEESON & JORDAN, 2013).

A busca por desinfetantes se baseia em alguns critérios como a eficacia germicida, a
persisténcia de acdo, a prevencao de novas infecgdes e manutencao das condi¢des adequadas
da pele e esfincter do teto, ja que esta € uma das principais barreiras contra as infecgdes (LAGO
et al., 2016).

Pele ressecada e com rachaduras proporciona condi¢cdes para multiplicacdo de
microrganismos e infec¢ao intramamaria devido a dificuldade de higienizagao desta superficie.
Da mesma forma, possibilita a entrada de microrganismos na glandula mamaria, pois logo ap6s
a ordenha o esfincter do teto permanece aberto por um periodo de 20 a 30 minutos (BLOWEY
& EDMONDSON, 2010). Por isso, ¢ recomendado que se adote a pratica do “dipping”
principalmente no pds ordenha, focando na prevencdo da mastite (BARLOW, ZADOKS &
SCHUKKEN, 2013; VAN DEN BORNE et al., 2019).

O desenvolvimento de alternativas que sejam eficientes contra microrganismos, tanto
para reducdo de carga microbiana como para prevencdo de novas infecgdes intramamarias ¢

necessario para além do custo econdomico com a qualidade do leite. Os tratamentos com
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antimicrobianos estdo em debate na sociedade, ja que a antibioticoterapia também tem custos a
saude publica (GROUT et al., 2020). A utilizacdo de medicamentos de forma equivocada
promove o desenvolvimento de microrganismos resistentes aos principios ativos utilizados e
esta ¢ uma questdo importante também na medicina veterinaria (OIE, 2020; WATTS &
SWEENEY, 2010; ZHANG et al., 2020).

A resisténcia microbiana direta ou indireta, promovida pelo uso de produtos, mesmo
comprovadamente eficazes, como desinfetantes a base de amonia quaternaria, por exemplo
(GADEA et al., 2017; MARQUEZ et al, 2017; OBLAK, FUTOMA-KOLOCH &
WIECZYNSKA, 2021), é crescente e preocupante, ¢ aos poucos as alternativas vdo se
limitando.

Assim, o controle das enfermidades, principalmente da mastite, em um rebanho leiteiro
segue sendo um desafio nos sistemas de producdo. No que se refere a producio orgénica, este
¢ ainda maior devido a limitagdo do uso de antimicrobianos ¢ a falta de desenvolvimento de
alternativas adequadas as normativas que norteiam esse tipo de produto — Instrugdo Normativa
(IN46) (BRASIL, 2011). Portanto a busca por novas opcdes ¢ urgente e necessdria, € nas
plantas, temos um enorme potencial em encontrar novos compostos bem como matrizes
complexas que parecem dificultar o desenvolvimento de resisténcia (SANTANA et al., 2012).

Para além dos beneficios, a reducao de danos ao meio ambiente também ¢ uma
caracteristica importante destes produtos. Ao utilizar uma substancia de base natural, ou seja,
com compostos que sdo oriundos da propria natureza, estes por sua vez podem ser novamente
incorporados ou reintroduzidos a ela sem causar danos ou desequilibrios, considerando que
todos processos e produtos utilizados na pecuartia leiteira, por exemplo, em algum momento

retornam ao meio ambiente (ZHANG et al., 2021).

4.3 SOLUCAO A BASE DE PLANTAS

A utilizacao de plantas para diversos fins, como perfumaria, condimentos, repelentes
e o proprio uso terapéutico vem sendo realizada desde sempre por diversas comunidades,
principalmente indigenas, quilombolas e ndo menos significativo, por comunidades rurais.
Estas populagdes encontravam e encontram ainda hoje na fitoterapia uma alternativa mais
vidvel e segura de manter os cuidados com a saude do seu corpo € do ambiente em que vivem.

Fazendo o uso das plantas no tratamento de enfermidades e na desinfec¢do de superficies,
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tornaram essa uma pratica muito utilizada e reconhecida (BOTH et al., 2016; CHANDRA et
al., 2017; FONSECA, 2018; MARINHO et al., 2007).

Este conhecimento na area de plantas medicinais se deve principalmente a
acessibilidade e confianca nesta terapia, adquiridas de forma inicialmente empirica que vem
sendo cada vez mais objeto de diferentes estudos cientificos (CHANDRA et al., 2017;
MARINHO et al., 2007; PINHEIRO MACHADO et al., 2020). Como as populagdes, desde que
domesticaram o primeiro animal, convivem proximas a diversas espécies deles, o uso da
fitoterapia estd presente também na medicina veterinaria, tanto na prevencdo como no
tratamento terapéutico de enfermidades causadas por microrganismos ou parasitas. Nestes
casos, podem ser utilizadas a planta inteira, seus compostos isolados ou em conjunto, na forma
de decocto, extratos ou 6leos essenciais (ABBAS et al., 2018; GARCIA-SALINAS et al.,
2018).

As agOes antimicrobiana, desinfetante, antifingica, antiparasitdria e muitas outras
voltadas a produ¢ao animal das plantas medicinais vem sendo estudadas por diferentes autores
(AVANCINI & WEST, 2008; MATOS, 2014; SCHUCH et al., 2008; SEUGLING et al., 2019;
SPERANDIO et al., 2019). Estes trabalhos buscam esclarecer os desafios, e consolidar as
oportunidades e perspectivas da atividade antimicrobiana destas plantas como solucdes
alternativas para produg¢do e inclusive no combate a resisténcia antimicrobiana em humanos e

animais (DILBATO, BEGNA & JOSHI, 2019).

4.4 Tagetes minuta L.

Dentre as diversas plantas ja estudadas por suas caracteristicas biocidas se destaca a 7.
minuta. Esta espécie que atualmente tem distribuicdo mundial € origindria da América Central.
Naregiao sul do Brasil, cresce espontaneamente em areas de cultivos anuais, sendo considerada
uma planta indicadora. E uma planta aromética e de pequeno porte, com poucas ramificacdes,
ereta e com pequenas flores amarelas em forma de capitulos, que fazem referéncia a espécie
“minuta”. Sua multiplicacdo se da por sementes e seu ciclo varia de 120 a 180 dias.
(KISSMANN & GROTH, 1992; LOVATTO, SCHIEDECK & MAUCH, 2013; SCHIAVON
et al., 2015). No conhecimento tradicional tem muitos nomes como chinchilho, cravo-de-
defunto, rojao, picdo do reino, chinchila, manzanilla de la sierra e outros nomes populares
(LORENZI & MATOS, 2002). E amplamente conhecida e utilizada na medicina popular por

possuir atividades antinflamatéria, antifingica, antimicrobiana, repelente, diurética e entre
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tantas outras. Seu uso ¢ feito também para tratamentos de afecgdes respiratdrias,
gastrointestinais e cutaneas (GOMES, 2017; LORENZI & MATOS, 2002; SANTOS et al.,
2017).

Seu oleo essencial € rotineiramente extraido por hidrodestilagao ou arraste a vapor € o
rendimento ¢ cerca de 1% (m/v), uma quantidade relativamente significativa, quando
consideradas as partes da planta das quais se extrai o 6leo (folhas, flores e pequenos caules). E
utilizada popularmente para diversas finalidades medicinais, inclusive na medicina veterinaria.
(BOLZAN, 2018; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2016; SPERANDIO et al., 2019). T.
minuta ja foi testada em suas mais diversas apresentagdes. Seu decocto, bem como o extrato e
o0 Oleo essencial foram testados como antimicrobiano frente a microrganismos de interesse na
producao leiteira (OLANDA et al., 2019; SPERANDIO et al., 2019). Ao oleo essencial, a
atividade acaricida ja foi demonstrada (ANDREOTTI et al., 2013; SILVA et al., 2016). A agdo
desinfetante do extrato e do dleo essencial também foi evidenciada em comparacdo a outros
desinfetantes comercias (BOLZAN, 2018; SCHUCH et al., 2008).

Todas essas informagdes mostram o potencial da espécie, principalmente do o6leo
essencial, como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de produtos simples ou
associados a tecnologias capazes de potencializar sua agdo e facilitar sua manipulacdo no

manejo da ordenha e preven¢do da mastite bovina.

4.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais sdo substancias liquidas lipossoluveis, soliiveis em solventes
organicos, volateis, geralmente limpidos e com densidade menor do que a dgua. Podem ter
caracteristicas quimicas distintas que variam de acordo com o local, época de coleta e estagio
vegetativo da planta. Sdo misturas complexas que podem conter cerca de 20 a 60 compostos,
sendo geralmente 2 ou 3 deles majoritdrios (ANGIONI et al., 2006; BILIA et al., 2014;
GARCIA-SALINAS et al., 2018; SELL, 2010).

Estes compostos sdo terpenodides, fenilpropandides e derivados de hidrocarbonetos de
baixo peso molecular. Apesar de ser usual a realizag@o da caracterizagdo dos 6leos essenciais a
partir de seus compostos majoritarios, ¢ fundamental considerar a presenga e fungao dos demais
componentes, presentes em quantidades menores. E de conhecimento que estes sdo importantes

para as atividades biologicas desempenhadas pelo 6leo, principalmente devido ao sinergismo
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dos diferentes compostos quimicos (BILIA et al, 2014; GAKUUBI et al., 2016;
LANGEVELD, VELDHUIZEN & BURT, 2014).

O ¢6leo essencial de 7. minuta ¢ normalmente extraido por métodos de hidrodestilagao
ou arraste a vapor (ALl et al., 2014; BOLZAN, 2018). Apresenta odor caracteristico e coloragao
geralmente amarelo-esverdeada e pode apresentar uma variedade de combinagdes majoritarias
de compostos quimicos, devido a fatores como utilizagdo de secagem das plantas. Ha relatos de
que plantas frescas possuem maiores quantidades de (Z)-tagetona, limoneno e alvimeno,
enquanto as plantas secas, tem maiores quantidades de di-hidrotagetona (SALEHI et al., 2018).
Pode variar também com a localidade, estagio vegetativo da planta e sitios de producdo como
folhas ou flores (FONSECA, 2018; GAKUUBI et al., 2016; GOMES, 2017; MINISTERIO DA
SAUDE, 2015).

Apesar da ampla utilizagdo dos 6leos essenciais na medicina veterinaria (GARCIA-
SALINAS et al., 2018), o seu uso ainda ¢ limitado principalmente pelos fatores da dificuldade
de aquisi¢do e de utilizagdo em grandes quantidades bem como as caracteristicas de volatilidade
e baixa solubilidade em 4gua, o que reduz suas alternativas de apresentacdo como produto
(ARAUJO et al., 2015; DONSI & FERRARI, 2016). Desta forma, tecnologias que possibilitem

melhorar a utilizagdo destes compostos sao necessarias € estdo em expansao.

4.6 NANOFORMULACOES

A nanotecnologia vem sendo amplamente utilizada pelas induastrias farmacéutica,
dermocosmeética, alimentar e também no meio agricola, como método de melhorar a eficiéncia
e aplicabilidade de compostos ativos nestes meios. Engloba o estudo e desenvolvimento de
materiais em escala manométrica de 10 — 100 nandmetros (YOUSSEF et al., 2019),
nanomateriais, materiais nanoestruturados, nanoparticulas em nanoescala, nanosistemas e
nanoprodutos (ALBERTI et al., 2019; BAHAMOND-NORAMBUENA et al., 2015; BILIA et
al., 2014; DONSI & FERRARI, 2016; TRONCARELLI et al., 2013).

Uma das principais caracteristicas de superioridade das nanoparticulas em relagdo aos
materiais de massa ¢ a grande proporcao de superficie por volume que elas apresentam, ou seja,
ha uma maior area de contato de um determinado componente e com isso aumenta também sua
capacidade de agdo. Além disso, a capacidade de libragdo gradual e direcionada para locais
especificos de chegada de um composto sdo também muito relevantes (MOHANRAJ & CHEN,
2006; YOUSSEF et al., 2019).
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Os métodos de encapsulamento de particulas podem produzir micelas, nanoparticulas
poliméricas, nanoemulsdes e lipossomas (SAO PEDRO et al., 2013). Essas técnicas vém como
alternativa para contornar as limitagdes de uso dos 6leos essenciais, por exemplo, e possibilitar
melhor eficiéncia na sua aplicacdo. Utilizando sistemas coloidais nanométricos e
nanocarreadores como sistemas coloidais poliméricos e lipidicos se conseguem vantagens
como aumento da estabilidade fisico quimica, menor toxicidade, melhora na permeabilidade
dos compostos em células alvo e solubilidade de compostos lipofilicos em meio aquoso. Isso
faz com que esta tecnologia seja promissora para aprimorar o uso de produtos naturais
(CHUESIANG et al., 2019; MANGALE et al., 2015; SAO PEDRO et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas sdo dispersdes particuladas ou particulas solidas de
sistemas carreadores, preparadas a partir de polimeros biodegradaveis, onde o composto
bioativo ¢ dissolvido, aprisionado, encapsulado ou conectado a uma matriz de nanoparticulas.
Podem ser nanoesferas com sistema matricial, onde redes poliméricas incorporam as moléculas
bioativas em sua parede ou nicleo, ou podem ser nanocapsulas, que se apresentam em sistema
reservatorio, carreando o bioativo em um nticleo oleoso contido em uma estrutura polimérica
vesicular (Figura 1) (ALBERTI et al., 2017; EL-SAY & EL-SAWY, 2017; TRONCARELLI
etal., 2013).

Figura 1 — Esquema geral da estrutura de nanoesferas e nanocapsulas.

Membrana polimérica

_ Bioativo

Matriz polimérica he )
* Nucleo interno

Nanoesfera Nanocapsula

Fonte: Adaptado de Christoforidis et al. (2012).

Nanocapsulas sdo bastante utilizadas uma vez que melhoram a estabilidade quimica
dos compostos ativos e reduzem a volatilizacado dos mesmos, aumentando a sua atividade. Além

disso, as nanocapsulas sdo facilmente incorporadas em cremes e géis o que otimiza seu uso

(SAO PEDRO et al., 2013; SILVA, 2019).
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Dentre os polimeros utilizados na preparacao das nanocépsulas, a poli-e-caprolactona
(PCL) apresenta algumas vantagens como a biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecanicas, tornando esse o polimero mais utilizado neste processo (GUTERRES,
ALVES & POHKMANN, 2007; PINTO et al., 2016).

O método de preparagdo que mais se destaca ¢ baseado na precipitacao de polimeros
pré-formados: nanoprecipitacdo ou deposicdo interfacial do polimero pré-formado e
deslocamento de solvente, que consiste em adicionar uma fase organica em uma fase aquosa
sob agitacdo magnética, resultando em uma emulsificacdo espontanea, com posterior
evaporacio do solvente. E considerado um método simples e rapido, facilmente replicavel e por
isso amplamente utilizado (EL_SAY & EL-SAWY, 2017; FESSI et al., 1989; SILVA, 2019).

O desenvolvimento de nanosistemas com 6leos essenciais utilizando esta técnica esta
cada vez mais em evidéncia, a exemplo Silva et al. (2019), utilizou dleo essencial de Lippia
alba, preparando suspensdes nanoencapsuladas e comprovando sua agdo larvicida frente a
larvas de Aedes aegypti. Em outro trabalho, ficou demonstrada eficicia antimicrobiana e
desinfetante de nanocapsulas contendo carvacrol, presente nos dleos essenciais de orégano
(Origanum vulgaris L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.), frente a microrganismos como .
aureus, E. coli e Salmonella (CACCIATORE et al., 2020).

Na medicina veterinaria os nanoprodutos também vem sendo estudados (EL-SAYED
& KAMEL, 2020; SEVEN et al., 2018; TRONCARELLI et al., 2013). De forma similar,
nanocapsulas do o6leo essencial de 7. minuta foram desenvolvidas em um estudo anterior pelo
grupo de pesquisa do LABINAT (UFSC) (BOLZAN, 2018). Inicialmente, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de 7. minuta frente a microrganismos de interesse na produgao
leiteira, como Escherichia coli e S. aureus, incluindo uma cepa multirresistente foi
demonstrada. No entanto, foi encontrada elevada toxicidade para o 6leo em células epiteliais
mamarias bovinas da linhagem MAC-T, sugerindo cautela para uso interno (SPERANDIO et
al., 2019). Dessa forma, o grupo propos o desenvolvimento de nanocépsulas a base deste oleo
essencial, com o intuito de potencializar sua acdo e possibilitar a reducdo da concentracao
utilizada, obtendo um produto com menor citotoxicidade e igual ou melhor atividade
antimicrobiana.

As nanocapsulas foram desenvolvidas pelo método de precipitagdo do polimero pré-
formado, seguido da evaporacdo de solvente e apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
satisfatorias, com um percentual de o6leo encapsulado de 2,9% (m/v). Na avaliagdo

antimicrobiana, a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi 1,429 mg/mL do 6leo essencial
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encapsulado e na avaliagdo de citotoxicidade a IC50 (Concentragdo Inibitoria de 50%) foi
0,2875 mg/mL de 6leo essencial. Tais resultados evidenciaram que mesmo menor quando
comparada ao trabalho de Sperandio et al. (2019) com o 6leo essencial ndo encapsulado, a
citotoxicidade das nanocapsulas ainda foi alta, limitando a sua proposi¢cao como produto para
uso intramamario (BOLZAN, 2018).

Ainda no estudo de BOLZAN (2018), a eficacia das nanocéapsulas a base deste dleo
essencial de T. minuta foi avaliada utilizando-se a Norma Padrao Europeia EN 1040 (2005).
Uma reducgao de 5 logs da densidade populacional de S. aureus foi obtida apds 30 e 60 minutos
de contato com o produto puro e ap6s 60 minutos com o produto diluido (50%). Ja frente a P.
aeruginosa, os resultados satisfatorios foram alcangados com o produto puro apds os trés
tempos de contato testados (5, 30 e 60 min).

Considerando o potencial das nanocapsulas a base do 6leo essencial de 7. minuta como
produto desinfetante eco-friendly, o objetivo do presente estudo foi realizar a avaliacdo da sua
atividade desinfetante utilizando diferentes metodologias para testes desinfetantes, visando o
uso externo no manejo da ordenha. Para isso buscou-se uma metodologia que possibilitasse a
simula¢do do ambiente da ordenha, que inclui matéria organica e diferentes tipos de superficies.
Através dos resultados obtidos, pretende-se propor o seu uso como produto pos-dipping em
manejo de ordenha de vacas leiteiras, resultando em uma alternativa diferenciada para sistemas

de producao sustentaveis.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Tagetes minuta

O ¢leo essencial de T. minuta foi produzido a partir de plantas colhidas em estagio
inicial de floragdo, em areas de crescimento espontaneo localizadas em um Assentamento no
segundo Distrito do Municipio de Piratini (31°66°16,46”’S; 53°06°40,83”W), na regido sul do
Rio Grande do Sul (Figura 2). A parte aérea, incluindo folhas, flores e caules mais finos foi
coletada e seca em estufa de circulacdo forcada de ar a 35°C por 48 a 72 horas (Figura 2). As
plantas secas que ndo foram imediatamente utilizadas foram armazenadas em embalagens
plasticas, hermeticamente fechadas e armazenadas a -20°C.

Conforme a lei n® 13.123/2015, o presente estudo foi cadastrado no Sistema Nacional
de Gestao do Patrimonio Genético (SisGen) sob o Cadastro n® AFAE10F (Anexo 1). Uma
amostra da planta foi encaminhada ao Herbario PEL da Universidade Federal de Pelotas-RS,

depositada e identificada sob o registro PEL 17.050.

5.1.1 Extracao do 6leo essencial de Tagetes minuta

O material vegetal seco (100 g), pulverizado em moinho de facas, foi colocado com
agua destilada em um baldo volumétrico com capacidade de 2.000 mL. O baldo foi acoplado
ao aparelho de Clevenger e a extragdo foi realizada pelo periodo de 4 horas conforme
metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira (2010). O 6leo essencial foi retirado com
auxilio de uma pipeta de Pasteur e seco em sulfato de sddio anidro (Figura 2). O 6leo extraido
foi acondicionado em frasco de vidro dmbar hermeticamente fechado, ao abrigo da luz e

armazenado a -6°C.
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A- Ramo de T. minuta; B- Secagem em estufa; C- Extracdo do 6leo essencial em Aparelho Clevener; D- Bureta
de graduagdo para verificagdo do rendimento do processo de extragdo; E- Oleo essencial de 7. minuta.
Fonte: Arquivo pessoal, (2019).

5.1.2 Caracterizacio quimica do dleo essencial de Tagetes minuta

A composicao do oleo essencial foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG/MS) na Central de Analises do Departamento de Engenharia
Quimica da UFSC. A andlise via CG/MS foi realizada no instrumento Agilent CG 7890A
acoplado ao detector MS Agilent 5975C. Para isso, a coluna HP-5MS (Agilent), que ¢ uma
coluna capilar de silica fundida (30 m de comprimento x 250 um id x 0,25 um de espessura de
filme composta por 5% de fenil-95% de metilpolisiloxano) foi conectada a um detector de
quadrupolo operando em modo positivo ET a 70 eV.

A varredura de massa variou de 41 a 415 m/z e o gas hélio foi usado como gas de

arraste a uma taxa de fluxo de 0,91 mL/min. As temperaturas do injetor e da interface foram
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250 e 240°C, respectivamente. A propor¢ao de divisdo foi de 50: 1 e o atraso do solvente foi de
5,0 minutos. O volume de injecdo foi de 1,0 uL com amostrador automatico Agilent GC
Sampler 80, equipado com uma seringa de 10 pL.

O programa de temperatura do forno consistia em aumentar de 60°C, em seguida,
3°C/min para 246°C (concluindo um tempo de execug@o de 62 minutos). Os compostos foram
identificados considerando os resultados obtidos de seus espectros de massa e comparando-os

com os do National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011).

5.2 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

As nanocapsulas com o 6leo essencial de 7. minuta (NC-TM) foram preparadas
utilizando a técnica de precipitagdo do polimero pré-formado conforme metodologia descrita
por Bolzan (2018). Brevemente, a fase orgénica foi preparada a partir da mistura de duas
solugdes (1:1), uma contendo 0,50 g do polimero poli-e-caprolactona (PCL-policaprolactone
60,000 M,, Sigma-Aldrich) em acetona (25 mL) e a outra contendo 0,25 g de surfactante
lipofilico lecitina (Lecitina - LIPOID S 75-3N, Alemanha) em etanol (25 mL). O 6leo essencial
de T. minuta (5 g) foi adicionado a fase organica sob agitacdo magnética. A fase aquosa foi
constituida por 100 mL de 4gua destilada com 1% de surfactante hidrofilico poloxamer 188
(Kolliphor P188 micro, BASF, EUA). Sob agitagdo magnética vigorosa, na velocidade 5 a 6
(Fisatom® 752A), a fase organica foi adicionada sobre a aquosa, lentamente, por meio de
gotejamento (110 mL/h — 1 gota/1,5 segundos). O solvente organico foi removido mantendo-
se a suspensao sob agitacao por 3 a 4 horas (Figura 3). O volume final da suspensao foi ajustado

para 100 mL, ap0s filtragdo a vacuo em papel filtro.
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Figura 3 — Prepara¢do das nanocapsulas com o 6leo essencial de 7. minuta.
: = Ta

Fase aquosa; B- Fase orgéanica; C- Gotejamento da fase orgéanica sobre a fase aquosa; D-Evaporacdo do solvente
sob agitacdo magnética.
Fonte: Arquivo pessoal, (2019).

As NC-TM foram armazenadas ao abrigo da luz e sob refrigeracdo (4°C) para posterior
uso por um periodo maximo de 7 dias. A determina¢do do teor de 6leo nas nanocapsulas foi
realizada através da leitura em espectrofotdmetro a 280 nm (Bel UVMS51). O acompanhamento
do teor de dleo encapsulado nas NC-TM foi realizado semanalmente, durante 15 dias. As
analises foram realizadas conforme metodologia padronizada por Bolzan, (2018). Brevemente,
adicionou-se acetonitrila as NC-TM (10:1, v/v) para haver a liberacdo do conteudo de 6leo
encapsulado, seguido de leitura em espectrofotometro a 280 nm. O teor de 6leo essencial nas
NC-TM foi determinado utilizando-se uma curva de calibragdo do 6leo essencial (3 a 18

pg/mL).
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5.3 ATIVIDADE DESINFETANTE DAS NANOCAPSULAS

5.3.1 Teste desinfetante padrao

A atividade desinfetante foi testada in vitro conforme protocolo do Comité Europeu
de Padronizagdo (CEN) BSEN 1040:2005 (BSEN, 2005) para teste desinfetante, utilizando as
cepas padrao de P. aeruginosa ATCC 15442 ¢ S. aureus ATCC 6538. Os indculos de ambos
microrganismos foram preparados utilizando uma densidade populacional 103 UFC/mL. A
turbidez foi comparada na escala Mcfarland 0,5 e foi aferida em espectrofotometro (Bel
UVMS51) com valor de absorbancia entre 0,08 ¢ 0,1 a 620 nm.

Os testes foram realizados utilizando tubos de vidro de 10 mL, previamente
esterilizados. Foram testadas trés diferentes concentragdes das NC-TM, i.e., 100% (v/v) (NC-
TM com 3,35% de 6leo essencial), 50% (v/v) (NC-TM com 1,7% de 6leo essencial) e 0,2%
(v/v) (NC-TM com 0,0068 % de o6leo essencial). Um controle positivo com hipoclorito
NaHCO3 - 4gua sanitéria comercial (Clorofina®) a 2% (pura), 1% e 0,00025% foi incluido no
teste. Além disso, testes de controle de toxicidade do ensaio, do neutralizante e do neutralizante
com o produto foram realizados simultaneamente, conforme preconizado pela norma utilizada
(BSEN, 2005).

O teste foi realizado a 20°C (£1°C) e os tempos de contato do indculo com o produto
foram 5 min (tempo minimo exigido pela norma), 15 min e 30 min. Os tempos maiores de
contato foram escolhidos para validar a a¢ao do produto por um periodo maior, como o que
ocorre quando este € utilizado como pos-dipping.

O teste foi realizado em triplicata e teve como finalidade colocar os microrganismos
do indéculo em contato com o produto testado (NC-TM e controle positivo) resultando em uma
solucao contendo produto e bactérias. Apos os tempos de contato pré-definidos, uma aliquota
foi retirada dessa suspensdo e colocada com um neutralizante comercial (D/E Neutralizing
Broth 7562A - acumedia®) para cessar a a¢do do produto. Desta maneira, a acdo do produto
naquele intervalo de tempo de contato foi verificada sobre a reducdo do nimero de
microrganismos. A reducao foi expressa em UFC/mL. Apds a neutralizagao, 100 puL da solugdo
teste neutralizada foi colocada em placas contendo dgar TSA (Tryptic Soy Agar), em duplicata,
e incubadas a 37°C + 1°C por 24 horas. Apds esse tempo, a contagem das UFC foi realizada

para verificar a redu¢do em comparagdo com as placas do inoéculo inicial. A eficacia como
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desinfetante foi considerada quando houve a reducdo de ao menos 5 logs na densidade

populacional do in6culo (BS EN 1040:2005).

5.3.2 Teste desinfetante com matéria organica

O teste desinfetante com matéria organica foi realizado conforme o teste desinfetante
padrdo, em triplicata, utilizando os mesmos microrganismos ¢ mesma densidade populacional
(108UFC/mL). No entanto, o teste foi modificado pela adi¢io de 10% de leite no volume total
da suspensdo, simulando assim a presenca de matéria organica. Neste ensaio, foram testados
dois tempos de contato (15 e 30 minutos). Foram incluidos o controle positivo com hipoclorito
a 2% e um controle negativo com agua. Apds o tempo de contato entre produtos e o indculo, a
neutralizacdo da agdo do produto foi realizada e 100 uL do conteudo dos tubos foram

plaqueados, incubados e contados conforme o teste padrao.

5.3.3 Teste desinfetante em superficies

O teste desinfetante em superficies foi realizado em triplicata, com os mesmos
microrganismos dos ensaios anteriores. As superficies testadas foram quadrados de 2x2 cm de
inox, ceramica e borracha (Figura 4), seguindo a metodologia descrita por Matos (2014), com
modificagdes. Inicialmente, o inéculo foi preparado em uma densidade populacional de 10®
UFC/mL, também utilizando a escala Mcfarland a 0,5 e ajustando-se a suspensdo com a leitura
da absorbancia entre 0,08 a 0,1 em espectrofotometro (620 nm). Em seguida foram preparadas
diluigdes seriadas até obten¢do da densidade populacional de 10* UFC/mL, a qual foi utilizada

nos ensaios.
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Figura 4 — Inox, cerdmica e borracha utilizadas no teste desinfetante em superficies.

Fonte: Arquivo pessoal, (2020).

O teste foi realizado pela adi¢do de 10 pL do indculo com densidade 10* UFC/mL
sobre as superficies estéreis a serem testadas, resultando em uma contaminagdo da superficie
com densidade de 10> UFC/mL (100 UFC/mL). Apos 10 min para secagem do inéculo, 200
uL das NC-TM (100%) e dos controles positivo e negativo (hipoclorito e &gua,
respectivamente) foram adicionados e mantidos em contato por 15 e 30 min. Apds esse periodo,
o excedente do contetido das superficies foi retirado e as mesmas foram colocadas sobre placas
contendo TSA, fazendo um “print” ou carimbo por 30 segundos. As placas foram incubadas a
37°C £+ 1°C por 24 horas ¢ verificada a agdo dos produtos através da categorizagdo dos niveis
de redugdo dos microrganismos expressos em UFC/mL, e o percentual de reducdo em relagao

ao inoculo, conforme mostra a Tabela 1.



Tabela 1 — Categorizagao dos niveis de redu¢do dos microrganismos pelos numeros de
coldnias presentes e o percentual de redu¢cdo comparado ao inoculo.

Categorias N° de colonias por categoria % de reducio
1 0 100
2 1-5 99 - 95
3 6-10 94 -90
4 11-20 89 - 80

5 >20 <79
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6 ANALISE ESTATISTICA

A partir dos resultados foi realizada andlise estatistica descritiva para os dados. Para
os testes de desinfetantes padrio e presenca de matéria organica, os dados foram transformados

em um indice de Inibi¢do para cada tratamento e tempo, resultado da formula:

I=1-(IT/IB) (1)

onde IT ¢ a média das repeti¢cdes da contagem de UFCs de cada tratamento teste em um dado
tempo ¢ uma dada bactéria, dividido pela contagem de UFCs bacterianas do in6culo. Todos
valores de UFC sofreram transformacdo logaritmica para normalizacdo dos resultados, apos
serem adicionados de uma unidade ja que ndo € possivel transformacado logaritmica para dados

iguais a zero.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 OLEO ESSENCIAL DE Tagetes minuta

A composi¢ao quimica do 6leo essencial de 7. minuta esta mostrada na Tabela 2. Dos
10 compostos encontrados, 5 destacaram-se como majoritarios, representando 95,01% da area

total do cromatograma.

Tabela 2 — Composi¢do quimica do 6leo essencial de 7. minuta coletada na regido sul do Rio
Grande do Sul (Brasil) nos meses de junho e julho de 2019.

Composto Nome %
| di-hidrotagetona 54.46
2 trans-tagetona 18.51
3 Limoneno 9.93
4 trans-B-Ocimeno 6.74
5 cis-tagetona 5.37
6 Biciclogermacreno 1.74
7 nao identificado 0.96
8 Cariofileno 0.88
9 Sabineno 0.84
10 ndo identificado 0.58
Total 100

A composic¢ado quimica do dleo essencial em estudo € bastante similar a encontrada por
Gomes (2017), em plantas oriundas de regides bem proximas. Da mesma forma, Olanda (2018)
encontrou no oOleo essencial dessa espécie trans-tagetona, di-hidrotagetona, cis-tagetona e
limoneno. Sperandio et al. (2019), também encontrou os compostos cis-tagetona e di-
hidrotagetona como majoritarios em amostras do 6leo essencial de 7. minuta produzido em
Santa Catarina.

Apesar da semelhanca na composi¢ao quimica do 6leo essencial mencionada acima, ¢
importante destacar que de maneira geral fatores como local de colheita, periodo e
processamentos podem resultar em composicao quimica diferente, mesmo de plantas oriundas
de uma mesma regido ou de regides proximas (GAKKUB et al., 2016; SALEHI et al., 2018;
SCHIAVON et al., 2015). Alteragdes na composi¢do quimica, bem como no rendimento do
0leo, estdo também ligadas ao estagio fenologico da planta. Quanto mais precoce for a colheita,

maior sera o volume de folhas em relagdo a flores. Neste caso, um menor rendimento de 6leo e
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maior contetdo de di-hidrotagetona tem sido relatado para o dleo essencial de 7. minuta. Ja em
periodo de floragao plena, um maior rendimento do 6leo tem sido observado e d-limoneno, di-
hidrotagetona e trans-tagetona tém sido relatados como compostos majoritarios. Com o avango
no desenvolvimento da planta, os compostos cis-B-ocimeno e cis-tagetona tém sido descritos
como majoritarios no 6leo essencial desta espécie (FONSECA, 2018; KUMAR, PANDEY &
VARSHNEY, 2019).

Cabe destacar que no presente estudo as plantas foram colhidas em estagio inicial de
floragdo, apresentando maior volume de folhas em relacdo as flores. Apesar da predominancia
do composto di-hidrotagetona no 6leo essencial em estudo, ¢ importante considerar que em se
tratando de matrizes complexas, os compostos nao majoritarios podem também contribuir para
as suas propriedades bioldgicas. A acdo sinérgica entre os diferentes compostos bem como
suas particularidades de modo e sitio de acdo frente aos microrganismos tém sido descritas

(GAKKUBI et al., 2016; PAVONI et al., 2020).

7.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

As NC-TM foram preparadas com éxito através da técnica empregada. As suspensoes
apresentaram caracteristicas macroscopicas similares as descritas por Bolzan (2018), i.e.,
aspecto homogéneo, leitoso, com coloracdo amarelo-esverdeada e odor caracteristico do 6leo
essencial de 7. minuta (Figura 5). Apesar das diversas criticas a técnica utilizada, i.e.,
precipitagdo do polimero pré-formado, tais como como interferéncia no tamanho das goticulas
pelo tipo de ativo, 6leo ou surfactante e baixo teor de ativo encapsulado (SAKEENA et al.,
2011; SINGH et al., 2017), a mesma se mostrou eficiente no presente estudo.

Diferentemente do estudo de desenvolvimento proposto por Bolzan (2018), que
preparou volumes pequenos (10 mL), no presente estudo a técnica mostrou-se eficiente na
preparacao de um volume bem maior de nanocépsulas (100 mL), sugerindo o potencial de
escalonamento. Ainda em relacdo a técnica, foi verificado que a temperatura ambiente deve ser
utilizada durante a preparagdo, uma vez que temperaturas abaixo ou acima de 25°C mostraram
influenciar negativamente na obten¢do das NC-TM. Portanto, dentre as vantagens do método,
que se mostrou claramente reprodutivel, estd seu baixo custo econdmico, energético e
tecnoldgico, sem demandar demasiada energia ou equipamentos especificos (FESSI et al.,

1989).
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Figura 5 — Aspecto macroscopico das nanocépsulas com o 6leo essencial de 7. minuta.

Fonte: Arquivo pessoal, (2020).

As formulagdes foram armazenadas por no maximo 15 dias a 4°C, e durante este
periodo, ndo foram observadas segregagao de fases ou qualquer outra alteracdo macroscopica,
sugerindo estabilidade da formulacdo. O teor de 6leo na suspensdo foi ainda avaliado
semanalmente, por um periodo de 0 a 15 dias, devido a alta volatilidade dos compostos. Logo
apods o preparo, o teor de 6leo foi em média 3,35 + 0,51%, representando uma eficiéncia de
encapsulacdo de 67% (m/v).

Cabe destacar que os valores obtidos de eficiéncia de encapsulacdo do 6leo divergem
de outros autores que descrevem o baixo teor de principio ativo encapsulado pela técnica de
preparo utilizada, i.e., precipitagdo do polimero pré-formado (SAKEENA et al., 2011; SINGH
et al., 2017). Além disso, os teores de 6leo encapsulado no presente estudo sdo maiores do que
o relatado por Bolzan (2018), autora que desenvolveu o método de obtencao da suspensao aqui
reproduzido. Tal resultado deveu-se provavelmente a velocidade menor do gotejamento da fase
organica sobre a fase aquosa (110mL/hora— 1 gota/1,5 segundos) no presente estudo, bem como
a utilizagdo de uma velocidade de agitagio maior (velocidade 5 a 6 - Fisatom® 752A). Ao
aumentar a agitagdo durante o desenvolvimento possivelmente melhorou-se a capacidade de
encapsulacdo do 6leo em um dado tempo. Portanto, ao reduzir o tempo de exposi¢ao do 6leo
nao encapsulado ao ambiente, provavelmente diminuiu-se a volatilizagdo do mesmo.

O teor de 0leo essencial nas suspensdes apos 7 e 15 dias de armazenamento diminuiu
0,6 € 1,55% (m/v), i.e., cerca de 18% e 46%, nas suspensdes, respectivamente (Tabela 3). Diante
desse resultado, as suspensdes foram utilizadas nos ensaios bioldgicos em até 7 dias apds o seu

preparo, as quais continham em torno de 3,35 + 0,51% de 6leo essencial de T. minuta.



40

Tabela 3 — Teor de dleo essencial* de 7. minuta encapsulado nas suspensoes a 5% (m/v) apos
15 dias de preparagdo.

Dias Teor de dleo essencial (%)
0 3,35+0,71
7 2.76 £ 0,66
15 1.8 +0,53

*n= trés repeti¢des independentes para cada um dos periodos avaliados.

7.3 ATIVIDADE DESINFETANTE DAS NANOCAPSULAS

7.3.1 Teste desinfetante padrao

A atividade desinfetante das NC-TM frente a P. aeruginosa foi demonstrada (Figura
6). Para esse microrganismo houve reducdo de pelo menos 5 logs nas duas concentragdes
testadas (100 e 50%, v/v) e nos trés tempos de contato testados. Por outro lado, as NC-TM nao
reduziram em 5 logs o crescimento de S. aureus utilizando-se um tempo de contato de 5
minutos, bem como na concentracdo de 50% (v/v). Para esse microrganismo, a acao
desinfetante foi efetiva quando a suspensao nao foi diluida (100%, v/v) e somente apos 15 e 30

minutos de contato (Figura 6).

Figura 6 — A¢do desinfetante das nanocépsulas com 6leo essencial de 7. minuta, nas
concentracoes de 100% e 50% (v/v), frente as cepas padrao de P. aeruginosa (Pa) ATCC
15442 e S. Aureus (Sa) ATCC 6538 apds 5, 15 e 30 minutos de contato.
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B NC-TM 100% NC-TM 50%

IIPa/IISa-Indice de Inibigdo de Pseudomonas aeruginosalStaphylococcus aureus: IRed=1-
(log(1+CBF)/log(1+CBI))
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Os resultados aqui encontrados frente a S. aureus sdo similares aos de Bolzan (2018),
que utilizou a mesma metodologia. No entanto, frente a P. aeruginosa, os resultados do
presente estudo foram diferentes, j& que as NC-TM mostraram agdo desinfetante também
quando utilizadas diluidas (50%, v/v), o que deveu-se provavelmente ao maior teor de 6leo
encapsulado na suspensao, uma vez que estas continham 1,68% (m/v) de 6leo essencial.

No presente estudo, um tempo de contato menor, i.e., 15 minutos, foi também incluido.
Um tempo menor do que 30 min foi interessante pelo fato de confrontar a agilidade em eliminar
0S microrganismos € a0 mesmo tempo se manter com esta agao por um determinado periodo.
Para o uso como pos-dipping, por exemplo, a rapidez ¢ importante para reduzir a carga
microbiana assim que retiradas as teteiras, evitando contaminacdo cruzada entre vacas e
possivel ocorréncia de mastite contagiosa. Esse momento ¢ crucial, pois o esfincter do teto
permanece aberto por cerca de 30 minutos, necessitando de acdo imediata € a0 mesmo tempo
duradoura do desinfetante (BLOWEY & EDMONDSON, 2010). Ao permanecer aberto o
esfincter do teto, o animal também fica exposto a entrada de microrganismos via ascendente
para os tecidos mamarios internos. Assim a acdo prolongada do produto se faz extremamente
relevante, pois ao final da ordenha os animais, ao se deslocarem ou se deitarem nos ambientes
de manejo, estdo estabelecendo contato direto com os microrganismos. Essa durabilidade da
acdo se deve principalmente ao potencial de protecdo do ativo que a nanotecnnologia pode
proporcionar ao produto (BILIA et al., 2014; MOHANRAJ & CHEN, 2006; PAVONI et al.,
2020; YOUSSEF et al., 2019).

A despeito de outros estudos com extratos ou o 6leo essencial de 7. minuta (ABAAS,
etal., 2018; BOLZAN, 2018; OLANDA et al., 2019; SPERANDIO et al., 2019) para o melhor
do nosso conhecimento, ndo ha outros registros além do de Bolzan (2018) que associem a
nanotecnologia para a formulagdo de um produto antimicrobiano e desinfetante utilizando essa
espécie.

Ressalta-se ainda, que as concentra¢des do 6leo essencial utilizadas neste ensaio (0,61
mg/mL; 0,30 mg/mL e 0,09 mg/mL) quando comparadas as do controle positivo com
hipoclorito (36 mg/mL, 16 mg/mL e 2,5 ppm), sdo bem inferiores (cerca de 100 x), o que nos
remete a possibilidade de futuros testes com uma concentra¢do maior de 6leo adicionado ao
preparo das NC-TM, ja que as mesmas seriam com finalidade para uso externo.

Além disso, em alguns estudos anteriores a densidade de indculo utilizada foi menor
do que a do presente estudo. Both et al. (2016), utilizaram uma densidade menor de ino6culo da

cepa padrdo de S. aureus ATCC 6538 e S. aureus meticilina resistente ao avaliarem a eficacia
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desinfetante de extratos hidroetanolicos de Achyrocline satureioides Lam. (macela). Assim,
sugere-se a realizagdo de ensaios futuros com densidades de in6culo menores para avaliar a

eficacia das NC-TM.

7.3.2 Teste desinfetante com matéria organica

Considerando os resultados obtidos no teste desinfetante padrao, este e os demais
ensaios foram realizados com as NC-TM sem dilui¢do. No teste desinfetante realizado com a
presenca de matéria organica, as NC-TM mostraram-se eficazes na redugdo do crescimento de
P. aeruginosa, em pelo menos 5 log, ap6s os 3 tempos de contato testados. Ja frente a S. aureus
na presenca de matéria organica, as NC-TM ndo demonstraram atividade desinfetante, uma vez
que ndo houve a reducdo de 5 log do crescimento microbiano necessaria para admiti-lo como

desinfetante (BS EN 1040, 2005) (Figura 7).

Figura 7 — A¢ao desinfetante das nanocépsulas com o 6leo essencial de 7. minuta frente a
cepa padrao de P. aeruginosa (Pa) ATCC 15442 e S. aureus (Sa) ATCC 6538 ap6s 5, 15 e 30
minutos de contato.
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Em estudo utilizando metodologia similar, a a¢do desinfetante de 7. minuta, com e
sem a presenca de matéria organica foi encontrada (SCHUCH et al., 2008). No entanto, os
autores testaram outras formas de apresentagdo do produto teste (extratos e decocto) e tempos
de contato também distintos. Os extratos hidroalcoolicos da planta ndo mostraram eficacia

frente ao crescimento de P. aeruginosa, microrganismo fortemente eliminado nos testes do
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presente trabalho. Os mesmos autores encontraram resultados satisfatorios do extrato
hidroalcoolico frente a S. agalatiae sem e com presenca de matéria organica, apds 30 segundos
e 10 minutos de contato, respectivamente. Ainda, corroborando com os resultados do presente
estudo, frente a S. aureus, apenas o tempo de contato de 30 minutos foi eficaz, e na presenca de
matéria organica, a a¢ao da planta foi limitada (SCHUCH et al., 2008). Sugere-se portanto que
em estudos futuros tempos de contato ainda maiores sejam testados, uma vez que pode haver a
liberacao gradual e acdo do ativo encapsulado, possibilitando a melhora de sua eficacia.

Outros autores também fizeram testes na presenga de matéria organica e encontraram
resultados semelhantes, onde sua adi¢@o se mostrou como um desafio para o produto, reduzindo
muitas vezes sua eficacia germicida inclusive em testes com desinfetantes comerciais ja
consolidados como tal (MORENO, NOVOA & LOVELI, 2018; SATO et al., 2019).

No presente estudo, o leite pode ter interferido ndo somente por proporcionar
condi¢des Otimas de multiplicagdo aos microrganismos, servindo de substrato aos mesmos
(KUDA et al., 2015), mas também pelo fato de interagir com o desinfetante afetando sua
disponibilidade e consequente acdo sobre o microrganismo (BEAN, 1967). Tais resultados
indicam que a inclusdo desse fator em testes desinfetantes mostra-se necessaria, com o intuito
de verificar sua agao simulando uma situagdo pratica, como o contato com o leite ou com outras
fontes de matéria organica como poeira, residuos de fezes e do ambiente de instalagcdes ou
alojamentos dos animais. No entanto, sugere-se em estudos futuros testar inoculos com
diferentes densidades, para verificagdo da agdo do produto frente a S. aureus, j4 que em

circunstancias reais de campo a carga microbiana provavelmente seria menor do que a testada.

7.3.3 Teste desinfetante em superficies

No teste desinfetante em superficies, a melhor agdo das NC-TM foi frente a P.
aeruginosa nos 2 tempos de contato (15 e 30 minutos) e sobre as 3 superficies, enquanto que
frente a S. aureus ndo foi verificada atividade desinfetante (Figura 8). A avaliagao deste ultimo
teste foi baseada em categorias de acdo conforme o crescimento das UFCs nas placas e
percentual de reducdo em relagdo ao inoculo, sendo a categoria 1 como mais eficiente e 5 menos
eficiente, apresentando 95% de eficacia no tempo de contato de 30 minutos e a0 menos 90% de
eficacia em 15 minutos, frente a P. aeruginosa, nas 3 superficies. Para S. aureus, apenas a
superficie de borracha e o tempo de 30 minutos apresentaram reducdo de pelo menos 80% nas

UFCs. Nos demais tempos e materiais os resultados ndo foram satisfatorios.
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Figura 8 — Teste desinfetante com nanocapsulas do 6leo essencial de 7. minuta em superficies
de borracha, ceramica e inox frente as cepas padrao de P. aeruginosa ATCC 15442 ¢ S.
aureus ATCC 6538 ap6s 15 e 30 minutos de contato.
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Resultados de testes de avaliagao da atividade desinfetante de 7. minuta, incluindo
sobre superficies sdo escassos na literatura. Para o melhor do nosso conhecimento, os resultados
aqui apresentados sdo inéditos. Por outro lado, estudos buscando avaliar a reagdo dos
microrganismos frente ao uso rotineiro de produtos existentes (MEDEIROS et al., 2009; SATO
et al., 2019) e a busca por novos produtos desinfetantes com base em produtos naturais, que
incluiram testes em superficies, foram realizados previamente (HELTAHIR & RAGER, 2020;
KUDA et al., 2015.; MUREZA et al., 2021). Em um estudo para avaliar a acao antifingica de
tintura e extratos vegetais de orégano (Origanum vulgare) e alecrim (Rosmarinus officinalis),
por exemplo, frente a fungos do complexo Sporothrix a autora utilizou metodologia semelhante,
acrescentando também matéria organica ao teste. Apenas o orégano mostrou atividade
antifingica com e sem a presenga da matéria organica (MATOS, 2014).

O potencial desinfetante de outras espécies como um produto base de extrato de Acacia
nilotica foi demonstrado. O extrato mostrou eficacia frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas em superficies de silicone, as quais sdo utilizadas em procedimentos odontologicos
(HELTAHIR & RAGER, 2020). Desinfetantes a base de extratos de Opuntia ficus-indica e
Allium sativum também mostraram-se eficazes na higieniza¢ao de tetos de vacas e frente a
bactérias patogénicas do leite cru (MUREZA et al., 2021).

O teste em superficies tem importante relevancia pois em ambientes de manejo de
ordenha ¢ muito comum a presenca e o contato do produto leite com as superficies testadas. A

borracha esta presente nos conjuntos de teteiras, bem como o inox, incluindo os tanques de
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resfriamento e tubulagdes. A cerdmica reveste as estruturas internas da sala de ordenha e
também ¢ uma superficie que estd em contato com o animal. Estes e outros tipos de superficies,
como a propria pele do teto, sdo constantemente contaminados por substancias organicas, sejam
elas leite, poeira ou fezes e seus componentes bioldgicos como gorduras, proteinas e inclusive
microrganismos (SILVA et al., 2018). Estes por sua vez, ao entrar em contato com uma
superficie, iniciam seu processo de multiplicagdo e sobrevivéncia sobre ela, incluindo nisso a
formagdo de biofilme. Esta ¢ uma maneira que os microrganismos t€ém de proporcionar
condigdes mais favoraveis a sua multiplicacao e a sua protecao frente a acao de fatores externos
e a produtos com atividade biocida (MACHADO, 2005).

Caracteristicas das superficies como topografia ou rugosidade, sdo fatores que
influenciam na adesdo das bactérias e consequentemente na sua eliminac¢ao pelos produtos
sanitizantes. Superficies mais rugosas, com irregularidades, arranhaduras ou rachaduras
proporcionam uma maior area de contato com os microrganismos € maior adesdo, além dessas
caracteristicas servirem de espagos para deposi¢do ¢ multiplicagdo dos mesmos dificultando a
acdo dos desinfetantes (BOHINC et al, 2017; BOHINC et al., 2016;
CHATURONGKASUMRIT et al., 2011; MEDIASWANTI, 2016).

No estudo em questdo, os quadrados de borracha e ceramica apresentavam essas
irregularidades em suas superficies de forma expressiva, quando em comparagao ao inox, € essa
caracteristica foi um fator que provavelmente contribuiu para os resultados, i.e., o teste na
superficie de inox apresentou os melhores resultados.

Outra superficie importante, porém, nao testada neste trabalho ¢ a superficie da pele
do teto, que também ¢ constantemente desafiada pelas adversidades ambientais como
temperatura, contaminacao e exposic¢ao aos produtos sanitizantes. Apesar dos testes ndo a terem
incluido, ela segue sendo o foco de trabalhos, inclusive deste, na busca por produtos e métodos
desinfetantes (BAUMBERGER, GUARIN & RUEGG, 2016; BOTH et al., 2014; RAMALHO
etal., 2012).

No presente estudo, os resultados encontrados mostraram que as NC-TM tiveram bom
potencial desinfetante frente a P. aeruginosa no teste desinfetante, mesmo na presenca de
matéria organica e no teste desinfetante em superficies. Isso pode resultar em um produto
promissor no combate a bactérias gram-negativas € microrganismos presentes nas superficies,

potencialmente causadores da mastite de origem ambiental.
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8 CONCLUSAO

A atividade desinfetante do produto em teste, as NC-TM, foi demonstrada frente ao
microrganismo P. aeruginosa nas trés categorias de testes, desinfetante padrao, desinfetante
com adicao de matéria organica e desinfetante em superficies, i.e, inox, ceramica e borracha,
nos 3 tempos de contato testados (5, 15 € 30 min). Para S. aureus a agao desinfetante foi limitada
em todos os testes realizados. Portanto, as nanocapsulas com o o6leo essencial de 7. minuta
mostraram-se promissoras para uso como desinfetante, com potencial para prevencao de mastite
de origem ambiental, principalmente como opcdo em sistemas de producdo sustentaveis.
Sugere-se a realizacdo de testes in vivo, como testes para verificagdo de reducdo de contagens
bacterianas da superficie do teto ou mesmo do leite, bem como testes que avaliam reducao de

novas infecgdes intramamarias.
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ANEXOS

ANEXO A — Certiddo do cadastro de acesso no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado.
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