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RESUMO
A mastite ¢ uma doenca inflamatodria altamente prevalente em bovinos leiteiros, causada na
maioria das vezes por bactérias. Dificuldades relacionadas ao tratamento da mastite
despertam a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias eficazes de controle que
possam contemplar os sistemas de producao leiteira convencional, organico e agroecologico,
colaborando positivamente com questdes de saude publica, saude humana, saude animal,
qualidade alimentar e ambiental. O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento
de formas farmacéuticas antimicrobianas inovadoras, i.e., nanoemulsdo de macela
(Achyrocline satureioides) e hidrogel a base de mucilegam de linhaga e k-carragenana
veiculo da nanoemulsdo (nanocompdsito) visando a terap€utica da mastite bovina. Quatro
nanoemulsdes de macela desenvolvidas e selecionadas mostraram tamanho médio de
particula entre 203 a 249 nm, distribuicdo monodispersa (Pdl < 0,3), formato esférico e
eficiéncia de encapsulacdo dos ativos (compostos fenolicos) superior a 94%. A avaliagdo da
atividade antimicrobiana das nanoemulsdes de macela (n=4) contra bactérias planctonicas
Staphylococcus aureus meticilina-resistente (SARM) mostrou concentragdes inibitorias
minimas (CIM50) entre 1,2 a 5% (v/v). Em termos de citotoxicidade, houve redu¢do de 50%
de viabilidade (IC50) das células epiteliais mamarias bovinas (linhagem MAC-T) apos
exposicdo a concentragdes que variaram de 2,6 a 9,7% (v/v) das nanoemulsdes de macela
(n=4). As concentragdes inibitorias minimas de preven¢do da formagao de biofilme (CMIB)
e de erradicagdo de biofilmes pré-formados (CMEB) da nanoemulsdo de macela mais
promissora (NE-MLI1:5; 1% de Tween 80 e 5% de o6leo de linhaga) foram 25 e 80% (v/v),
respectivamente. Na avaliagdo do tipo de morte celular provocado pela nanoemulsdo NE-
MLI:5, foi evidenciado efeito citoprotetor sobre as células MAC-T tanto através da
preven¢do da morte apoptotica (£30%) como necroética (£40%). A avaliagdo da capacidade
de permeacdo dos compostos da macela em modelo de células de difusdo tipo Franz
utilizando explantes da glandula mamaria bovina mostrou maior penetragdo da 3-O
metilquercetina e quercetina nanoemulsionados (NE-ML1:5) comparado ao extrato bruto de
macela ao longo de 12 h, com um total acumulado de 50 e 111 contra 35 e 48 pg/cm’,
respectivamente. Os nanocompositos (NCs) desenvolvidos a base dos polimeros naturais
mucilagem de linhaga e k-carragenana nas proporgdes 8:2, 7:3 ¢ 5:5 (m/m) com 1,25 mg/g
de extrato de macela na nanoemulsdao (NE-ML1:5) permitiu o aumento da viscosidade desta
formulagdo. Os trés NCs apresentaram caracteristicas termorreversiveis, com viscosidade
similar de 1500 cP em temperaturas entre 40 e 30°C. Os trés NCs mostraram perfil de

liberacao dos fenolicos totais gradativo e sustentado em 72 h, com pico em 24 h (NC-5:5) e
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48 h (NCs 7:3 e 8:2). Os NCs 5:5, 7:3 e 8:2 mostraram pico de liberacdo da 3-O-
metilquercetina e da Achyrobichalcona em 72 h. Os trés NCs inibiram o crescimento de S.
aureus (ATCC 33592) com efeito bactericida até 8 h de incubacao. A atividade anti-SARM
avaliada por microdilui¢do em caldo mostrou concentragao inibitéria minima (CIM) de 312
pg/mL para o NC-5:5 e de 625 pg/mL para o NC-8:2 e NC-7:3. Nao foram encontrados
efeitos toxicos dos compositos hidrogéis ndo carregados com a nanoemulsdo de macela
sobre as células MAC-T. Diante dos resultados obtidos pode-se sugerir que a nanomemulsao
de macela e os nanocompositos desenvolvidos mostraram importantes atividades biologicas,
i.e., antimicrobiana, antibiofilme, citoprotetora, maior capacidade de penetracao e liberagao
prolongada dos ativos nas condigdes in vitro estudadas, viabilizando avaliagdoes in vivo na
terapéutica e preven¢do da mastite bovina. Em conjunto, os materiais desenvolvidos
representam formas farmacéuticas candidatas para o tratamento da mastite bovina visando
reduzir as infec¢des subclinicas através do uso intramamario. Destaca-se que os materiais
inovadores totalmente desenvolvidos a base de produtos naturais podem ainda impactar a
saude, o bem-estar animal e a sustentabilidade da produgao leiteira nos diversos sistemas de

producao.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, Linum usitatissimum L., fitoterapico,

nanoemulsdo, compositos hidrogéis, antimicrobiano, mastite, macela.



ABSTRACT
Mastitis is an inflammatory disease highly prevalent in dairy cattle, most often caused by
bacteria. Difficulties related to the treatment of mastitis require the development of new
effective control strategies that can contemplate conventional, organic and agroecological
dairy production systems, collaborating positively with issues of public health, human
health, animal health, food and environmental quality. The aim of this study was to develop
innovative antimicrobial pharmaceutical forms, 1i.e., nanoemulsion and macela-
nanocomposite (Achyrocline satureioides) candidates for bovine mastitis treatment. Four
macela-nanoemulsions developed showed a mean particle size between 203 to 249 nm,
monodisperse distribution (PdI <0.3), spherical shape and encapsulation efficiency values
(phenolic compounds) higher than 94%. The antimicrobial activity of macela-
nanoemulsions (n=4) against planktonic bacteria methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(SARM) showed minimum inhibitory concentrations (MIC50) between 1.2 to 5% (v/v). In
terms of cytotoxicity, there was a 50% reduction in viability (IC50) of bovine mammary
epithelial cells (MAC-T lineage) after exposure to macela-nanoemulsions at concentrations
ranging from 2.6 to 9.7% (v/v) (n=4). The minimum inhibitory concentrations for preventing
biofilm formation (MBIC) and eradicating preformed biofilms (MBEC) of the most
promising macela-nanoemulsion (NE-MLI1:5; 1% Tween 80 and 5% linseed oil) were 25
and 80% (v/v), respectively. The type of cell death caused by the NE-ML1:5 nanoemulsion,
a cytoprotective effect on MAC-T cells was showed both through the prevention of
apoptotic (£30%) and necrotic (+40%) death. The permeation capacity of the compounds of
the macela (NE-ML1:5) in a Franz diffusion cell model using bovine mammary gland
explants showed greater penetration of nanoemulsified 3-O methylquercetin and quercetin
compared to crude extract along 12h, with a final permeated amount of 50.7+3.2 and
111.2£0.6 pg/cm™ compared to 35.0£0.6 and 48.9+1.2, respectively. The nanocomposites
(NCs) developed based on natural polymers, i.e., linseed mucilage and k-carrageenan in the
proportions 8:2, 7:3 and 5:5 (w/w) with 1.25 mg/g of macela extract in the nanoemulsion
(NE-ML1:5) allowed an increase in the viscosity of this formulation. NCs showed
thermoreversible characteristics, with a similar viscosity of 1500 cP at temperatures between
40 and 30°C. NCs showed a gradual and sustained release profile of total phenolics in 72h,
with a peak in 24h (NC-5:5) and 48h (NCs 7:3 and 8:2). The NCs 5:5, 7:3 and 8:2 showed a
peak release of 3-O-methylquercetin and Achyrobichalcona in 72h. NCs inhibited the
growth of S. aureus (ATCC 33592) with a bactericidal effect until 8h. The anti-SARM

activity evaluated by broth microdilution showed a minimum inhibitory concentration

8



(MIC) of 312 pg/mL for NC-5:5 and 625 pg/mL for NC-8:2 and NC-7:3. No toxic effects
were found for unloaded hydrogel composites on MAC-T cells. The results show that the
macela-nanomemulsion and the developed nanocomposites showed important biological
activities, 1i.e., antimicrobial, antibiofilm, cytoprotective, increased permeation and
prolonged release of the phenolics in the in vitro studied conditions, allowed in vivo studies
in therapy and prevention of bovine mastitis. The materials developed represent candidate
pharmaceutical forms for the treatment of bovine mastitis aiming to reduce subclinical
infections through intramammary use. It is noteworthy that the innovative materials entirely
based on natural products can also impact the health, welfare and the sustainability of dairy

production in different production systems.

Keywords: Achyrocline satureioides, Linum usitatissimum L., phytotherapic, nanoemulsion,

hydrogel composites, antimicrobial, mastitis, macela.



LISTA DE ABREVIACOES

3-Ometil- 3-O-metilquercetina

ACB-achyrobichalcona

ATCC- American Type Culture Collection (Cole¢do Americana de Tipos de Culturas)
BHI- Brain Heart Infusion (Infusdo de cérebro e coragio)

CIM- Concentragao inibitdria minima

CLAE- Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CMEB- Concentracao minima de erradicacao do biofilme

CMIB- Concentragdo minima de inibi¢ao do biofilme

DMSO- Dimetilsulfoxido

FTIR- Espectroscopia de Infravermelho

HAP- Homogeneizagdo por alta pressao

ICso- Concentragao inibitdria de 50% das células

LABINAT- Laboratério de Bioquimica e Produtos naturais

LMBV- Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal

LUT- Luteolina

MAC-T- Mammary Alveolar Cell-T (Células Alveolares Mamarias T)
MTT- Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil

NCs- Nanocompositos carregados com a nanoemulsdo de macela
NE-ML- Nanoemulsao de linhaga carregada com extrato de macela
NE-ML1:5- Nanoemulsdo de 6leo de linhaga carregada com extrato de macela composta por
1% de tween 80, 5% de 6leo de linhaga e 2,5 mg/mL de extrato de macela
NE-OL- Nanoemulsao de 6leo de linhaga

PdI- indice de polidispersio

Q- Quercetina

SC- Santa Catarina

TEM- Microscopia eletronica de transmissao

TVS- Terapia da Vaca Seca

UFSC- Universidade Federal de Santa Catarina

UNCs- Nanocompositos nao-carregados com a nanoemulsao

UV-VIS- Ultravioleta visivel
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INTRODUCAO

Considerada um dos principais problemas sanitarios que afeta a cadeia produtiva do
leite, a mastite ocorre em praticamente todas as unidades agropecuarias e causa grandes
prejuizos a atividade (Guimaraes et al., 2017). A mastite bovina representa uma doenga de
dificil tratamento em sistemas convencionais de produgdo, o que tem levado ao mau uso de
medicamentos, e principalmente, representa um obstaculo em sistemas sustentdveis de
producao leiteira, i.e., organico e agroecologico, os quais possuem disponibilidade limitada
de tratamentos eficazes e seguros e restricoes de uso de antimicrobianos impostas pela
legislagdo. Consequéncias relacionadas a dificuldade de tratamento da doenga tém levado a
persisténcia de residuos antimicrobianos no leite, ao desenvolvimento de resisténcia pelos
microrganismos contra diversos principios ativos de farmacos e ao uso de praticas
populares, sem critérios, que podem agravar ainda mais o quadro clinico do animal (Oliveira
et al., 2012; Vieira et al.,, 2012; Feng et al., 2016; Mushtaq et al., 2018). A crise de
resisténcia aos antimicrobianos tem sido considerada uma das questdes mais urgentes na
saude publica global, associada a falta de novos antimicrobianos (OMS, 2017; Baptista et
al., 2018). Esses fatos despertam a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias
mais eficazes de controle de doengas microbianas, a exemplo da mastite. Antimicrobianos

de base natural nanoestruturados sdo candidatos em potencial (Baptista et al., 2018).

A mastite pode se desenvolver na forma clinica ou subclinica, sendo a maioria das
infec¢des diagnosticadas na forma subclinica, as quais apresentam sintomatologia menos
evidente (Radostitis, 2006). Um programa efetivo de controle da mastite deve ter como base,
inicialmente, medidas de prevencdo, devendo-se prezar pela satide da gliandula mamaria e
consequente bem-estar do rebanho. Porém, apos o diagnostico de infeccdes ja estabelecidas,
o tratamento da mastite bovina pode ser realizado por diferentes formas que preveem o uso

de antimicrobianos sistémicos e intramamarios, combinados ou nao (Radostitis, 2006).

As bactérias do género Staphylococcus sp. sdao importantes agentes etioldgicos
causadores de mastite e estdo relacionadas com infecgdes de longa duragdo, com baixa taxa
de cura e com grande perda da produgdo de leite, especialmente quando causadas por
Staphylococcus aureus (Sabour et al., 2004). S. aureus possui caracteristicas proprias como
capacidade de escapar da resposta imune do hospedeiro (primeira forma de defesa contra
infecgdes), sobrevivéncia intracelular, aderéncia ao epitélio mamario, bem como a

capacidade de formagdo de biofilmes, apresentada por algumas linhagens (Erskine et al.,
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2003; Gruet et al., 2001; Hébert et al., 2000). Aproximadamente 50% das cepas de S. aureus
isoladas de bovinos doentes produzem beta-lactamase, e também sdo responsaveis pela
formacdo de microabcessos e atrofia do tecido glandular ao redor do local infectado,
dificultando a penetracdo dos antimicrobianos nas membranas fibrosas (Algharib et al.,
2020). Todos esses fatores citados acima estao relacionados com a dificuldade do tratamento

da mastite causada por este patogeno.

Nesse contexto, o isolamento de S. aureus resistente a meticilina (SARM) de
rebanhos bovinos leiteiros tem sido relatado com uma prevaléncia que pode variar de 1 até
60% (Locatelli et al., 2017; Spohr et al., 2011). Também se observa a ocorréncia de
transmissao de SARM entre animais e trabalhadores rurais em contato com o rebanho. Essa
transmissdo tem sido associada a casos de infecgdes da pele, endocardite e pneumonia
(Soavi et al., 2010). A presenca de residuos de antimicrobianos em amostras de leite
comercial tem sido relatada em diversas pesquisas nas quais associam este fato a
consequéncias diretas na saide humana (Nero et al., 2007; Da Silva Maluf et al., 2012;
Vieira et al., 2012). Estes dados constituem motivo de preocupa¢do em relacdo a seguranca

alimentar e a saude publica.

Durante a lactacdao, o uso de antimicrobianos como tratamento da mastite causada
por S. aureus tem sido considerado pouco eficaz e oneroso, com baixa taxa de sucesso, pois
a eliminagdo completa dos microrganismos raramente ¢ alcancada (Quinn et al., 2005).
Maiores taxas de cura t€ém sido encontradas com o uso de antimicrobianos intramamarios no
periodo seco (periodo improdutivo) (Quinn et al., 2005; Langoni et al., 2017). A terapia de
vaca seca (TVS) visando prevenir e tratar a mastite consiste em introduzir na mama
produtos antimicrobianos especificos no intervalo entre lactagdes, imediatamente apds a
ultima ordenha. Esta terapia tem sido reconhecida pelo seu potencial de curar no periodo
seco as infec¢des ocorridas na lactagdo e prevenir novas infecgdes (Quinn et al., 2005). Esse
procedimento quando combinado com adequado manejo sanitario pode ter sucesso na
prevencdo e reducdao das mastites. As taxas de eliminagdo de S. aureus atingidas na TVS
podem variar de 25 a 75% (Quinn et al., 2005). Entretanto, destaca-se que em sistemas de
producdo de leite organico e agroecoldgico, o tratamento da mastite em bovinos tanto na
lactagdo quanto no periodo improdutivo representa um desafio, uma vez que a maioria dos
produtos utilizados tem evidéncias cientificas limitadas de eficicia, baseada em praticas

populares.
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Nesse contexto, destaca-se a importancia do desenvolvimento de novas alternativas
mais eficazes e com eficacia cientifica comprovada para o controle da doenga. O
desenvolvimento de antimicrobianos nanoestruturados a base de plantas medicinais pode
representar uma alternativa capaz de colaborar positivamente com as questdes de satde
animal e de satde publica, contornando os problemas expostos e atendendendo as demandas

dos sistemas alternativos de produgdo de leite.

As plantas medicinais sao utilizadas desde a antiguidade pelos seres humanos para
tratar diversos problemas, servindo inclusive de alicerce para a medicina tradicional. Elas
sdo fonte de uma grande variedade de compostos quimicos que podem agir de forma
individual, aditiva ou sinérgica, sendo esta capaz de contribuir com o aumento da eficicia
terapéutica. O interesse no uso desses compostos tem aumentado devido as diversas
atividades bioldgicas que apresentam, com destaque para a atividade antimicrobiana contra
patégenos gram-positivos € gram-negativos (Avancini et al., 2016; Fiordalisi et al., 2018a;

Pinheiro Machado et al., 2019; Khan et al., 2017).

Dentre uma ampla diversidade de plantas descritas com reconhecida agdo
antimicrobiana, destaca-se a macela, selecionada com base em estudos prévios realizados
pelo grupo de pesquisa do LABINAT (CCA/UFSC; Fiordalisi, 2018a). A macela
(Achyrocline satureioides) € utilizada como erva medicinal, principalmente na América do
Sul e apresenta atividades biologicas de interesse a terapéutica da mastite bovina, como agao
antimicrobiana combinada a reduzida toxicidade (Arredondo et al., 2004; Retta et al., 2012;
Kumar et al., 2016; Salgueiro et al., 2016; Fiordalisi, 2018a). No entanto, assim como todos
os produtos naturais, a macela também apresenta limitagdes de uso na forma de extrato, com
destaque para a rapida degradacdo de seus compostos ativos, i.e, metabdlitos secundarios,
quando expostos a luz, temperatura e oxigénio (Brandao, 2011; Troncarelli et al., 2013;
Harwansh et al., 2019). Buscando contornar tais limita¢des, a nanotecnologia surge como
uma ferramenta importante capaz de conferir novas caracteristicas aos extratos vegetais,
como menor degradabilidade, maior estabilidade e efetividade (Bidone et al., 2014;
Harwansh et al., 2019). Através desta ciéncia, por exemplo, tem-se a possibilidade de
desenvolvimento de nanoemulsdes de tamanho reduzido capazes de conferir protecdo e
estabilidade aos principios ativos através do seu encapsulamento. Pode-se também
direcionar sua liberagcdo a locais de ac¢do especificos e aumentar o poder de penetracdo dos
compostos de interesse (Mohanraj et al., 2006), resultando em medicamentos mais eficazes

(Riviere, 2007). Assim, através da associagdo da macela com a nanotecnologia para o
14



desenvolvimento de nanoemulsdes antimicrobianas pode-se obter um sistema ainda mais
promissor por potencializar os efeitos esperados através da maior capacidade de alcance e

penetracao dos ativos.

As nanoemulsdes consistem em uma fina dispersao de 6leo em agua, estabilizada por
um surfactante, e apresentam didmetro de particulas entre 100 e 600 nm (Bouchemal et al.,
2004). No seu desenvolvimento, diversos tipos de dleos podem ser utilizados, a exemplo dos
Oleos vegetais, como o Oleo de linhaca, produto natural com potencial promissor e
reconhecidas atividades biologicas (Bajerski et al., 2016). Nesse sentido, considera-se
promissor o desenvolvimento de nanoemulsdo do extrato de macela em 6leo de linhaca,
buscando a protecdo e a maior efetividade dos compostos ativos presentes no extrato,
interessantes para o tratamento da mastite bovina. No entanto, visando o tratamento da
doenga, principalmente durante o periodo seco (TVS), um maior tempo de permanéncia dos
ativos no interior da glandula mamaria, combinado com a protecdo ¢ a liberagdo gradativa
dos ativos também ¢ importante. Para tanto, a adequagdo da viscosidade da nanoemulsao ¢
fundamental. Nesse contexto, compdsitos de hidrogéis poliméricos desenvolvidos através da
combinagdo de dois produtos naturais i.e., a k-carragenana ¢ a mucilagem de linhaga, podem
conferir propriedades de interesse a esta aplicacdo (Chen et al., 2006; Monteiro, 2014).
Além disso, o uso popular da mucilagem de linhaga em sistemas de produgdo de leite
agroecologicos tem sido considerado visando a prevencdo da mastite (Foldenauer, 2016;
Rech, 2018; CPRA, 2019). Portanto, para além do desenvolvimento da nanoemulsdo de
macela, buscou-se também a sua incorporagdo em compdsitos hidrogéis desenvolvidos a
base de k-carragenana e mucilagem de linhaga visando a liberagdo gradativa dos ativos
antimicrobianos. O desenvolvimento deste nanocompdsito antimicrobiano inovador a base
de produtos naturais pode conferir maior tempo de agdo, liberagdo gradativa dos ativos e
potencial de uso na terapéutica da mastite bovina no periodo improdutivo dos animais,
principalmente na producao de leite organico e agroecologico. A combinacao da mucilagem
de linhaca com a k-carragenana e nanoemulsdo de macela para a obtengdo deste material ndo

¢ descrita na literatura até o momento, evidenciando o carater inovador deste trabalho.

Considerando o exposto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de
formas farmacéuticas antimicrobianas sustentaveis, i.e., nanoemulsdo e nanocompdsito de
macela (Achyrocline satureioides) visando a terapéutica da mastite bovina causada

principalmente por S. aureus resistente a meticilina.
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A presente tese foi estruturada em funcao das etapas de desenvolvimento do trabalho
e organizada na forma de capitulos. Uma revisdo bibliografica envolvendo os temas
norteadores da pesquisa, buscando estabelecer conceitos e relagdes entre a mastite bovina,
os principais problemas relacionados a esta doenca, o seu impacto na saude publica,
alternativas de tratamento e como os produtos naturais e a nanotecnologia podem contribuir
neste cenario foi apresentada no Capitulo 1. O Capitulo 2 mostrou os avangos inicias do
estudo, o qual traz detalhes da realizagdo das etapas de desenvolvimento e caracterizagdo de
nanoemulsdes contendo o extrato de macela (Achyrocline satureioides) em 6leo de linhaga
dourada (Linum usitatissimun), seguido das avaliagdes in vitro das atividades antimicrobiana
e antibiofilme. Os resultados deste estudo foram publicados no periddico Nano Express. O
Capitulo 3 mostrou a avaliagdo in vitro do potencial citotéxico e citoprotetor das
nanoemulsdes de macela em células epiteliais mamarias bovinas e a capacidade de
permeacao dos compostos fenolicos do extrato na nanoemulsdo mais promissora em epitélio
glandular mamario bovino. O Capitulo 4 mostrou os estudos da adequacao da viscosidade da
nanoemulsdo de macela através da sua incorporagdo nos compoésitos hidrogéis
desenvolvidos a base de k-carragenana e mucilagem de linhaca visando a liberacdo
gradativa dos ativos antimicrobianos in vifro. Um capitulo de encerramento, Capitulo 5,
reuniu de forma conjunta os resultados de todos os ensaios e estudos, apresentando uma

discussao geral e perspectivas de estudos futuros.

O fluxograma a seguir ilustra de forma resumida o delineamento sequencial dos estudos

realizados:
DESENVOLVIMENTO DAS DIFERENTES
NANOEMULSOES DE PROPORGOES . ESTUDO DE
. | —
MACELA OLEO+SURFACTANTE+EX AL I I ESTABILIDADE
TRATO
AVALIACAO BIOLOGICA ~
SELECAO NANO + CITOTOXICIDADE ATIVIDADE
PROMISSORA MAC-T ANTIMICROBIANA
e o e oo 2 ] l _________________________________________________ 1
AVALIACAO BIOLOGICA
PERMEACAOQ E
ATIVIDADE TIPO DE MORTE RETEN‘C;KO
ANTIBIOFILME (necrose x apoptose) e e
L, * ______ _l
DESENVOLVIMENTO DE =
ASSOCIACAO NANO +
NANOCOMPGSITO DE ANTIMICROBIANO «—|  CARACTERIZACAO — MUC,,_CAGEM DE
LIBERACAO GRADATIVA (SARM) E CITOXICIDADE VISCOSIDADE, PERFIL DE LINHACA +
LIBERACAO DE ATIVOS e

16



OBJETIVO GERAL

Desenvolver formas farmacéuticas antimicrobianas sustentaveis, i.e., nanoemulsio de

macela (Achyrocline satureioides) e hidrogel a base de mucilegam de linhaca e k-

carragenana como veiculo da nanoemulsdo (nanocompdsito) visando a terapéutica da

mastite bovina causada por S. aureus resistente a meticilina.

Objetivos Especificos

v

Desenvolver e caracterizar nanoemulsdes contendo o extrato de macela em 6leo de
linhaca quanto a estabilidade, tamanho médio de particula, indice de polidispersao
(PdI), potencial zeta, pH, morfologia e eficiéncia de encapsulagao;

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme das nanoemulsdes de macela contra
cepas padrio de Staphylococcus aureus ATCC 25923, ATCC 33592 (meticilina-
resistente) e isolados de leite mastitico (meticilina-resistentes);

Avaliar a citotoxicidade e o tipo de morte i.e., necrose X apoptose, das células
epiteliais da glandula mamadria bovina (linhagem MAC-T) apods exposi¢do as
nanoemulsdes de macela;

Avaliar o tipo de morte, i.e., necrose x apoptose, das células MAC-T desafiadas com
H,0, ap6s exposicao prévia a nanoemulsdo de macela;

Avaliar e comparar a capacidade de permeacdo e retencdo dos ativos fenolicos da
nanoemulsdo de macela, i.e., quercetina, luteolina e 3-O metilquercetina e do extrato
bruto em modelo bicompartimental de célula de difusdo tipo Franz, usando explantes
mamarios bovinos como membrana;

Desenvolver e caracterizar nanocompositos hidrogéis utilizando mucilagem de
linhaca e k-carragenana contendo a nanoemulsao de macela quanto a viscosidade e

por espectroscopia de infravermelho (FTIR);

Avaliar o perfil de liberagdo da nanoemulsdo de macela incorporada nos
nanocompdsitos hidrogéis;
Avaliar a atividade antimicrobiana dos nanocompdsitos hidrogéis contra a cepa
padrao de Staphylococcus aureus ATCC 33592 (meticilina-resistente) e isolados de
leite mastitico (meticilina-resistentes);
Avaliar a citotoxicidade dos compositos hidrogéis ndo carregados com a
nanoemulsdo de macela sobre células epiteliais mamarias bovinas (linhagem MAC-
T).
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CAPITULO 1
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Glandula mamaria

As glandulas mamarias t€ém origem no ectoderma embrionario e conferem aos
mamiferos a habilidade de nutrir suas crias. Desenvolvem-se aos pares, que em bovinos sao
dois, em posi¢do inguinal, e correspondem ao ubere. Assim, o Ubere da vaca consiste em
quatro glandulas individuais chamadas de quartos. Todo leite de um teto é produzido pelo
tecido glandular daquele quarto (Frandson et al., 2005). Cada glandula ¢ composta por um
sistema de ductos que conectam massas de epitélio secretor envolvido por tecido conjuntivo
e gordura e sustentado por uma cépsula fribroeléstica (Frandson et al, 2005). A Figura 1

retrata a anatomia do ubere e do teto.

Figura 1. Anatomia da glandula mamaria bovina, ubere e teto. Fonte: Adaptada de Blowey

& Edmondson (1999).

| - ~3
0 WD e
. | Ducto £ L
Ubere | obstruide

i por tecido
| cicatricial
{ apods a

mastite

¢

Células mioepiteliai

Teto

Células /

secretoras
de leite

r___—_._
o
7]
]
1]
=]
3
o
[+ X
o
@
-+
o

Ducto do tet

Orificio do teto Alveolo

Alveolos secretores

Epiderme queratinizada =
\/—/ Musculo do esfincter do teto

Roseta de Furstenberg

Mecanismos hormonais controlam a propor¢do entre parénquima secretor e tecido
conjuntivo e, durante a lactagdo, os tecidos secretores da glandula mamaria aumentam de
volume (Frandson et al, 2005). Quando a mama esté seca, os tecidos secretores regridem e o
tecido conjuntivo se constitui numa maior porcentagem da glandula, com conseqiiente
absor¢ao do leite residual e redugdo no numero de alvéolos (Feitosa, 2004). Os alvéolos sao
estruturas ocas e circulares responsaveis pela secre¢ao de leite, sendo formados por uma
camada Unica de células. Sdo recobertos por células contrateis mioepiteliais que respondem

ao reflexo de ejecdo do leite, se contraindo quando o hormoénio ocitocina circula.
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Organizam-se em unidades conhecidas como lobulos que se agrupam em unidades maiores
denominadas de lobos. O leite ¢ drenado dos ductos principais para a cisterna da glandula e
desta para a cisterna do teto que tem capacidade para conter de 30 a 40 mL de leite. A crista
circular faz a comunicagdo entre as duas cisternas. O canal do teto faz comunicacdo da
cisterna do teto com o exterior. A cisterna da glandula tem entre oito e doze ductos
galactofaros que veiculam o leite produzido nos alvéolos secretores, e sdo mantidos em
posicao pelo tecido conjuntivo, formando o estroma da glandula. Quando acontece uma
inflamagdo, o estroma reage as acdes irritantes com proliferacao celular e formagdo de
tecido fibroso cicatricial, que em casos mais graves leva a atrofia, endurecimento da

glandula e perda de funcdo (Feitosa, 2004).

Em termos anatomicos, a glandula mamadria possui seus proprios mecanismos de
defesa contra as infec¢des. O orificio do teto e seu canal, por exemplo, constituem as
primeiras barreiras, assim como a descamacdo de células queratinizadas da superficie
epitelial do canal do teto contribui para o mecanismo de remog¢ao de bactérias deste local. A
presenca de acidos graxos presentes na camada queratinizada pode também exercer efeito
bacteriostatico (Quinn et al., 2005; Blowey & Edmondson, 1999). A agdo do fluxo do leite
ao longo da glandula também age como um importante mecanismo de defesa natural, bem
como a frequéncia de ordenhas e o comprimento dos tetos (Quinn et al., 2005; Blowey &

Edmondson, 1999).

O canal do teto tem geralmente 8,5 mm de comprimento e seu limen normalmente
esta fechado por pregas do epitélio que se projetam para dentro da parede do canal, deixando
apenas uma abertura em forma de estrela (Frandson et al., 2005). O orificio do teto possui
detalhes anatdmicos que impedem a penetracdo das bactérias na cisterna do teto. Seu
epitélio de revestimento ¢ secretor de muco que ajuda a fechar esse conduto, impedindo a
penetracdo de bactérias para o interior das cavidades da glandula (Feitosa, 2004). As vacas
cujos dutos dos mamilos sdo curtos e as que tém um didmetro amplo da secdo transversal
sd0 mais susceptiveis a infeccdes como a mastite (Blowey & Edmondson, 1999). Alguns
fatores como os sistemas de producdo em confinamento e alguns tipos de sistemas de
ordenha podem também favorecer a penetracdo dos agentes infecciosos na glandula
mamadria através de seu canal, podendo ocorrer transmissdo através da ordenhadeira e pelas
maos do ordenhador. Uma vaca contaminada com S. aureus, por exemplo, pode contaminar
a pele do ubere de seis a oito vacas seguintes no processo de ordenha (Blowey &

Edmondson, 1999). Os microrganismos também podem alcangar o tecido mamario através
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de lesdes ou feridas na superficie do ubere, assim, os microrganismos que comumente
estariam fora da glandula tornam-se capazes de penetrar (Cunningham & Klein, 2008).
Além disso, outra causa de mastite ¢ o trauma ao canal dos tetos causado pela repetitiva
manipulagdo durante o processo de ordenha. Ao analisar 11 propriedades produtoras de leite
bovino em Pernambuco, Ruiz et al. (2011), verificaram que a contaminag¢do por
microrganismos patogénicos ¢ diferente de acordo com o sistema de ordenha adotado. Para
ordenha manual a prevaléncia de S. aureus foi de 29,6% e para ordenha mecanica foi de
36,4%. Neste estudo, rebanhos ordenhados mecanicamente tiveram maior prevaléncia de
mastite subclinica diagnosticado por California Mastits Test (CMT), CCS e cultura

bacteriologica.

Além dos aspectos anatdmicos, a glandula mamaria dispde de importantes
mecanismos de defesa celulares para combater a mastite. Sdo os neutrdfilos as principais
células envolvidas na eliminacdo de bactérias da glandula mamaria. O deslocamento de
neutr6filos do sangue para o local da infec¢do d4 inicio a resposta inflamatoria. Eles atuam
mediante fagocitose de bactérias invasoras matando-as pelo sistema dependente ou
independente de oxigénio (Quinn et al., 2005; Blowey & Edmondson, 1999). Para se
estabelecerem na glandula mamaéria e iniciarem o processo infeccioso, os patdgenos
necessitam inicialmente resistir a resposta imune inata, que ¢ a defesa predominante no
inicio da infec¢@o e representada por barreiras anatdmicas, soliveis e celulares (Carneiro et
al., 2009). Conforme Cunningham & Klein (2008), a glandula mamadria ¢ um exemplo de
tecido onde a resposta inflamatéria € geralmente prejudicial a funcdo do mesmo.
Consequentemente, as abordagens terapéuticas de combate a mastite devem prever a
combinacdo de agentes anti-inflamatérios e antimicrobianos, propriedades bioldgicas

comumente encontradas através da acdo sinérgica dos produtos naturais.
Mastite

A mastite por defini¢do consiste em um processo inflamatério da glandula mamaria
causado na maioria das vezes por bactérias (Radostitis, 2006). A mastite pode resultar em
alteragdes patologicas no tecido glandular e uma série de modificagdes fisico-quimicas no
leite tais como alteracdo de coloracdo, aparecimento de codgulos e presenca de grande
numero de leucocitos (Radostitis, 2006). E considerada a principal e mais frequente doenga
que acomete os rebanhos bovinos leiteiros, sendo responsavel por perdas produtivas e

econdmicas significativas (Erskine et al., 2003; Guimaraes et al., 2017). Tais perdas
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relacionam-se a diminui¢ao da producdo, aos gastos com antimicrobianos e, eventualmente,
ao descarte do animal (Gehring & Smith, 2006). Estima-se que no rebanho brasileiro a
prevaléncia da doenca seja de 20 a 38%, o que representaria uma perda de 12 a 15% da
producao (Embrapa Gado de leite, 2011). Os principais microrganismos causadores de
mastite podem ser agrupados em dois grupos: agentes das mastites contagiosas e agentes das
mastites ambientais, que diferenciam-se quanto a origem e ao modo de transmissdo (Fraser,
1996; Radostitis et al., 2006). A glandula mamaria € o principal reservatorio de agentes
infecciosos que causam mastite contagiosa, o que estd associado a transmissdao dos
microrganismos contagiosos principalmente durante a ordenha (Quinn et al., 2005). Nesse
grupo destacam-se Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e Corynebacterium
bovis (Fraser, 1996; Radostitis et al., 2006). Por sua vez, os microrganismos causadores de
mastite ambiental estdo presentes em varias fontes do ambiente, como agua, fezes, solo,
entre outros ¢ a contaminacao do final do teto ¢ um fator importante que predispdoe o
desenvolvimento da mastite ambiental (Quinn et al., 2005). Nesse grupo destacam-se o0s
patégenos gram negativos, i.e., Escherichia coli, Klebsiella e Enterobacter, ¢ espécies de
Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae (Fraser, 1996; Radostitis et al., 20006).
Escherichia coli e Streptococcus uberis sao os microrganismos mais frequentemente

isolados a partir de casos de mastite clinica em varios paises (Quinn et al., 2005).

A doenca pode se desenvolver na forma subclinica ou clinica, sendo que a maioria
das infec¢des diagnosticadas pertecem a forma subclinica. A mastite clinica ocorre com
diferentes graus de efeitos clinicos do Ubere e com diversos efeitos sistémicos, como
aumento de temperatura, inchaco acentuado, gangrena, abcessos e atrofia da glandula
mamaria em alguns casos cronicos (Radostitis et al., 2006). Por ter os sintomas evidentes, o
diagnostico da mastite clinica ¢ mais facil. Ja4 a mastite subclinica ¢ uma doenga silenciosa
caracterizada pela diminuicdo da producdo leiteira, com sintomatologia menos evidente
quando comparada a mastite clinica (Radostitis et al., 2006). O diagnostico da mastite
subclinica necessita de testes especificos, de campo ou laboratério, que confirmam a
existéncia do processo inflamatorio (Acosta et al., 2016). A prevaléncia da mastite
subclinica € muito variavel, mas pode chegar a valores proximos de 50% na espécie bovina
no Brasil (Acosta et al., 2016). O desenvolvimento da mastite ¢ descrito por Radostits et al.
(2006), como um processo complexo que envolve trés estidgios: invasdo, infeccdo e

inflamacao (Figura 2).
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Figura 2. Etapas da infeccdo da glandula mamaria. Fonte: Adaptado de Embrapa 2011.
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Invasdo € o estdgio no qual o patdogeno se move da extremidade do teto para o leite
no interior do canal do teto. Infeccdo ¢ o estdgio em que os patdgenos se multiplicam
rapidamente e invadem o tecido da glandula mamaria. A inflamagao representa o estdgio em
que a mastite ocorre com diferentes graus de efeitos locais e sistémicos (Radostits et al.,
2006). A infec¢do pode ser diagnosticada por meio da cultura e identificacdo do patéogeno a
partir de uma amostra de leite coletada assepticamente. Os patdgenos bacterianos mais
comuns, em ordem decrescente de frequéncia, sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, outros estreptococos e
coliformes (Fraser, 1996). Rotineiramente, os uberes sdo expostos as bactérias causadoras de
mastite nos periodos de lactacdo, entre os intervalos de ordenha e também durante a ordenha
(Nickerson, 1995). Por ser a mastite bovina uma doenca de alto impacto econdmico a
prevencgdo, controle e tratamento desta doenca sdo de fundamental importidncia para a
pecudria leiteira. O tratamento da mastite bovina ¢ baseado, quase que exclusivamente, no
uso de produtos antimicrobianos convencionais comumente comercializados. O manejo
terapéutico da doenca pode basear-se na administragdo de formulagdes de liberagdo imediata
durante a lactagdo ou em formulagdes de acdo prolongada durante o periodo seco.
Normalmente, para casos de mastite clinica sdo utilizados antimicrobianos e anti-
inflamatorios sistémicos combinados ou ndo a antimicrobianos intramamarios. Ja para casos
de mastite subclinica € preconizado o uso de antimicrobianos intramamarios durante o

periodo seco do animal (Figura 3).
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Figura 3. Tratamento antimicrobiano intramamario preconizado em casos de mastite
subclinica durante o periodo seco (improdutivo). As bolinhas pretas representam os
microrganismos, as vermelhas representam os ativos antimicrobianos e a coloragao amarela

representa o veiculo dos ativos antimicrobianos.
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Tratamento antimicrobiano intramamario

Nesse contexto, o tratamento mais utilizado para a mastite subclinica ¢ a terapia da
vaca seca (TVS), que consiste em, apds a secagem do animal, no intervalo entre lactagdes,
logo ap6s a ultima ordenha, introduzir na glandula mamaéria produtos antimicrobianos
especificos. Quando a mama estd seca (improdutiva), os tecidos secretores regridem e o
tecido conjuntivo se constitui numa maior porcentagem da glandula. Na regressdao do
parénquima glandular pds-lactagdo, o leite residual é reabsorvido, ocorre uma reducdo do
numero de alvéolos, mas permanece o sistema galactéforo e lobulos de tecido adiposo.
Entretanto, ainda permanecem algumas estruturas secretoras incapazes de exercer sua

funcdo, retomando a atividade na proxima lactagdo (Feitosa, 2004).

A TVS ¢ considerada um dos melhores métodos de controle da mastite devido as
melhores taxas de cura (Nickerson, 1995). Entretanto, nota-se que no Brasil, apesar de
existirem programas oficiais que restringem e/ou proibem o uso de antimicrobianos para
animais de producdo, normas para o uso terapéutico ainda estdo em fase de desenvolvimento
(Rabello et al., 2020). Este fato pode colaborar para o incremento da resisténcia aos
antimicrobianos e para a ocorréncia de residuos destes no leite e derivados devido ao mau
uso (Vieira et al., 2012; Haubert et al., 2017). A utilizacdo indiscriminada de agentes
antimicrobianos convencionais para tratamento de mastites constitui um grave problema no

tratamento de mastite em bovinos leiteiros. Além disso, ¢ importante ressaltar que esses

fatores também representam um grave problema de satde publica. Em um estudo com
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amostras de leite comercializadas no estado do Parand, por exemplo, foi possivel verificar
que 19% destas estavam contaminadas por residuos dos antibidticos cloranfenicol,
tetraciclinas, gentamicinas, estreptomicinas e -lactamicos (Vieira et al., 2012). A presenga
de cepas de S. aureus multirresistentes em alimentos de origem animal também tem sido
relatada (Basanisi et al., 2016). Tais fatores alertam para a gravidade do problema que
representa um perigo potencial para a saude tanto da pecuaria quanto da populacao (Basanisi

etal., 2016).

Neste contexto, a pressdo da populagdo levanta discussdes criticas para a producao
de um alimento livre de contaminantes e de qualidade bioldgica superior. Destaca-se, por
exemplo, o aumento da procura por produtos orgéanicos e agroecologicos, incluindo leite
organico. De acordo com a IN n° 46, de 2011, o leite organico deve ser produzido segundo
rigorosos parametros que envolvem a alimentagdo, o manejo, as instalagdes, a genética, o
processamento ¢ a venda. Quanto ao manejo sanitario, a legislacdo preconiza medidas
preventivas baseadas no uso de produtos homeopaticos e fitoterdpicos, restringindo o uso de
antimicrobianos convencionais somente em casos de sofrimento ou risco de morte do animal
(Brasil, 2011). Portanto, a mastite representa para esse sistema um importante entrave, pois
ndo existe um tratamento antimicrobiano apropriado. Conforme a IN n°46 Art. 63 cada
animal s6 poderd ser tratado com medicamentos ndo permitidos para uso na producdo
organica por, no maximo, duas vezes no periodo de um ano. Se houver necessidade de se
efetuar um numero maior de tratamentos o animal devera ser retirado do sistema organico

(Brasil, 2011).

Na mesma linha de regularizacdo da produgdo organica, a IN n° 17, de 2014, também
prevé que a producao animal organica deve manter a higiene e a saide em todo o processo
criatorio, obedecendo a legislagdo sanitaria vigente para a producao de leite e adotando o
uso de produtos e medicamentos permitidos na preven¢do e tratamento de enfermidades dos
animais organicos como, por exemplo, os fitoterapicos (Brasil, 2014). Assim, a TVS torna-
se pratica inviavel nesses sistemas de producdo, tendo em vista que ndo existe no mercado
brasileiro um produto antimicrobiano disponivel para este fim que seja permitido pela
legislagdo. Destaca-se que a mastite ja foi relatada como sendo o principal problema
sanitario enfrentado por produtores agroecologicos do sul do Brasil, também relacionada a

altas perdas economicas e produtivas (Hidalgo et al., 2007).
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Mastite Bovina Subclinica por Staphylococcus aureus

S. aureus sao importantes bactérias envolvidas em processos de infec¢des subclinicas
que elevam o nimero de células somaticas no leite, tanto em nivel individual como em nivel
de rebanho (Thimothy, 2000). S. aureus sdo bactérias formadoras de colOnias e sua
nomenclatura se da pela coloragdo da colonia, na maioria das vezes, amarelo ouro. Produz
grande quantidade de proteinas extracelulares, importantes para a colonizagdo e crescimento
dos estafilos em varios tecidos, associadas as células do hospedeiro (Quinn et al., 2005). S.
aureus produzem infecgdes de dificil tratamento, o que requer o emprego de estratégias de
controle, tais como a desinfec¢do intramamadria (Thimothy, 2000). Animais que apresentam
mastite subclinica por S. aureus constituem-se em permanentes fontes de risco de infec¢ao

para outros animais ¢ podem potencializar a prevaléncia das infecgdes dentro dos rebanhos.

O tratamento da mastite subclinica durante a lactacdo é considerado inviavel devido
aos custos elevados com diagndstico e medicamentos, a necessidade de descarte do leite e a
baixa taxa de cura bacteriologica (Radostitis et al., 2006). Os tratamentos realizados durante
a lactacdo sdo, na maioria dos casos, ineficazes para casos de mastites causadas por S.
aureus, tornando-se praticamente incuraveis (Radostits et al, 2007; Blowey & Edmondson
1999). O insucesso dos tratamentos de casos subclinicos durante a lactacdo tem apresentado
relagdo com a presenca do leite capaz de reduzir a eficicia dos antimicrobianos e
principalmente com o fato das bactérias S. aureus conseguirem sobreviver dentro das células

e a maioria dos antibidticos serem incapazes de penetra-las (Blowey & Edmondson 1999).

S. aureus pode resistir aos mecanismos imunologicos de defesa (Quinn et al., 2005;
Blowey & Edmondson, 1999) e possui a capacidade de conversdo de fibrinogénio em
fibrina, resultando no isolamento do local da infec¢do da resposta imune efetiva através da
producdo de coagulase (Quinn et al. 2005). Hébert et al. (2000), destacaram que as bactérias
S. aureus sdo capazes de penetrar, sobreviver e multiplicar-se nas células alveolares e nos
macréfagos, sem, entretanto, manter necessariamente uma infeccdo ativa, ou seja, ficam

latentes para causarem uma infec¢do ativa posteriormente.

Estes microrganismos tém ainda sua importancia associada a outros fatores de
viruléncia, como a resisténcia a multiplos principios ativos de farmacos e a capacidade de
formacdo de biofilmes, para algumas linhagens. A formacdo de biofilmes pode ser

considerada uma estratégia basica de sobrevivéncia de algumas bactérias e estd associada a
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casos de infecgdes recorrentes. Dentro dos biofilmes as bactérias estdo protegidas de
produtos antibacterianos, bacteri6fagos ambientais e amebas fagociticas (Donlan et al.,
2002). Como mostrado na Figura 4, S. aureus tem a habilidade de criar biofilme em quatro
estagios e atua como um recurso de viruléncia imperativa associado a varias sindromes, a
exemplo da mastite (Algharib et al., 2020). Esta habilidade pode conferir resisténcia
antimicrobiana persistente, atrasar a fagocitose e reduzir ou incentivar a inflamagdo, de

acordo com o padrdo da doenga (Algharib et al., 2020).

Figura 4. Estratégias no desenvolvimento e gerenciamento dos biofilmes. Fonte: Adaptado

de Joo & Otto, 2012.
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Destaca-se ainda que S. aureus pode produzir toxinas que destroem as membranas
celulares, danificam diretamente o tecido produtor de leite e ¢ ainda capaz de induzir a
necrose de células da glandula mamaria bovina (Zhao et al., 2008). As toxinas citoliticas
produzidas por S. aureus também estdo sendo consideradas vitais no estabelecimento de
biofilmes (Algharib et al., 2020). A toxina alfa ¢ muito importante nas comunicacgdes
celulares, enquanto a toxina beta forma uma matriz nucleoproteica insolivel na presenca de
acido desoxirribonucleico (DNA) por meio de ligagdes cruzadas covalentes. Além disso, as
células epiteliais que revestem as tetas e cisternas das glandulas do quarto podem ser
destruidas pelas toxinas alfa e beta, consequentemente, causando danos diretos ao tecido

produtor de leite, criando cavidades profundas de infeccao nos alvéolos e presenca de tecido

cicatricial nos casos de mastite clinica (Algharib et al., 2020).
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Com base no exposto, os tratamentos realizados durante a lactagdo permanecem em
sua maioria sendo considerados ineficientes para casos de mastites causadas por S. aureus.
Por outro lado, uma taxa de cura maior para infecgdes estafilococicas ¢ obtida na realizagao
de terapia de vaca seca com infusdo antimicrobiana apropriada de longa duragdo (Fraser,
1996). As infeccdes estafilococicas sdo as que melhor respondem a TVS, pois o uso
intramamario de antimicrobianos formulados em veiculos de liberagdo e absorgao
prolongadas ¢ capaz de conferir maior tempo de persisténcia do antimicrobiano dentro da
glandula mamaria (Fraser, 1996, Cunninghan e Klein, 2008). As terapias medicamentosas
durante o periodo seco podem alcangar em torno de 75% de eliminacdo de S. aureus (Quinn

et al., 2005).

Outra grande preocupacao em relag@o a S. aureus deve-se ao aparecimento de cepas
multirresistentes. Estas sdo bactérias patogénicas resistentes a multiplos principios ativos,
que ameagam seriamente a saude humana e animal. Segundo o Centro de Controle e
Prevencao de Doencas (CDC) de Atlanta, nos Estados Unidos, microrganismos resistentes
sdo aqueles que apresentam resisténcia a uma ou mais classes de antimicrobianos (CDC,
2020). Nao héd consenso no meio cientifico na definicdo de multiresisténcia bacteriana,
porém, ¢ bastante aceito que, quando se faz somente teste de sucetibilidade fenotipica, a
multiresisténcia € caracterizada pela resisténcia a trés ou mais classes de agentes
antimicrobianos (Schwartz, 2010).

Os primeiros registros de surtos por S. aureus resistentes a penicilina foram
encontrados em meados dos anos de 1950 e 1960 quando surgiu o primeiro caso de
resisténcia as penicilinas beta lactamicas, como a meticilina (Oliveira & Silva, 2008). No
final da década de 1970, as cepas S. aureus resistentes a meticilina (SARM) foram
reconhecidas como uma pandemia cujo controle permanece distante até os dias atuais
(Oliveira & Silva, 2008). Embora o termo resisténcia a meticilina inclua resisténcia a
derivados de B-lactamicos, as cepas de SARM geralmente apresentam resisténcia multipla a
varios grupos de antibidticos (Camarena & Sanchez, 1998). Através de varios mecanismos,
esses 1solados mostraram resisténcia ao cloranfenicol, tetraciclinas, macrolideos,
lincosaminas, aminoglicosideos e até quinolonas (Camarena & Sanchez, 1998).

Recentemente, a Organizagdo Mundial da Saade (OMS) divulgou uma lista de
“agentes patogenicos prioritarios” resistentes aos antibioticos, um catalogo de 12 familias de
bactérias que representam a maior ameaga para a saude humana (OMS, 2017). A lista foi

elaborada numa tentativa de orientar e promover o desenvolvimento de novos
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antimicrobianos para enfrentar a crescente resisténcia global aos medicamentos
antimicrobianos (OMS, 2017). A lista destaca a ameaca de bactérias resistentes a multiplos
antimicrobianos, como S. aureus resistente a meticilina, com sensibilidade intermediaria e
resisténcia a vancomicina. Essas bactérias t€ém capacidades inatas de encontrar novas formas
de resistir ao tratamento e podem transmitir material genético que permite a outras bactérias
se tornarem também resistentes aos farmacos (OMS, 2017).

Em relacdo ao mecanismo de resisténcia de SARM, Camarena & Sanchez (1998)
atribuem uma associacao a sintese de novas proteinas com baixa afinidade para a meticilina
e o restante dos P-lactamicos, sendo o determinante genético dessa proteina de natureza
cromossOmica (gene mec). As estirpes de SARM com resisténcia a meticilina possuiriam os
marcadores genéticos mecA e PBP2a (Camarena & Sanchez, 1998). Outras modalidades de
resisténcia também foram descritas, como o chamado borderline, relacionado com a
hiperproducdo de P-lactamases e resisténcia modificada nas proteinas de ligagdo de
penicilina (mod-SA) (Camarena & Sanchez, 1998).

A prevaléncia de S. aureus resistentes a diversos principios ativos de farmacos ¢
bastante variavel na produc¢do leiteira. Um estudo realizado no sul do Brasil mostrou elevada
prevaléncia de S. aureus resistente a meticilina (SARM) em fazendas leiteiras, no qual, dos
31 isolados analisados 65% apresentou resisténcia a multiplos principios ativos de farmacos
(Haubert et al., 2017). Semelhantemente, um estudo realizado em Pernambuco classificou
62% de 291 isolados de S. aureus como multirresistentes (Medeiros et al., 2009). Outra
pesquisa realizada com 815 isolados de leite mastitico provenientes dos EUA e de nove
paises europeus mostrou que todos os isolados analisados foram resistentes a penicilina e
uma menor parte a estreptomicina e a tetraciclina (Vintov et al., 2003). Em outro estudo
realizado na China, todos os isolados de S. aureus avaliados apresentaram resisténcia a
varios principios ativos de fArmacos antimicrobianos, tais como ao sulfametoxazol (100%),
penicilina G (94,3%), ampicilina (94,3%), eritromicina (68,6%), azitromicina (68,6%),
clindamicina (25,7%), amoxicilina (11,4%) e tetraciclina (5,7%) (Wang et al., 2016). No
Brasil, observou-se que a penicilina, a ampicilina, a amoxicilina e a neomicina sdo os
antimicrobianos para os quais os microrganismos causadores de mastite em ruminantes
apresentam maior resisténcia (Acosta et al., 2016).

Outra questdao que também tem sido motivo de grande preocupagao estd relacionada
a transmissdo de SARM entre animais de um rebanho e destes para os trabalhadores rurais
em contato com o rebanho (Soavi et al., 2010; Locatelli et al., 2017). SARM foi encontrado

em amostras nasais de funcionarios de propriedades rurais, de vacas e de bezerros; foram
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também detectados em amostras de leite em tanques a granel e amostras ambientais de
instalacdes de suinos (Spohr et al., 2009). A transmissdo de SARM para humanos também
foi relatada na Hungria e na Espanha, causando complicagdes e preocupacdes em relacao a
doencas de pele, endocardite, pneumonia e fasceite necrotizante (Soavi et al., 2010; Lozano
et al., 2011). A prevaléncia de SARM no nivel de rebanho leiteiro tem alta variagdo, de 1 a
60% (Spohr et al., 2009; Locatelli et al., 2017), mas podem ser considerados novos e

rapidamente emergentes reservatorios de SARM.

De acordo com o exposto e ainda visando a producao de leite “limpo”, saudavel, de
qualidade bioldgica superior, livre de contaminantes fica evidente a urgente necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias mais eficazes de controle desses patdgenos para o
tratamento da mastite bovina, capazes de superar os problemas expostos ¢ contemplar tanto
a producao de leite convencional como a producdo de leite organico/agroecoldgico. Destaca-
se, neste contexto, o potencial do emprego das plantas medicinais com reconhecida ac¢ao

antimicrobiana associadas a nanotecnologia para o controle da doenca.

Plantas Medicinais

A utilizagdo de plantas medicinais na saude humana e na saude animal como agentes
terapéuticos de tratamento, cura e prevencdo de doengas datam milhares de anos e tem
acompanhado a evolucao das espécies ao longo do tempo (Fowler, 2006). Planta medicinal ¢
definida como sendo "todo e qualquer vegetal que possui substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”
(WHO, 1998). As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacologica e o
desenvolvimento de medicamentos, podendo ser usadas diretamente como agentes
terapéuticos € também como materiais de partida para a sintese de medicamentos ou como
modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 1998; Veiga Junior et al.,
2005). Dentre os potenciais biologicos atribuidos as plantas medicinais, destaca-se a
atividade antimicrobiana. Uma analise de dados da literatura disponivel de 1981 a 2006
mostrou que mais de 50% dos medicamentos aprovados pelo FDA eram produtos naturais
ou derivados de produtos naturais, os quais se mostraram a principal fonte de descoberta de

medicamentos antimicrobianos (Mushtagq et al., 2018).

As propriedades bioldgicas atribuidas as plantas medicinais tém relacdo direta com a

sintese de compostos quimicos chamados de metabolitos secundarios. A sintese de
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metabolitos secundarios pelas plantas tem sido considerada uma forma de defesa contra os
mais variados fatores externos, incluindo radiagdo UV, competicdo, predagdo, as quais sao
importantes para a sobrevivéncia de uma determinada espécie no seu ambiente (Taiz &
Zeiger, 2004; Harborne, 2007). Neste sentido, os metabolitos secundarios desempenham um
papel importante na adaptacdo das plantas ao seu ambiente, sendo capazes de contribuir
amplamente para a sua aptiddo através da interagdo com os ecossistemas (Bourgaud et al.,
2001). E importante destacar que a producio destes compostos sofre influéncia do ambiente
no qual se desenvolvem, podendo apresentar diferencas quali e quantitativas em funcao da
época de cultivo, clima, condi¢cdes de fertilidade e adubacdo, entre outras (Bennett &

Wallsgrove, 1994).

Os compostos secundarios das plantas sdo, geralmente, classificados de acordo com
suas vias biossintéticas, nas quais trés grandes familias de moléculas sdo consideradas:

fenolicos, terpenos e alcaloides (Harborne, 1999; Figura 5).

Figura 5. Estrutura quimica dos fendlicos, terpenos, alcaléides.
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Dentre essas classes, destacam-se os fendlicos, familia a qual esta tese se restringe. Os
fenolicos estdo envolvidos na sintese de lignina sendo comuns a todas as plantas superiores,
podendo ser encontrados em praticamente todas as partes das plantas desempenhando
importantes fungdes (Harborne, 1999; Bourgaud et al., 2001). Os compostos fenolicos sao
estruturas aromaticas que possuem um ou mais grupos hidroxila, sendo a maioria polifendis
(Harborne, 1999). Neste grupo, os compostos podem ser classificados em diversas
categorias, como fenois simples, acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Estes compostos sdo capazes de
desempenhar importantes atividades biologicas em humanos e animais, i.e., antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antifungica, antioxidante, antitumoral, que despertam o interesse no
desenvolvimento de novos farmacos (Retta et al., 2012; Duarte, 2006).
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Nesse contexto, a complexidade das plantas em termos fitoquimicos pode representar
uma vantagem sobre os diversos efeitos biologicos esperados. Os diferentes mecanismos de
acdo dos fendlicos podem apresentar atividade antimicrobiana direta, aumentar a atividade
de antimicrobianos especificos ou ainda reverter a resisténcia de alguns tipos bacterianos a
determinados principios ativos (Matias, 2010; Alencar et al., 2015). O aumento da atividade
antimicrobiana ou a reversdo da resisténcia podem classificd-los como “agentes
modificadores da a¢do antimicrobiana”, caracteristica que pode ser de extrema importancia
no controle de bactérias resistentes (Matias, 2010; Mushtaq et al., 2018). E importante
destacar que a resisténcia contra agentes antimicrobianos a base de plantas também pode ser
desenvolvida, tal como acontece com os farmacos sintéticos, embora evidéncias cientificas
mostrem ser bastante dificil (Santana et al., 2012). Evolutivamente as plantas podem ter
desenvolvido alguma estratégia quimica diferente para o controle de infec¢cdes microbianas,
a fim de diminuir a pressdo seletiva para o desenvolvimento de resisténcia, como o

sinergismo (Mushtaq et al., 2018).

O termo sinergia provém da palavra grega “synergos”, que significa trabalhar em
conjunto (Eid et al., 2012; Casanova & Costa, 2017). Ou seja, as interacdes sinérgicas
podem ser observadas quando o efeito produzido por uma combinag¢do de substincias ¢é
superior ao que se esperaria da contribuicdo de seus componentes individualmente (Eid et
al., 2012; Casanova & Costa, 2017). O sinergismo pode aumentar a biodisponibilidade de
substancias ativas e/ou reduzir as doses destas, contribuindo para a diminui¢ao da toxidez e
efeitos adversos, podendo assim aumentar a eficacia terapéutica de produtos naturais
(Casanova & Costa, 2017). A sinergia pode resultar de dois mecanismos principais: (a)
efeitos farmacocinéticos, observados quando uma substincia influencia a solubilidade,
absor¢ao ou metabolismo de outra, e (b) efeitos farmacodinamicos, relacionados a atuagao
simultanea sobre diferentes alvos terapéuticos inter-relacionados (Casanova & Costa, 2017).
Nesse contexto, o sinergismo entre 0s compostos quimicos antimicrobianos pode resultar em
diferentes mecanismos de acdo sobre os patdgenos causadores de doengas, podendo-se ter
maior eficdcia e menor risco de resisténcia microbiana que os medicamentos convencionais
(Mushtaq et al., 2018). Um exemplo classico de sinergismo envolvendo um notavel produto
natural, a propolis, com a mastite bovina pode ser encontrado no estudo de Santana et al.
(2012). Neste estudo, apos 60 geragdes de cultivo, ndo foi encontrada resisténcia a

concentragdes sub-letais de propolis frente a S. aureus. Tais resultados foram atribuidos ao
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fato da propolis ser uma matriz complexa, a qual contém muitos constituintes quimicos com

distintos mecanismos de agdo (Santana et al., 2012).

Das plantas medicinais, alguns pontos ainda merecem destaque, principalmente por
estarem relacionados com a limitacdo do seu uso, sdo eles: toxicidade, solubilidade e
degradacdo. Nesse contexto, ressalta-se a importancia da avaliagdo de possiveis efeitos
toxicos para garantir eficacia e seguranga de uso (Veiga Junior et al., 2005; Fiordalisi et al.,
2018b); e a importancia de associar as plantas medicinais a nanotecnologia. Através desta
ciéncia ¢ possivel desenvolver nanoestruturas que protegem os metabdlitos secundarios da
rapida degradagdo quando expostos a agentes oxidantes como a luz, o oxigénio e a
temperatura, assim como pode eliminar o uso de solventes organicos como etanol, metanol,
etc., pelo desenvolvimento de formulacdes em 4agua. Tais caracteristicas ampliam as
possibilidades de aplicagdo dos produtos naturais, pois permitem superar algumas limitagdes

do seu uso (Harwansh et al., 2019).

Diante do exposto, as plantas medicinais se reafirmam como potenciais agentes
terapéuticos de facil obtencdo e forte tradigdo, podendo ser amplamente utilizadas na
medicina humana e também com potencial de contribuicdo para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas na medicina veterindria. O desenvolvimento de antimicrobianos
nanoestruturados a base de plantas medicinais visando a terapéutica da mastite bovina pode
ser uma alternativa sustentdvel, desde que tenha sua eficicia e seguranca de uso

comprovadas.

Plantas Medicinais no Tratamento da Mastite Bovina

A etnoveterindria estuda as praticas populares de utilizagdao das plantas medicinais no
tratamento ou prevengdo das doencas que acometem os animais. Pesquisas de praticas
etnoveterinarias sdo crescentes e prevalentes em locais onde o uso da medicina humana
natural ¢ comum. Algumas evidéncias do uso da fitoterapia no tratamento da mastite em
diferentes partes do mundo estdo relatadas na revisao de literatura de Mushtaq et al. (2018),
evidenciando que a mastite e a forma como essa doenca vem sendo tratada precisa mudar,
pois representa uma preocupacdo mundial em termos de saude publica. Nesse contexto,
métodos alternativos de tratamento e cura da mastite bovina estdo sendo usados
empiricamente, princialmente por produtores de leite orginicos em diferentes partes do

mundo. Entretanto, dados cientificos para apoiar o uso desses tratamentos alternativos ainda
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sdo escassos. Nos Estados Unidos, por exemplo, os agricultores organicos tém tratado a
mastite clinica usando uma variedade de terapias alternativas, incluindo produtos a base de
soro de leite, vegetais, suplementos vitaminicos e homeopatia (Mushtaq et al., 2018). Na
India, varias espécies de plantas como Spathodea campanulata e Tridax procumbens tém
sido usadas para curar a mastite (Mushtaq et al., 2018). Na Columbia Britanica, Canada, a
mastite tem sido tratada com Achillea millefolium, Arctium lappa, Salix alba, Teucrium
scorodonia e Galium aparine (Mushtaq et al., 2018). No Paquistdo, em um estudo
participativo sobre praticas etnoveterinarias, por exemplo, foram documentadas 25 espécies
de plantas distintas para o tratamento e profilaxia de mastite bovina e bubalina (Dilshad et
al., 2010). Os estudos citados acima destacam algumas alternativas de tratamento da mastite
baseada no uso popular de produtos naturais, entretanto negligenciam a importancia da
investigacdo do conhecimento popular aliado ao conhecimento cientifico para que essas

praticas sejam realizadas com seguranca.

Nesse sentido, alguns avangos no contexto da terapéutica da mastite bovina destacam
estudos do uso de plantas medicinais com eficacia cientifica comprovada. Mubarack et al.
(2011), por exemplo, conduziram um estudo com o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos aquosos ¢ alcodlicos da parte aérea de Brachiaria sp., Cenchrus
ciliares, Abutilon indicum e Coccinia grandis contra patdgenos causadores de mastite
bovina. Os resultados revelaram que os extratos das quatro plantas testadas possuiam
atividade antimicrobiana contra S. aureus, Escherichia coli, Str. agalactiae, e Klebsiella
pneumoniae. No Brasil, Diaz et al. (2010) encontraram resultados positivos com os extratos
de Pau-fava, Losna, Citronela e Alecrim-do-campo que validaram o uso popular dessas
plantas no tratamento da mastite. Neste estudo, o extrato de citronela foi o que apresentou
maior atividade contra S. aureus com concentracdo inibitdria minima de 0,5 mg/mL. Da
mesma forma, Kalayou et al. (2012), testaram a atividade antimicrobiana de nove plantas
etnoveterinarias para tratar mastite, feridas e complicagdes gastrointestinais. Entre as plantas
medicinais testadas, as espécies Calpurinia aurea, Croton macrostachyus, Achyranthes
aspera, Nicotiana tabacum e Vernonia species (Alakit) apresentaram atividade
antimicrobiana mais promissora. Os autores ressaltaram, entretanto, a necessidade de
estudos adicionais sobre a toxicidade e as caracteristicas fitoquimicas das espécies
estudadas. O potencial do suco das folhas de manjericao foi também avaliado no tratamento
da mastite cronica causada por S. aureus em cabras (Dash et al., 2016). Os testes realizados

revelaram o potencial do tratamento utilizado como terapia de suporte. Estudos de Mushtaq
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et al. (2016) também evidenciaram que as atividades antimicrobianas do extrato e de
compostos isolados de Thalictrum minus sustentaram o seu uso tradicional no tratamento da
mastite bovina. Da mesma forma, Das et al. (2009), avaliaram in vitro a atividade
antibacteriana do extrato aquoso e metandlico de erva-de-touro e de bisnagueira contra
patogenos isolados de leite mastitico. O extrato metandlico de ambas as plantas mostrou
atividade significativa contra S. aureus coagulase positivo e Str. agalactiae. Nessa mesma
linha de pesquisa, resultados promissores foram encontrados por Fiordalisi et al. (2016) ao
avaliarem o extrato de propolis oriunda de Urupema-SC. Este além de exercer uma
importante atividade antimicrobiana contra S. aureus isolados de leite mastitico mostrou
baixa toxicidade as células de explantes da glandula mamaria bovina. Ainda buscando
evidéncias cientificas do uso de produtos naturais na terapéutica da mastite, a tabela 1 reuniu
uma selecdo de trabalhos exitosos realizados com o objetivo de desenvolver novas
alternativas com elevado potencial antimicrobiano para o tratamento da doenca. A seleg¢ao
dos trabalhos foi realizada com base nos objetivos e resultados promissores das pesquisas
realizadas a partir de 2001, usando como referéncia a base de dados do Google Académico,
na qual incluiu os termos mastite bovina, produtos naturais, atividade antimicrobiana e

potencial antimicrobiano.
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Tabela 1. Trabalhos exitosos que mostraram o elevado potencial antimicrobiano de

produtos naturais para o tratamento da mastite bovina.

Ativo natural Bactéria Referéncia Ativo natural Bactéria Referéncia
Senma macranthera Staphylococcus aureus Diazetal, 2010 Altemanthera brasiliona Salmonelia choleraesiis Avancini et al., 2008
Artemisia absinthium Achilleamillgfolium Staphylococas aureus
Cymbopogon nardus Baccharis nimera
Baccharis dracunculifolia Solidago chilensis
Extrato etandlico de propols Staphylococcus sp. Pinto et al., 2001 Smphythumofficinale
Extrato metanolico de prépolis  Streptococcus agalactie Senbucis nigra
Extrato efandlico de propolis Staphylococcus aureus Gonsales et al., 2006 qun‘ha P
Extrato etanélico de propolis Staphylococcus aureus Silva et al,, 2012 Ocinmuan basilicuan.

Calpurinia durea Staphylococcus aureus Kalayou et al., 2012 Pargpipiadenia ng:da_
Croton macrostachyus Streptococcus agalactiea Ciphea c‘wﬁms - -
Achyranthes aspera Streptococcus dysgalactiae Tabernaemontana divavicata . __Staphylococaus aureis Gopinathet al., 2011
Nicotiana tabacum Dermatophilus congolensis Combernian molle Staphylococass aureis Tadele etal, 2009
Vernonia species (Alakit) Commicarpus pedenailasis i
Thalictrum minis Staphylococcus aureus Mushtaq et al., 2016 Eugencl Streptococcus aga acniae Baslaran et al., 2009
Escherichia coli Ck_m-'acml Streprococcus dysgalactiae
Klebsiella pneumoniae Tinol Streptococcus uberis
Streptococcus pyogenes 5“@;3“1_"“."“‘5 aires
Staphylococcus xylosus Escherichia colt - -
Staphylococcus equorum (éfms de?dara ;fr'e;;fojc;cms uberis Heseetal, 2013
, . cuana longa tapiyiococals aurels
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Agquilegia fragrans Staphylococcus aureus Mushtaq et al., 2016 Aparagus rcemosiss somditicas
Ecimr_frﬁfn coli Emblica officinalis
Klebsiella pneumoniae Orinnan sanchan
Streptococcus pyogenes Tinaspora cordifolia
Staphylococcus xylosus Tribulis tavestris
Staphylococcus equortim Nigella sathva
Enterococcus faecaelis Shinnery aak Stplylococas auas Min &t al 2008
_ _ Pantoae sp Post ok
Achyrociine satureioides Staphylococcus aurens Fiordalisi et al., 2018 Locust
Extrato etandlico de propolis Staphylococcus aureus Pinheiro Machado et al., Blackjack oak
2019 Shunk bush
Nanoparticulas de prépolis Staphylococcus aureus Pinheiro Machado et al.. | | Serviceq lespedeza
2019 Ouebracho
Anacardium occidentale Linn.  Staphylococcus aureus Pereira et al, 2015 Sipnac
Baccharis trimera Staphylococcus sp. Schuch, 2007 Plun
Bidens pilosa Streptococcus spp.
Eucalypius sp. Pseudomonas aeruginosa
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Baccharis dracunculifolia Staphylococcus aureus Nader, 2010
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Copaifera sp. Staphylococcus spp. Rodrigues et al , 2013
Linum usttatissimum Staphylococcus aureus Kaithwas etal., 2011
Streptococcus agalactiae
Escherichia coli
Enterococcus faeclis
Micrococcus huteus
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Diante do exposto, considera-se promissora a utilizacdo de produtos naturais,
principalmente na forma nanoestruturada, na terapéutica da mastite bovina, na qual busca-se
agentes eficazes contra a doenca, com alto potencial antimicrobiano, baixa toxicidade para
células epiteliais, menores chances de desenvolvimento de resisténcia e que nao
comprometam a qualidade do leite. Nesse contexto, o desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas para a mastite através da combinacdo de produtos naturais com novas
tecnologias pode trazer ainda mais vantagens do uso destes materiais, além de poder
representar uma alternativa de substitui¢do de antimicrobianos convenconais, desde que
tenham sua eficacia comprovada. Destaca-se a macela, planta tradicionalmente utilizada na
América do Sul, que representa uma candidata em potencial para o tratamento da mastite
bovina, por possuir um amplo espectro de propriedades farmacologicas, com destaque para a
capacidade citoprotetora e antimicrobiana (Rivera et al, 2004; Arredondo et al., 2004; Joray

etal., 2013).

Macela

A macela (Achyrocline satureioides) também conhecida como Marcela, Marcela-do-
campo ou Marcela-da-terra (Neto et al., 2020) ¢ uma planta herbacea de aproximadamente 1
m de altura, caule, ramos e folhas cobertos por pelos esbranquigados, folhas lineares com
largura de até 1,5 cm e 10 a 15 cm de comprimento e flores reunidas em inflorescéncia do
tipo capitulo, de coloragio amarela-clara (Lorenzi, 2000). E uma planta arbustiva da familia
Asteraceae, perene, aromatica, que floresce em meados de marco, nativa da América do Sul.
E considerada uma planta invasora comumente encontrada em terrenos baldios, pastos e
campos.

A. satureioides ¢ amplamente utilizada como erva medicinal em sua regido de origem
(Sabini et al., 2013). As inflorescéncias secas da macela possuem aroma suave e agradavel e
correspondem as partes da planta utilizadas na medicina natural (Lorenzi, 2000). O uso
mais comum ¢ através da infusdo ou decoccdo na forma de chds. Seu uso na forma de
extrato hidroalcodlico também tem sido investigado (Fiordalisi, 2018a; Neto et al., 2020). A
macela apresenta propriedades medicinais relacionadas principalmente a distirbios
gastrointestinais e inflamatorios (Simdes et al.,, 1988), mas também atua como
antiespasmodico, agente hipoglicémico, como analgésico, anti-constipacao e sedativo (Neto
et al., 2020). A Figura 6 mostra uma amostra de 4. satureioides produzida no Rio grande do

Sul utilizada no presente estudo.
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Figura 6. Amostra de macela utilizada no presente estudo oriunda de produtores organicos

do Rio Grande do Sul.

A. satureioides esta incluida na 'Lista de produtos fitoterapicos tradicionais de
registro simplificado' do Ministério da Satde do Brasil e ja esta incluida no Sistema Publico
de Saude (SUS) (Neto et al., 2020). Recomenda-se que o consumo das infusdes ndo exceda
1,5 g (1/2 colher de sopa) em 150 mL (xicara de chd) duas a quatro vezes ao dia (Neto et al.,
2020). Um teste realizado em cultura de células (1 pg/mL de matéria seca de extrato
etanolico) mostrou eficiéncia na indugdo da proliferacao celular de queratinocitos (HaCaT) e
fibroblastos (MRC-5) medidos pela contagem de células viaveis, essenciais para o processo
de cicatrizacdo de feridas apos o tratamento, confirmando esta propriedade (Neto et al.,
2020).

Em termos de composi¢cdo quimica, o extrato de macela possui majoritariamente
flavonoides, sendo os de maior ocorréncia quercetina, 3-O metilquercetina, luteolina e
achyrobichalcona (Retta et al., 2012; Bianchi, 2018; Figura 7). Além desses, sdo também
encontrados dacido cafeico, 4acido clorogénico, dacido isoclorogénico, glicolipidios,

sesquiterpenos, monoterpenos e polissacarideos imunoestimulantes (Neto et al., 2020).

Figura 7. Estrutura quimica dos principais flavonoides presentes em inflorescéncias de

Achyrocline satureioides. Fonte: Bianchi, 2018.
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Dentre o amplo espectro de propriedades farmacoldgicas, medicinais e terapéuticas
da macela (Rivera et al., 2004), destaca-se a sua baixa citotoxicidade (Arredondo et al.,
2004; Sabini et al., 2013). O seu extrato aquoso, por exemplo, obtido por infusdo, ndo
demonstrou nenhum efeito toxicoldgico prejudicial in vivo em um estudo realizado com
ratos, tendo sido seguro nas doses de 30-300 mg/kg, administrado intraperitonealmente e
oralmente (Rivera et al., 2004). Em células humanas, Sabini et al. (2013), demonstraram que
as concentracdes popularmente administradas ndo possuem efeito citotdxico ou genotoxico,
com valores de ICsg superiores a 1000 png/mL. Outra caracteristica importante desta espécie
¢ o efeito imunomodulador das infusoes, além dos efeitos anti-inflamatérios. Consentino et
al. (2008), destacaram que a infusdo de macela afeta profundamente alguns parametros
funcionais basicos da resposta imune tanto adquirida como inata em seres humanos. Além
das atividades mencionadas, a investiga¢gdo do potencial antimicrobiano de compostos
isolados da macela foi realizada por Joray et al. (2013) que evidenciaram uma clara
interacdo sinérgica entre os componentes presentes no extrato etanolico desta planta. Vargas
et al. (2013), evidenciaram o potencial antioxidante e antimicrobiano da macela contra E.
coli. Entretanto, os autores ressaltaram a importancia das técnicas de extracdo e separacao
utilizadas para a obtencdo do extrato e seus consequentes efeitos bioldgicos. De fato, de
maneira geral, os produtos naturais demonstram ter interdependéncia entre suas
caracteristicas e as metodologias utilizadas no seu processamento. Mota et al. (2011), ao
avaliarem também a atividade antimicrobiana da macela, destacaram que dentre as formas
de extragdo, a hidroalcoolatura apresentou capacidade de inibi¢do e/ou inativagdo intensa e

seletiva frente aos indculos bacterianos de Enterococcus faecalis (ATCC 19433), S. aureus
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(ATCC 25923), E. coli (ATCC 11229) e Salmonella enteritidis (ATCC 11076). Ja os
decoctos mostraram-se completamente ineficazes frente as bactérias gram-negativas,
enquanto que contra as gram-positivas apresentaram somente inibigao.

Apesar das reconhecidas propriedades biologicas atribuidas a macela, poucas
pesquisas relacionam o seu uso no controle da mastite bovina. Avancini et al. (2016)
avaliaram a acgdo antimicrobiana/desinfetante do extrato hidroalcodlico bruto das
inflorescéncias de A. satureioides sobre uma cepa padrao de Candida albicans (ATCC
14053) e isolados de casos de mastite bovina. Os resultados encontrados evidenciaram o seu
potencial de uso sobre fontes de infeccdo, em procedimentos de desinfeccio ou de
antissepsia, ou em formulacdes que lhe sirvam de veiculo. Além desse, destaca-se o estudo
iniciado pelo grupo de pesquisa LABINAT (Fiordalisi, 2018a) que avaliou a atividade
antimicrobiana e a citotoxicidade do extrato aquoso e hidroetandlico da macela visando o
tratamento da mastite bovina. Neste estudo, encontrou-se uma concentracao inibitoria
minima (CIM) contra S. aureus isolados de leite mastitico de 250 pg/mL e uma
concentragdo capaz de matar 50% das células epiteliais mamarias bovinas (IC50) de 541,7
pg/mL. Portanto, de maneira geral, tais estudos apontam a macela como um produto natural
promissor a ser empregado no tratamento da doenca.

Com o proposito de dar continuidade aos estudos da aplicagdo da macela na
terapéutica da mastite bovina, buscou-se no presente estudo desenvolver formas
farmacéuticas a base do extrato nanoemulsionado desta planta. O desenvolvimento das
nanoemulsdes contendo o extrato de macela foi proposto inicialmente para que se pudesse
ter um produto estavel, capaz de proteger os ativos metabolitos secundarios das reacdes de
degradacao a que estdo normalmente submetidos, com adequado tempo de armazenamento.
Buscou-se ainda, através das nanoemulsdes uma forma de aplicagdo mais especifica capaz
de garantir um maior potencial de permeagdo e liberacdo gradual dos ativos para uma
possivel aplicagdo intramamaria. Algumas evidéncias sustentam que o uso de sistemas
nanoestruturados pode revelar efeitos funcionais e bioldgicos mais efetivos para via de
aplicacdo intramamaria na terapéutica da mastite bovina (Algharib et al., 2020). O insucesso
das terapias antimicrobianas comumente utilizadas na terapéutica da mastite causada
principalmente por S. aureus também foi levado em consideracdo para o desenvolvimento

dessas novas alternativas terapéuticas.
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Nanotecnologia na Produgcdo Animal

A nanotecnologia consiste na aplicacdo de conhecimentos cientificos para a
manipulagdo da matéria em escala nanométrica (Hosokawa et al., 2007). Um nanometro
corresponde a unidade de comprimento equivalente a bilionésima parte de um metro, ou 10

’ m (Figura 8).

Figura 8. Escala de tamanho de nanomateriais em comparacdo com varios componentes

biologicos. Fonte: Irache et al. (2011).
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A nanotecnologia permite criar, explorar e manipular materiais gerando novas
propriedades quimicas, fisicas e biologicas (FDA, 2015). Além disso, as propriedades
especiais dos nanomateriais podem proporcionar o aumento da estabilidade dos compostos
ativos, o aumento do poder de penetracdo dos compostos de interesse em tecidos, bem como
a diminui¢do da citotoxicidade (Dong et al., 2009; Brandao et al., 2011). Estas propriedades
podem permitir o uso de menos material e reagdes quimicas e fisicas novas ou mais
eficientes, em comparagdo com materiais de maior escala (Kuzma, 2010). As nanoestruturas
podem melhorar o indice terapéutico dos farmacos através de trés mecanismos-chave, a

saber: 1) permitem o uso de farmacos insoliveis ou instdveis; ii) aumentam a concentracao
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de farmaco no seu local de acgdo, resultando em aumento da eficédcia; iii) reduzem a
toxicidade sist€émica e a concentragdo de fiarmaco em tecidos saudéaveis, devido a
acumulagdo preferencial nos locais alvo (Underwood et al., 2012). Como consequéncia, as
formulas nanoestruturadas podem ser administradas em dose reduzida, em comparagao ao
principio ativo livre.

Nesse contexto, seguindo na busca por novas alternativas terapéuticas, a
nanotecnologia constitui-se em uma area de crescente interesse na medicina veterinaria.
Investiga-se a sua utilizacdo como ferramenta capaz de oferecer solu¢des revolucionarias
para problemas extremamente sérios que a produgdo animal enfrenta, como tuberculose,
brucelose, S. aureus resistente a meticilina (SARM), febre aftosa e até infec¢des por
patogenos intracelulares ou sanguineos (El-Sayed e Kamel, 2020). Atualmente, mudangas
relacionadas a producdo animal tém sido discutidas e almejadas pela populagio, preocupada
com a sustentabilidade, com a saide humana, com o controle de doencas, com o uso
indiscriminado de medicamentos, com o desrespeito ao bem-estar animal e com a seguranga
alimentar. Neste contexto, a nanotecnologia é vista como uma alternativa promissora a
saude animal, a medicina veterindria e as outras areas de producdo animal, podendo
contribuir com novas estratégias de manejo (Kuzma et al., 2010). Nos ultimos anos, a
aplicagdo da nanotecnologia na medicina humana e na veterinaria mostrou um grande
progresso em relagdo a diversos desafios técnicos, apresentando potencial de impactar a
forma como estas comumente sdo praticadas (Chakravarthi et al., 2010).

No contexto da nanotecnologia, a nanomedicina, definida como a aplicacdo da
nanotecnologia para a prevencao e tratamento de doencas, vem se destacando. O controle de
doencas infecciosas ¢ uma area chave na saiude, a exemplo da mastite bovina. O fracasso dos
tratamentos antimicrobianos comumente utilizados na terapéutica desta doenca, relacionado
principalmente a dificuldade de penetragdo dos ativos em células bacterianas e matrizes de
biofilmes, levam a buscar novas alternativas através da aplicacdo da nanotecnologia.
Patdgenos causadores da mastite, como S. aureus, podem residir fora e dentro das células ou
em ambos os locais, e este aspecto por si sO ja justificaria a utilizagdo de qualquer
nanosistema, visto que a internalizagdo de farmacos pelas células de defesa pode ser
facilitada por farmacos nanoestruturados (Irache et al., 2011; Figura 9). Sendo assim, uma
vez que o patdgeno € fagocitado pelas células de defesa, o ativo antimicrobiano pode ser
liberado e atingir diretamente as bactérias ja fagocitadas, de forma controlada no local onde
os patogenos causadores da doenga estariam protegidos da acdo de qualquer outro

medicamento convencional (Castro, 2017). Destaca-se ainda que em alguns casos, o
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aumento na atividade de determinado firmaco nanoencapsulado ocorre simultaneamente a
diminui¢do da sua toxicidade, ja que sua liberagdo pode ocorrer especificamente nos locais
desejados (Irache et al., 2011).

Em relacdo a terapéutica da mastite bovina, alguns ativos nanoestruturados estdo
sendo desenvolvidas visando melhorar a sua eficicia antimicrobiana. Estudos com
amoxicilina, cloridrato de levofloxacina, ceftiofur, nanopropolis, entre outros ja foram
realizados (Yang et al., 2009; Troncarelli et al., 2013; Liang et al., 2018; Pinheiro Machado
et al., 2019). No entanto, percebe-se maior interesse no desenvolvimento de ativos sintéticos
nanoestruturados para a terapéutica da doenca. Estudos com ativos naturais para essa
finalidade terapéutica sdo ainda pouco considerados, demonstrando a inovacdao da proposta

do presente estudo.

Figura 9. Comparagdo entre o método convencional e o uso de nanocapsulas no combate a

patogenos causadores de mastite bovina. Fonte: Castro, 2017.
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A possibilidade de substituicdo de sistemas nanoestruturados em detrimento aos usos
subterapéuticos tradicionais de antibidticos, podendo diminuir o desenvolvimento de
bactérias resistentes aos antibidticos comumente usados na medicina humana, também tem
sido evidenciada (Kuzma, 2010; Baptista et al., 2018). A substituicdo dos antibidticos
comumente usados pode refletir diretamente na satde publica (El-Sayed e Kamel 2020;
Baptista et al.,, 2018). Ao fazer isso, pode-se minimizar o problema da resisténcia aos
medicamentos na medicina humana e veterinaria € o problema dos residuos de
medicamentos no leite e na carne, principalmente se a nanotecnologia for associada aos
produtos naturais antimicrobianos. Além disso, um grande impacto econdmico pode ser
esperado, minimizando os gastos com medicamentoas, com as quantidades de leite

descartado e com o numero de animais abatidos nos rebanhos leiteiros (El-Sayed e Kamel

2020).

Desenvolvimento de Nanoemulsoes

Dentre os sistemas nanoestruturados para a liberacao de farmacos destacam-se as
nanoemulsdes. As nanoemulsdes consistem em uma fina dispersdo de o6leo em agua,
estabilizadas por surfactantes, com didmetro de particulas entre 100 € 600 nm (Bouchemal et
al., 2004; Sutradhar and Amin, 2013; Figura 10). Sistemas nanoemulsionados podem
conferir protegdo aos principios ativos, restringir o seu acesso aos locais escolhidos
aumentando a capacidade de atravessar as barreiras bioldgicas e liberar o farmaco de forma
controlada e sustentada no local de acao (Mohanraj et al., 2006).

Atualmente, sdo descritos na literatura diversos métodos para a preparagdo de
nanoemulsoes, classificados em métodos de emulsificagdo de baixa ou alta energia (Anton et
al., 2008). Os métodos de emulsificacao de baixa energia no processo do desenvolvimento
das nanoemulsdes sdo aqueles que usam baixa quantidade energética, nos quais as
formulagdes podem ser obtidas desviando as propriedades fisico-quimicas intrinsecas dos
surfactantes, co-surfactantes e excipientes que as compdem (Anton et al., 2008). Por outro
lado, a emulsificagcdo de alta energia faz uso de métodos que requerem alta energia mecanica
pela utilizagdao de equipamentos ou dispositivos. Nesse caso, a formacao das nanoemulsdes ¢
governada por parametros diretamente controlaveis, tais como a quantidade de energia, a

quantidade de surfactante e natureza dos componentes (Anto et al., 2008).
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Um dos métodos de alta energia utilizados no desenvolvimento e preparo de
nanoemulsdes ¢ o de homogeneizagdo de alta pressdo (HAP). Este tem sido considerado
muito eficaz devido a diversas vantagens tais como baixos indices de polidispersdo, o que
garante maior estabilidade as formulagdes, permite o uso de altas concentracdes de lipidios
garantindo melhor dispersdo, ndo requer o uso de solventes organicos e ainda possibilita o
aumento de escala para produgdo industrial (Mehnert et al., 2001; Mistry et al., 2012). Esse
método consiste, basicamente, de um gerador de alta pressdo e um dispositivo de interagao,
no qual a emulsdo processada passa sob alta pressdo por uma secdo convergente e
posteriormente se expande (Mehnert et al.,, 2001). A operacdo de HAP envolve

principalmente a cavitacao e o cisalhamento.

Figura 10. Figura representativa da particula de nanoemulsdo. Fonte: Adaptada de Pires et

al., 2017.
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Quanto a composi¢do, as nanoemulsdes podem conter variados tipos de dleos

estabilizados com surfactante e ingredientes ativos, que sdo preferencialmente solubilizados,
dispersos e/ou adsorvidos na fase interna da nanoestrutura (Bajerski et al., 2016). Diversos
estudos descritos na literatura preveem o uso de oleos vegetais associados a nanoemulsoes
visando melhorar os reconhecidos beneficios terapéuticos desses 6leos (Bajerski et al.,
2016). Essa associagdo pode resultar em melhores respostas biologicas quando comparada a
formulagdes convencionais ou aplicagdo desses 0leos na forma bruta (Bajerski et al., 2016).
O o6leo de linhaga dourada (Linum usitatissimum) surge como um importante

candidato para o desenvolvimento de formulagdes nanoemulsionadas. O o6leo da linhaga
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dourada (L. wusitatissimum) possui uma coloracdo amarelada, com odor e sabor suave.
Contém quantidades consideraveis de glicosideos e dcidos insaturados, com destaque para o
acido a-linolénico, acido linoleico, acido oleico e alguns acidos saturados (Khan et al.,
2017). Este o6leo tem mostrado diversas atividades farmacologicas, tais como
antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica, expectorante, diurética, etc (Kaithwas et al.,
2011; Khan et al., 2017). A linhaga dourada constitui um importante ingrediente devido ao
seu conteudo de acido a-linolénico (ALA, acido graxo dmega-3), bem como flavonoides,
glicosideos, fendis e taninos (Joshi et al., 2014; Kaithwas et al., 2011). A sua aplicagdo in
vivo e in vitro para o tratamento da mastite bovina ja foi demonstrada, com resultados
promissores em ambas as avaliagdes (Kaithwas et al., 2011). Os autores destacaram que as
propriedades anti-inflamatdrias e antimicrobianas deste 6leo podem contribuir para sua
eficdcia terapéutica na mastite, sendo o seu uso intramamario considerado um potencial
tratamento alternativo para a doenga. O potencial antimicrobiano do o6leo de linhaga contra
cepas de S. aureus resistentes a antibioticos também ja foi demonstrado (Khan et al., 2017).
Sendo assim, a obtengdo de sistemas nanoemulsionados pode abrir caminho a novas
abordagens para o processamento, estabilizagdo e utilizacdo do o6leo de linhaga (L.
usitatissimum) (Goyal et al., 2014) associado ou ndo a outros compostos ativos.

Similarmente, o desenvolvimento de nanoformulagdes carregadas com o extrato de
macela também estd descrito na literatura, prevendo o seu uso topico (Zorzi et al., 2016).
Nesse estudo, as nanoemulsdes desenvolvidas apresentaram distribuicdo monodispersa, com
tamanho de particula entre 200 — 300 nm, potencial zeta negativo, alta eficiéncia de
encapsulacdo dos compostos ativos e potencial antioxidante promissor (Zorzi et al., 2016).
Em outra abordagem, a fim de otimizar a aplicabilidade do extrato de macela, Bidone et al.
(2014), prepararam nanoemulsdes de flavonoides extraidos desta planta. Os resultados
indicaram que as nanoemulsdes sdo promotoras de absor¢do potenciais para a distribui¢ao
dos flavonoides de A. satureioides nas diferentes camadas de pele. Do Carmo et al. (2015)
também avaliaram o potencial do 6leo essencial extraido da macela sob diferentes condi¢des
de preparo. Os autores compararam o efeito do dleo essencial puro e em nanoemulsdes em
ratos infectados com Trypanosoma evansi e constataram que as nanocapsulas apresentaram
maior controle da parasitemia, além de apresentarem efeito anti-anemia, anti-inflamatorio e
de diminuicdo de lesdes hepaticas.

Diante do exposto, o desenvolvimento de nanoemulsdao de linhaga associada ao
extrato de macela visando a entrega direcionada dos compostos ativos de interesse ¢ uma

alternativa inovadora para o tratamento da mastite bovina. Nao existem na literatura, até o
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presente momento, estudos da associacdo dos componentes do extrato da macela ao dleo de
linhaca. Tendo em vista que um dos principais entraves para o uso de produtos naturais ¢ a
rapida degradacao desses compostos quando expostos a luz, oxigénio e temperatura, bem
como a necessidade de solubilizagdo em solventes organicos (Holzschuh et al., 2010;
Harwansh et al., 2019), que limitam o seu uso, a associagdo destes a sistemas de liberacao
nanoemulsionados, pode ser uma alternativa no desenvolvimento de novos produtos e novos
tratamentos para a mastite bovina. Algharib et al. (2020) destacaram que além da
importancia dos nanomateriais na prote¢ao dos ativos contra a degradagao e entrega ao local
infectado, os proprios nanomateriais podem ser citotoxicos e destrutivos para as bactérias
por diferentes mecanismos. Nesse contexto, as nanoemulsdes podem interagir com a
membrana celular bacteriana e levar a sua destruicao, gerando espécies reativas de oxigénio,
inativacdo enzimadtica, desativacdo de proteinas, alteracdes na expressdo génica e ainda
estimular a imunidade inata e adaptativa ajudando através dessas vias bactericidas a superar
o mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos (Algharib et al., 2020). Quando as
nanogoticulas de 6leo entram em contato com as membranas das bactérias, por exemplo, a
tensao superficial diminui, o que faz com que a membrana separe, libere os ativos € mate o

patogeno (Meena et al., 2018).

Nanoemulsoes na Saude Animal

O desenvolvimento de nanoemulsdes visando a satide animal, principalmente para
o tratamento e a prevengdo de doencas, tem mostrado que resultados promissores estao
sendo alcangados pelo seu uso como potencial agente de administragdo de medicamentos
(Meena et al., 2018). Um estudo, por exemplo, produziu uma nanoemulsdo da mistura de
nove Oleos vegetais, i.e., de oliva, eucalipto, endro, mamona, hortela-pimenta, alho,
gengibre, girassol e capim-limdo com Tween 80® na proporcdo de 1:4. Os resultados da
avaliacdo desta nanoemulsdo mostraram melhoria significativamente da atividade
antimicrobiana contra S. aureus e Aspergillus niger e nao apresentaram toxicidade em testes
com modelos murinos (Osonwa et al., 2018). O desenvolvimento e uso de nanoemulsdes de
antimicrobianos convencionais comumente utilizados em animais de producao também tém
sido relatados (Zhang et al., 2016). Nesse caso, o florfenicol, o qual possui baixa
solubilidade em agua, foi utilizado no preparo da formulag¢do para administragdo em suinos
numa dose de 20 mg/kg. Os resultados mostraram uma biodisponibilidade relativa da

nanoemulsdo formulada aumentada até 134,5%, monstrando assim uma importante
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vantagem de uso de nanoemulsdes na solubilizacdo de ativos (Zhang et al., 2016).
Semelhantemente, o desenvolvimento de nanoemulsdes dos compostos lipofilicos
cetoprofeno e sulfametazina, livres de solventes, mostraram potencial de aplicagdo na
liberacdo controlada de ativos pela via injetavel ou na administracdo na dieta liquida de
animais de produgdo como bovinos, aves e suinos (Vandamme e Anton, 2010). Na
terapéutica da mastite bovina, diversas nanoemulsdes estdo sendo desenvolvidas visando
melhorar a eficécia de principios ativos antimicrobianos. Um exemplo foi relatado através
do desenvolvimento da nanoemulsao composta de amoxicilina e cloridrato de levofloxacina,
a qual mostrou forte efeito bacteriano in vitro contra trés principais bactérias patogénicas da
mastite bovina, i.e., S. aureus, E. coli e S. agalactiae (Yang et al., 2009). Da mesma forma,
uma nanoemulsdo de ceftiofur em 6leo de soja mostrou também o seu efeito antimicrobiano
superior contra as principais bactérias patogénicas da mastite bovina quando comparada aos
principios ativos nao emulsionados. Este estudo forneceu valores de referéncia para o uso
clinico da nanoemulsdo desenvolvida no tratamento de infecgdes bacterianas (Liang et al.,
2018).

As evidéncias acima expostas mostram que a maior parte dos estudos descritos na
literatura associa as nanoemulsdes aos antimicrobianos sintéticos. Diante disso, destaca-se a
necessidade do desenvolvimento de nanoemulsdes a base de produtos naturais para uso na
veterinaria, com detaque para a terap€utica da mastite bovina, visando contornar os
problemas de resisténcia microbiana e atender os sistemas sustentaveis de producdo leiteira.
O sucesso do desenvolvimento de nanoparticulas de extratos vegetais e outros produtos
naturais, as quais tém apresentado resultados promissores, pode encorajar também as
pesquisas com as nanoemulsdes nessa area (Branddo, 2011; Troncarelli et al., 2013; Baptista

et al., 2018; Pinheiro Machado et al., 2019; Algharib et al., 2020).

Para além do desenvolvimento, buscando melhorar as propriedades dos sistemas
nanoemulsionados para que apresentem de fato as vantagens esperadas do seu uso e possam
contribuir com novas alternativas terapéuticas da mastite bovina, ¢ necessaria a adequacao
da sua viscosidade. De forma a viabilizar a aplicagdo intramamaria e modular a libera¢ao
dos ativos da nanoemulsdo de oleo de linhaca contendo extrato de macela, pode-se propor a
sua associacdo com veiculos de liberagdao lenta. Nesse contexto, polimeros hidrogéis
termossensiveis, biocompativeis e biodegraddveis correspondem a materiais interessantes

para o desenvolvimento de veiculos compdsitos promissores para a nanoemulsdo de macela
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visando aumentar a viscosidade do sistema, garantindo uma liberacdo prolongada dos ativos

no interior da glandula mamaria.
Hidrogéis poliméricos

Os hidrogéis sdo redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos que podem absorver
e reter grandes quantidades de d4gua ou similares. S3o formados por cadeias
macromoleculares interligadas por ligacdes covalentes ou interagdes fisicas (Oviedo et al.,
2008). Os hidrogéis apresentam alta hidrofilicidade, que pode ser controlada pela natureza
dos grupamentos presentes em suas cadeias, tais como: -OH, -COOH, -CONH, -NH , -SO
H; e insolubilidade que ¢ afetada diretamente pelo grau de entrelacamento das cadeias
formadoras dos hidrogéis (Oviedo et al., 2008; Aouada & Mattoso, 2009). Os hidrogéis
podem ser do tipo quimico/permanente ou fisico/temporario (Aouada & Mattoso, 2009). Os
do tipo quimico formam redes que ndo podem mais ser dissolvidas; ja hidrogéis fisicos
formam redes que podem ser dissolvidas através de um determinado estimulo externo, por
exemplo, mudangas de pH, temperatura e solucdo salina (Aouada & Mattoso, 2009).
Quando um hidrogel entra em contato com um meio de intumescimento, como a agua, por
exemplo, as cadeias poliméricas podem sofrer interagdes com o meio € provocar uma
expansdo de suas cadeias, aumentando a distancia entre seus reticulos e o volume entre as
mesmas (Aouada & Mattoso, 2009). Através da atuacao de forcas osmoticas e elasticas o
hidrogel atingira o seu estado de equilibrio de entumescimento (Aouada & Mattoso, 2009).
A figura 11 mostra um esquema representativo da estrutura de um hidrogel quimico e fisico,

seco e intumescido.

Figura 11. Esquema representativo da estrutura de um hidrogel quimico e fisico (A), seco e

intumescido (B). Fonte: Aouada & Mattoso, 2009.
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Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de polimeros naturais que podem
apresentar vantagens como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, reconhecimentos de
moléculas bioldgicas; e desvantagens como: propriedades mecanicas ndo satisfatorias,
podem conter patdgenos e provocar respostas inflamatérias (Lin e Metters, 2007; Aouada &
Mattoso, 2009). Outra forma de sintese ¢ a partir de materiais sintéticos que apresentam
como principal desvantagem problemas ecoldgicos e a inexisténcia de propriedades
bioativas, o que diminui o campo de aplicacdo desses materiais, principalmente nas areas

biomédicas (Aouada & Mattoso, 2009).

Os polimeos naturais tém sido amplamente utilizados na agricultura, drea biomédica
e engenharias, com diversos fins, com especial destaque para a entrega de farmacos e
adequagdo da viscosidade de formulagdes (Chen et al., 2006; Distantina et al., 2013). Os
polimeros naturais t€ém sido usados, principalmente, no desenvolvimento de compositos,
através da combinagdo de materiais pela simples mistura. Os compositos tém apresentado
vantagens de uso em termos de propriedades mecanicas e de barreira, liberagdo controlada
de medicamentos e eficiéncia de adsor¢ao (Khalil et al., 2017). Desse modo as propriedades
de polimeros podem ser otimizadas para produzir materiais com uma boa combinagdo de
caracteristicas quimicas, mecanicas, térmicas e bioldgicas (Cascone, 1999; Chen et al.,
2006). A combinacdo de materiais naturais no desenvolvimento de compositos pode ser
obtida pelo uso de materiais como o alginato, a carragenana, o 4gar, os amidos, a celulose, a
quitosana, as mucilagens, etc., os quais tém sido amplamente utilizados para esse fim devido
a sua biocompatibilidade, disponibilidade, capacidade de gelificacdo e eficiéncia de
encapsulamento (Khalil et al., 2017). Nesse contexto, dentre os diversos polimeros naturais,
compositos desenvolvidos a base de k-carragenana e mucilagem de linhaga vém sendo
investigados devido as suas propriedades reologicas e capacidade de formagdo de gel

termorreversivel (Chen et al., 2006).

As carragenanas sdo mucopolissacarideos extraidos das paredes celulares das algas.
Possuem grupos hidrofilicos como carboxila, sulfato e hidroxila que permitem a formacao
de um gel termorreversivel (Distantina et al., 2013; Khalil et al., 2017; Usman et al., 2017).
Dentre os tipos existentes, a k-carragenana utilizada no presente estudo ¢
predominantemente obtida por extracdo da alga tropical Kappaphycus alvarezii (Campo et
al., 2009). E um polimero linear anidnico composto por um (x-) sulfato por unidade de
dissacarideo, com capacidade de se auto-associar em estruturas helicoidais capazes de

formar géis rigidos (Delattre et al., 2011). As carragenanas tém sido consideradas
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importantes polissacarideos naturais com aplicagdo em sistemas de administragdo de
farmacos através da fabricacdo de novos materiais (Khalil et al., 2017; Muhamad et al.,
2019). A figura 12 mostra a estrutura quimica da k-carragenana e como esta pode se

estruturar na interagdo com nanoparticulas.

Figura 12. Estrutura quimica da k-carragenana e um esquema de interacdo com

nanoparticulas de prata (NP). Fonte: Adaptada de Elsupikhe et al., 2015.

Ag/k-carrageenan

A mucilagem de linhaca, por sua vez, consiste em um polissacarideo heterogéneo,
formado por xilose, arabinose, glicose, galactose, acido galacturdnico, ramnose e fucose, dos
quais a ramnogalacturonana I e o arabinoxilano estdo presentes em maiores concentragdes
(Naran et al., 2008). Tem sua origem nas células epidérmicas das cascas das sementes das
plantas que apds embebi¢do sdo capazes de liberar grandes quantidades de um tipo de
dispersdo coloidal em torno da semente (Frey-Wyssling, 1976; Esau, 1977). A figura 13

ilustra o processo de formagdo da mucilagem de linhaga em agua.

Figura 13. Sementes de linhaca em agua e micrografia da semente contendo vermelho de
ruténio mostrando a gelificagdo da mucilagem através da mancha ao redor da semente.

Fonte: Adaptada de Naran et al., 2008.




As fungdes primarias da mucilagem ainda podem envolver a ajuda na dispersdo aderindo
aos animais, a resisténcia a serem varridas pelo vento ou pela chuva ao aderir ao solo,
facilitacdo da hidratagdo das sementes ou a resisténcia a dessecagao durante uma seca breve,
bem como pode servir de material de reserva de nutrientes durante a germinacao (Franz,
1989; Gutterman and Shemtov, 1996). Em geral, as cascas das sementes de linhaca possuem
de 8 a 12% de mucilagem, sendo dependente das formas de extracdo (Fedeniuk & Biliaderis,
1994). Seu uso vem sendo investigado devido as suas propriedades reoldgicas e capacidade
de formagao de uma solugdo de origem natural, com aspecto viscoso semelhante a um gel,
também com capacidade de uso em formula¢des farmacéuticas (Warrand et al., 2005;
Sangwan et al., 2011; Muhamad et al., 2019). A mucilagem de linhaga possui fraca
capacidade de gelificacdo entre 2- 2,5% (w/w) (Chen et al., 2004; Chen et al., 2006; Hai-
Hua et al., 2006) o que justifica o seu uso no desenvolvimento de compositos farmacéuticos

de liberagdo gradativa de ativos (Hasnain et al., 2018).

Compositos hidrogéis desenvolvidos a base de k-carragenana e mucilagem de
linhaca descritos na literatura mostraram que a mistura destes dois materiais resultou no
aumento da viscosidade, assim como foi capaz de permitir maior capacidade de retencdo de
agua (Chen et al., 2006). Em conjunto, a maior viscosidade e a maior reten¢do puderam
ainda contribuir com a redug¢do da sinérese deste compdsito, permitindo uma melhor
conservagdo e armazenagem (Chen et al., 2006). Estudos do desenvolvimento de compositos
a base de k-carragenana e mucilagem de linhaca mostraram o potencial da combinagado
destes materiais na obten¢do de um produto de elevado valor tecnologico na industria
farmacéutica (Chen et al., 2006). Entretanto, ¢ importante destacar que o potencial de uso
deste composito em formulagdes farmacéuticas especificas visando a entrega de ativos, nao
estd descrito na literatura. Encontram-se descritos apenas estudos do uso destes polimeros
ndo combinados (puros) em formulagdes farmacéuticas. Um exemplo pode ser encontrado
através da forte atividade antimicrobiana desenvolvida pela incorporagdo de ativos
antimicrobianos naturais ou sintéticos, como extratos de plantas, extratos de sementes, 6leos
essenciais e nanoparticulas de prata em compositos de carragenana (Kanmani, 2014;
Shojaee et al., 2014a; Shojaee et al., 2014b; Lesnichaya et al., 2010). Da mucilagem de
linhaca poucos estudos foram encontrados do seu uso como veiculo de formulacdes.
Destacaram-se estudos prévios do desenvolvimento de géis mucoadesivos através de
compositos de mucilagem de linhaca e alginato de sodio carregados com diclofenaco de

sodio, os quais mostraram um perfil sustentado de liberacdo do farmaco por 8 h (Hasnain et
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al., 2018); e o uso da mucilagem de linhaga em formulagdes farmacéuticas que evidenciaram
o alto potencial antimicrobiano contra diversos tipos bacterianos através da sua associagdo a
nanoparticulas de prata (Haseeb et al., 2016, 2019). Resultado semelhante envolveu o uso da
mucilagem de chia combinada com outros materiais para o desenvolvimento de novos
compdsitos veiculos de ativos nanoestruturados com elevada atividade antimicrobiana
contra diversos tipos bacterianos, incluindo S. aureus, com aplicacdo na industria
alimenticia ¢ farmacéutica (Muhamad et al., 2019). Portanto, através da associagdo da k-
carragenana ¢ da mucilagem de linhagca no desenvolvimento de veiculos compdsitos de
ativos naturais antimicrobianos pode-se esperar também uma forte atividade antimicrobiana

na terapéutica da mastite bovina.

O composito hidrogel de k-carragenana e mucilagem de linhaca foi selecionado
como veiculo transportador da nanoemulsio de macela, i.e., nanocomposito.
Nanocomposito pode ser denfinido como a mistura ou combinagdo de materiais hibridos em
que pelo menos um dos componentes possui dimensdes nanométricas (Esteves et al., 2004).
Vantagens da preparacdo de nanocompositos t€ém relacdo com a liberagdo gradativa de
ativos (Arias et al., 2011) associada ao elevado nivel de desempenho, possivelmente
resultado da sinergia entre os componentes (Esteves et al., 2004). A sele¢do do compdsito k-
carragenana e mucilagem de linhaga foi devida as suas caracteristicas termorreversiveis, ou
seja, apresentam-se liquidos quando aquecidos e em estado de gel em temperaturas proximas
a 40°C (Chen et al., 2006), e devido também a possivel liberacao gradativa e prolongada dos

ativos nanoestruturados incorporados.
Polimeros naturais na mastite bovina

Visando a terapéutica da mastite bovina, alguns polimeros naturais vém sendo
investigados na sua forma pura, em compositos ou como veiculos de ativos antimicrobianos,
visando o seu uso externo, intramamario e de contato (Schiavon, 2011; Lanctot et al., 2016;
Krishna et al., 2017; CPRA, 2019; Orellano et al., 2019). O uso empirico da mucilagem de
linhaga tem sido relatado em sistemas de producao de leite organico no sul do Brasil, como
selante antiséptico pos ordenha (Schiavon, 2011; CPRA, 2019). Ja para uso intramamario,
hidrogéis a base de quitosana tém sido desenvolvidos e estdo sendo associados a capacidade
de ativacdo da resposta imune, aceleragao da involug¢ao da glandula mamaria e ao potencial
antimicrobiano contra Staphylococcus sp. (Lanctot et al., 2016; Orellano et al., 2019). A

abordagem de wuso tdpico para o tratamento da mastite foi relatada através do
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desenvolvimento de um gel a base de Carbapol e nanoparticulas de cobre com comprovada

acdo antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia coli (Krishna et al., 2017).

Outra proposta mais recentemente desenvolvida prevé a investigacdo de compdsitos
nanogéis na terapéutica da mastite bovina, com destaque para o desenvolvimento de
nanogéis de cobre, nanogéis de globulos vermelhos (RBC), nanoparticulas de PLGA
carregadas com hidrogel de RGAs, nanogéis de poliacrilamida reticulados com dextrano
carregados com nitrato de zinco, nanogéis de particulas de prata, vancomicina carregada
com nanogel de carbapol, além do nanogel de acido benzodico-quitosano carregado com
Oleos essenciais de alecrim (Zhang et al., 2016; Wang et al., 2015; Malzahn et al., 2014;
Ferrer et al., 2014; Mohammed et al., 2018; Mohsenabadi et al., 2018). Esses materiais
mostraram efeitos como a neutralizacdo de toxinas relacionadas a S. aureus resistentes a
meticilina no ambiente extracelular e estimularam a fagocitose bacteriana por macréfagos,
bem como, foram estudados como um agente antibacteriano contra essas bactérias. E
importante chamar a atengdo que nem todos esses materiais sd3o compostos por produtos
naturais, muitos tém em sua composi¢do elementos quimicos que podem levantar
preocupacgdes em termos de seguranca de uso. Nesse sentido, ressalta-se a importancia do
desenvolvimento de polimeros compoésitos sustentaveis como veiculos de ativos
antimicrobinos, as quais podem apresentar inimeras vantagens de aplicag@o, principalmente
em sistemas alternativos de producdo de leite, e também vantagens em termos de
propriedades mecénicas e de barreira, liberagdo controlada de medicamentos e eficiéncia de
adsorcao sobre o material a base de polimero puro (Cascone, 1999; Chen et al., 2006; Khalil

et al., 2017).

Assim, através do desenvolvimento de novas alternativas baseadas em produtos
naturais para a terapéutica da mastite bovina, buscou-se o desenvolvimento de
nanocompdsitos antimicrobianos a base de mucilagem de linhaga, k-carragenana e
nanoemulsdo de macela. O objetivo foi obter um veiculo com potencial de aplicacao
intramamaria, a partir da variagdo da propor¢ao polimérica, para a incorporagdo da
nanoemulsdo de macela desenvolvida e liberagdo gradativa dos ativos antimicrobianos

(Figura 14).
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Figura 14. Ilustracdo esquemadtica da proposta de desenvolvimento do nanocompoésito

hidrogel de k-carragenana, mucilagem de linhaca e extrato de Achyrocline satureioides

incorporado em nanoemulsao.
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Espera-se do nanocompoésito desenvolvido uma alternativa terapéutica sustentavel

promissora para o tratamento intramamario da mastite bovina, capaz de atender

principalmente sistemas alternativos de producdo, como o orgdnico e o agroecologico,

trazendo impactos positivos a saide em geral, ao bem-estar animal e a sustentabilidade da

producao leiteira.
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CAPITULO 2

Formulation and evaluation of anti-MRSA nanoemulsion loaded with Achyrocline
satureioides: a new sustainable strategy for the bovine mastitis

Artigo publicado no peridédico Nano Express

Pinheiro Machado et al. 2020. Formulation and evaluation of anti-MRSA nanoemulsion
loaded with Achyrocline satureioides: a new sustainable strategy for the bovine mastitis.

Nano Ex. https://doi.org/10.1088/2632-959X/abbcac.

Este capitulo traz o estudo de desenvolvimento das nanoemulsdes de o6leo de linhaca
dourada (Linum usitatissimun) carregadas com extrato de macela (Achyrocline satureioides).
As formulagdes desenvolvidas apresentaram distribuicdo monodispersa (PdI <0,2), tamanho
de particula aproximado de 200 nm e permaneceram estdveis por mais de 160 dias. Para
além do desenvolvimento, as nanoemulsdes de macela representaram uma alternativa
promissora para o controle de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Esta
inovacdo pode ser aplicavel a mastite bovina e a outros diversos sistemas de controle

antimicrobiano.

MACELA-NANOEMULSION

Nanoemulsion Antimicrobial and
Antibiofilm activity

MRSA

Achyrocline satureioides 5* L
TEM Nanomeulsion effective
against MRSA applicable to
bovine mastitis and diverse
antimicrobial control systems
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) causes mastitis in dairy cattle with
serious economic and public health significance. This study developed nanoemulsions of
Linum usitatissimun oil loaded with Achyrocline satureioides (macela) extract and
investigated their in vitro antimicrobial activity against MRSA. Macela-nanoemulsions (NE-
ML) were prepared using high-pressure homogenization (HPH) with different proportions of
flaxseed oil, Tween 80 and crude extract. Four majoritarian flavonoids were identified in the
macela extract: 3-O methylquercetin, achyrobichalcone, quercetin and luteolin (187.3+0.1,
155.4+11.6, 76.340.1 and 30.4+0.0 pug mL, respectively). NE-ML nanoemulsions were
successfully obtained by the HPH method and showed a milky aspect with yellowish color.
The mean particle size was around 200 nm with monodisperse distribution (PdI<0.2),
remaining stable for 160 days at room temperature. When analyzed on a LUMiSizer high-
end dispersion analyzer, low values were found (<0.5), indicating high stability index,
mainly for NE-ML1:5 (0.2). The encapsulation efficiency of macela-nanoemulsions was
greater than 94%, considering the four chemical compounds from extract. Minimum
inhibitory concentration (MIC) against planktonic bacteria, inhibition of biofilm formation
(MBIC), and eradication of MRSA biofilms (MBEC) were determined through in vitro tests
on microplates. The MIC of NE-ML against planktonic MRSA showed values ranging from
1.2 to 10% (v/v), while blank-nanoemulsions (NE-B, without macela extract) showed values
ranging from 6 to 50% (v/v). MBIC and MBEC of NE-ML were 25 and 80% (v/v),
respectively. MBIC showed a mass reduction greater than 64%, and MBEC showed a mass
reduction greater than 73%. Macela-nanoemulsions (NE-ML), mainly NE-MLI1:5, showed
high antimicrobial activity and appeared to represent a new alternative of sustainable
antimicrobial product for the control of MRSA. Since this innovative nanoemulsion can
impact animal health, future research should include in vitro and in vivo studies to evaluate
intramammary therapy and control of MRSA infections in organic and agroecological milk

production systems.

Keywords: Achyrocline satureioides, Linum usitatissimun, high-pressure homogenization,

sustainable-nanoemulsion, MRSA, biofilm
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Introduction

Mastitis is a highly prevalent disease in dairy cattle (Abebe et al., 2016; Acosta et
al., 2016; Busanello et al., 2017), and it is responsible for significant economic losses
(Guimaraes et al., 2017). Dairy production systems need more effective antimicrobials
against bovine mastitis, in particular those that do not cause damage to human and animal
health. In organic and agroecological milk production systems in most countries, the
management of mastitis is potentially more difficult owing to the restrictions imposed by
legislation in relation to the use of antimicrobials and the limited availability of effective
treatments (Busato et al., 2000; Pol and Ruegg, 2007; Ruegg, 2009). In organic production,
which is on the rise, cases of mastitis are treated mostly with natural products in popular
use, but without scientific support, or even with conventional antimicrobials (Honorato et

al., 2014; Mushtagq et al., 2018).

Staphylococcus aureus is a common cause of bovine mastitis, and its impact is
associated with the ability of some strains to form biofilms and acquire mechanisms of
resistance to multiple drugs. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) is composed of highly
virulent bacteria that are difficult to control, making their dispersal a serious public health
issue. MRSA is frequently found in samples from dairy cattle, with a prevalence of 1 to
60% (Locatelli et al., 2017; Spohr et al., 2011) of infections, and it is considered an
important disease vector. Transmission of MRSA between animals within a herd and from
animals to rural workers in contact with the herd has been reported and linked to cases of

skin infection, endocarditis and pneumonia (Soavi et al., 2010).

In bovine mastitis, the presence of biofilms has been associated with recurrent
infections and unsuccessful treatment (Melchior et al., 2006). Given this context, new
strategies to control bovine mastitis are being developed, mainly for organic and
agroecological dairy systems, including controlling the formation of and/or eradicating
biofilm (Diaz et al., 2010; Gomes and Henriques, 2016; Mubarack et al., 2011; Mushtaq et
al., 2018). As such, natural products and plant extracts with proven antimicrobial activity are
potential candidates for use in new therapies (Fiordalisi et al., 2016; Pinheiro Machado et
al., 2019). Moreover, for plant-derived drugs, the induction of microbial resistance after
prolonged exposure is more difficult and represents an important advantage (Domadia et al.,

2007; Ohno et al., 2003).
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Macela (Achyrocline satureioides), a plant native to South America, has a broad
spectrum of pharmacological properties, with some of its key biological properties aimed at
reducing cytotoxic effect (Rivera et al., 2004; Sabini et al., 2013) and providing
cytoprotection (Arredondo et al., 2004; Blasina et al., 2009), as well as having antimicrobial
and anti-inflammatory potential (Joray et al., 2013; Mota et al., 2011; Vargas et al., 2013).
Several phenolic compounds have been identified in its composition, such as quercetin,
luteolin, 3-O methylquercetin and achyrobichalcone (ACB), all of which have been
attributed to the plant’s biological properties (Arredondo et al., 2004; Polydoro et al., 2004;
Retta et al., 2012). Despite the recognized bioactivity of macela, its bioactive compounds
have little stability and limited solubility in aqueous solutions (Bidone et al., 2014; 2015).
However, the use of nanoemulsion systems for the release of drugs offers a tool that
circumvents such limitations, while also supporting active compound permeation, thereby

providing prolonged action and increased bioavailability (Harwansh et al., 2019).

Nanoemulsions consist of a fine dispersion of oil in water stabilized by an interfacial
film of surfactant molecules. The mean droplet size generally varies from 0.1 to 500 nm
(Sutradhar et al., 2013), up to 600 nm, depending on the mechanical energy, composition,
and concentration of surfactants (Bouchemal et al., 2004; Jaiswal et al, 2015).
Nanoemulsions have advantages such as protection and stability on the active compounds
through their encapsulation, while increasing the penetration power of the compounds of
interest, resulting in more effective application (Harwansh et al., 2019; Mohanraj and Chen,
2006; Riviere, 2007; Troncarelli et al., 2013). In the present study, golden flaxseed oil
(Linum usitatissimum) was selected for the oil phase of the developed nanoemulsions
because it is a natural product with recognized antimicrobial potential, and its use has been
previously tested against gram-positive and gram-negative pathogens in the treatment of
bovine mastitis (Joshi et al., 2014; Kaithwas et al., 2011). Golden flaxseed has compounds
such as alpha-linoleic acid (ALA, omega-3 fatty acid), flavonoids, glycosides, phenols and
tannins, to which different biological activities have been attributed (Joshi et al., 2014;

Kaithwas et al., 2011).

A macela-loaded nanoemulsion able to deliver the compounds of interest may,
therefore, be a promising strategy to treat bovine mastitis caused by MRSA in various
production systems after initial evaluation of its in vitro efficacy. Therefore, the present

study aimed to develop and characterize a sustainable innovative delivery system of herbal
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bioactives, i.e., flaxseed oil nanoemulsions loaded with macela extract, followed by an

assessment of their antimicrobial and antibiofilm activities against MRSA.
Material and Methods
Macela samples and extract preparation

Commercial samples were acquired from Entre Ervas aromatic and medicinal herbs in
southern Brazil (30°02'14.89"S/51°12'39.08"W). Macela extract was prepared by maceration
of the inflorescences with 80% ethanol (1:60, w/v) for 10 min. The extracts were then
vacuum-filtered, and the organic solvent was removed with a rotary evaporator (60°C).
Immediately after solvent removal, the aqueous phase of extract (20 mL) was used to

prepare the nanoemulsions.

Chemical characterization of macela extract via High-Performance Liquid

Chromatography (HPLC)

Analysis of the phenolic composition of the macela extract was performed on a HPLC
Thermo Scientific UltiMate 3000 RS Dual System (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA)
using a Thermo Scientific C18 reverse-phase column (4.6 x 150 mm; 5 pm; 120A;
Acclaim™120, Thermo Scientific®) at 25°C, operating at 240, 270, 320 and 375 nm. Mobile
phase consisted of Milli-Q® water acidified to pH 2.3 (A) and methanol (B) eluted at 1.0
mL/min flow using the following gradient program: 0-5 min, 90% A; 5-25 min, 30% A; 25-
37 min, 90%A. The identification of quercetin, 3-O methylquercetin and luteolin was
performed by comparison with retention times of the commercial standards (Sigma-
Aldrich). The identification of achyrobichalcone (ACB) was performed at the Galenic
Development Laboratory (UFRGS) by comparing retention time with the standard that was
isolated and purified according to Carini et al. (2013) and Bianchi et al. (2019).
Quantification was based on the integration of the peak areas through the quercetin
calibration curve (Sigma-Aldrich; Q4951) (detection interval of 0.97 -1000 pg mL"’, R? =
1.0, y = 0.168x).

Chemical characterization of flaxseed oil via gas chromatography coupled to mass

spectrometry (GC/MS)
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The chemical composition of flaxseed oil was analyzed using gas chromatography coupled
to a mass spectrometer (model GCMS-QP2010, Shimadzu, Japan), based on the
methodology described by El-Deeb et al. (2004). We used a silica capillary column RTX-
5MS (60 m x 250 um x 0.2 pm) and helium as a carrier gas at a flow rate of 25 mL min™.
The temperature used varied from 60 to 240°C, with an increase of 10° C min™'. The
injection was performed in split mode: 1:40, containing 200 pL of sample (200 puL + 400 pL
of hexane). Sample derivatization was performed by direct methylation of fatty acids
(O'Fallon et al., 2007). Compound identification was performed considering the results
found in the mass libraries (GCMSolution software) at the Analysis Center, Department of

Chemical Engineering, UFSC.
Formulation optimization study

Nanoemulsions were prepared by the high-pressure homogenization (HPH) method. To
optimize the preparation conditions, blank-nanoemulsions (NE-B) were previously prepared
using different concentrations of flaxseed oil and surfactant (Tween 80). Briefly, an aqueous
phase containing different concentrations of Tween 80 was poured into the oil phase
composed of different concentrations of oil under moderate magnetic stirring (Table 1).
Details of the procedure used can not be provided at this moment, because the formulation
developed in this study is matter of patent registration and industrial secret. Of the 11 NE-B
developed, 4 formulations were selected to add macela extractat different concentrations

(Table 1).
Preparation of macela extract-loaded nanoemulsions (NE-ML)

Macela-nanoemulsions (NE-ML) were prepared by the high-pressure homogenization
(HPH) method, using the same conditions selected in the formulation optimization study, as
described above, with the addition of the extractive solutions (20%, v/v) to the oil phase,
equivalent to 250 mg of extract. Of the 10 developed NE-ML formulations, 4 formulations
that remained stable and presented the desired physicochemical characteristics were selected

for further study (Table 1).
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Table 1. Composition of nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B) and macela-loaded

nanoemulsion (NE-ML) developed by high-pressure homogenization (HPH).

Composition NE-B0.2:1 NE-B1:5 NE-B5:5 NE-B5:10 NE-ML0.2:1 NE-ML1:5 NE-ML5:5 NE-ML5:10

Tween 80 (%, 0.2 1 5 5 0.2 1 5 5
w/v)
Flaxseed Oil 1 5 5 10 1 5 5 10
(%, W/v)
Extractive macela - - - - 20 20 20 20
solution (%, v/v)*
Water (g.s. to) 100 100 100 100 100 100 100 100
(mL)

* In the final composition of the macela nanoemulsions (NE-ML), the extract content
corresponded to 2.5 mg mL™. Proportions following NE-B and NE-ML refer to the
concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.

Characterization of nanoemulsions
Mean particle size, polydispersity index (Pdl), zeta potential and pH

The mean particle size, Pdl, and zeta potential were determined by dynamic light scattering
(DLS) and Laser Doppler Anemometry, respectively, using a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, Worcestershire, United Kingdom). Measurements were made at 25°C. Particle
size analyses were performed at a fixed 90° scattering angle. For zeta potential
measurements, the samples were placed in electrophoretic cells where a potential of + 150
mV was established. The zeta potential values were calculated as the mean value of
electrophoretic mobility using the Smoluchowski equation (Sze et al., 2003). The pH of the

formulations was measured using a pH meter (Hanna HI2221, Sao Paulo, Brazil).
Morphology

The morphology of the formulations previously diluted in ultrapure water was analyzed
using transmission electron microscopy (TEM) (JEOL JEM 1011 TEM). Nanoemulsions,
previously diluted in ultrapure water, were deposited on carbon-coated copper grids and

negatively stained with 2% (w/v) uranyl acetate.
Accelerated physical stability

Analysis of the accelerated physical stability of the formulations was performed using a
dispersion analyzer (LUMiSizer®; Berlin, Germany). Aliquots (1.0 mL) were placed in
individual test tubes (optical path of 2.0 mm) and exposed to centrifugal force at 2300 g for
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5 h at 25°C. The analysis time interval was 20 s. This technique generates a numerical
instability index, ranging from 0 to 1, with 0 indicating a very stable system and 1 indicating
a complete separation of the dispersion (Detloff et al., 2013; Fernandes et al., 2017;
Zielinska et al., 2018). Instability index were calculated by the SEPView® software.

Stability studies over time

To evaluate the stability of nanoemulsions, samples were stored in amber flasks at room
temperature (20-25°C) for 160 days. Mean particle size, PdI, zeta potential and pH of
samples were all determined after 0, 7, 14, 21, 30, 60, 90 and 160 days, as previously
described.

Encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency was determined using the ultrafiltration and centrifugation
technique (Mazzarino et al., 2018; Pinheiro Machado et al., 2019), using Amicon Ultracel-
100 membrane units (100 kDa, Millipore Corp., Billerica, MA). The encapsulation
efficiency was determined to quercetin, 3-O methylquercetin, ACB and luteolin by HPLC,

as described above.

In vitro antimicrobial activity

Planktonic bacteria

NE-B and NE-ML were tested against S. aureus ATCC 25923 and ATCC 33592, as well
as six MRSA strains from mastitic milk, by the broth microdilution method (CLSI, 2006).
Initially, milk samples were collected from cows diagnosed with mastitis from pasture-
based herds in southern Brazil. Mastitic milk (10 mL) was obtained aseptically from sick
cows in sterile tubes. To assist in the diagnosis of mastitis, the California Mastitis Test and
the physical examination of the udder were carried out. The samples were taken under
refrigeration (4-8°C) and processed immediately for the phenotypic identification of S.
aureus strains according to Quinn et al. (2011). The strains selected were those that
showed resistance profile to Ampicillin, Gentamicin, Neomycin, Oxacillin, Penicillin,
Sulfamethazine and Tetracycline by disc diffusion method performed according to Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). The inhibition halos for each tested

antimicrobial were interpreted according to the Performance Standards for Antimicrobial
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Susceptibility Testing (CLSI, 2006). For each formulation, eight different concentrations
were tested against each strain (50 to 0.38% and 10 to 0.78% to NE-B and NE-ML,
respectively). Dilutions of nanoemulsions were prepared in 100 uL of Muller Hinton (MH)
broth. After dilution, 10 uL of the bacterial inoculum standard corresponding to 1.15 x 10°
CFU mL"' were added to microplate wells and incubated at 35 °C for 24 h. For
comparison, the flaxseed oil (50 to 0.3 mg mL™") was dissolved in 1% (w/v) Tween 80 and
macela extract (1.2 to 0.0009 mg mL™") was dissolved in 5% ethanol previously to perform
the analysis. The vehicles (ethanol and Tween 80) were included as control. The minimum
inhibitory concentrations MIC50 represents the MIC value at which 50% of the strains in a
test population are inhibited, and MIC90 represents the MIC value at which 90% of the
strains within a test population are inhibited (Schwarz et al., 2010). Both were determined
as those concentrations that showed no visible growth, which was confirmed by the
addition of 50 pL of resazurin dye (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) (100 pg
mL™"). Resazurin is a blue non-fluorescent and non-toxic dye that becomes pink and
fluorescent when reduced to resorufin by oxidoreductases within viable cells (Sarker et al.,
2007). Additionally, an aliquot of the contents of the wells was removed and placed in a
sterile Petri dish containing BHI agar. Replating was performed from the wells containing
the concentration that showed no bacterial growth with the addition of resazurin (MIC), as
well as those with the two concentrations described above, whenever possible. Plates were
incubated for 24 h at 35 + 0.2°C. After this period, the number of colonies in each plate
was assessed, and the reduction in bacterial growth was calculated by comparing bacterial
growth that indicated bacteriostatic activity with the initial inoculum control (CFU mL™)

(Smith-Palmer et al., 1998).
Antibiofilm activity

We selected NE-ML1:5 for use in in vitro antibiofilm tests based on results of the stability
study, the physicochemical properties thereof, and the MIC.

Evaluation of biofilm formation

Initially, S. aureus ATCC 25923 and four MRSA strains (614, 534, 406 and 204 strains —
Labinat/UFSC) were evaluated for biofilm formation in a 96-well microplate based on the
methodology described in Stepanovic et al. (2007) with modifications. For this, cultures

were incubated in Tryptic Soy Broth (TSB) supplemented with 1% glucose at 35 °C + 0.2.
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After 24 h, the culture was diluted in TSB medium to approximately 1.5 x 10® CFU mL",
which is equivalent to 0.5 on the McFarland scale. A 200 pL aliquot of the culture was
placed in quadruplicate in 96-well microplates. Wells containing only TSB were considered
the negative control. Plates were then incubated for 48 h, washed three times with sterile
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.2), and dried at room temperature. Methanol (200 pL)
was added to the wells for 15 min for subsequent staining with 2% (w/v) violet crystal. After
20 min, the plates were washed once with PBS to remove excess dye, 200 uL of 33% acetic

acid were added, and optical density was read at 570 nm (Babsystems, MultiSkan EX).

The strains were then classified as follows: optical density (OD): OD < ODc = does not
produce biofilm; ODc< OD < 2xODc = weak biofilm producers; 2xODc<OD<4xODc =
moderate biofilm producers; and 4xODc<OD = strong biofilm producers. To determine the
antibiofilm activity of formulation, the strong and moderate biofilm-producing strains (n= 4)

and ATCC 25923 were used.
Prevention of biofilm formation

Following the steps described above, the S. aureus culture cultivated for 48 h was diluted in
fresh TSB at a concentration of 1.5 x 10® CFU mL™ (0.5 McFarland scale). An aliquot (200
uL) of diluted S. aureus culture was added to the microplate, and concentrations of NE-
ML1:5 formulation (25, 10 and 5% v/v) were added to the wells with and without inoculum.
Negative (TSB broth) and positive (inoculum without the addition of NE-MLI1:5) controls
were included in the tests. The effect of blank-nanoemulsion (NE-B 1:5 25, 10 and 5% v/v)
and Tween 80 (2.5 to 0.5 mg mL™") on biofilm formation was tested earlier. The plates were
incubated at 35 + 0.2 °C for 48 h. Washing and staining were performed following the
method described above. The percentage of inhibition of biofilm growth was determined by
reading the absorbance at 570 nm with a microplate reader (SpectraMax® 190 Microplate
Reader from Molecular Devices Corp.) and calculating according to Eq. 1, as IB (%) =1 -
(AT / AI) X 100], where IB is the inhibition of biofilm growth, AT is the mean absorbance
of the nanoemulsion concentrations tested with inoculum subtracted from the absorbance
value of the same nanoemulsion concentrations without the addition of inoculum, and Al is
the mean absorbance of biofilm growth control. The minimum biofilm inhibitory
concentration (MBIC) was considered as the concentration in which the absorbance <

negative control (Adukwu et al., 2012). Simultaneously, on a second microplate, the results
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were confirmed by the addition of resazurin dye to enable a correlation between the biofilm

biomass and the metabolic activity of viable bacterial cells.
Eradication of formed biofilm

Antibiofilm activity was evaluated using biofilm that had been preformed for 48 h. After this
period, the culture medium in the wells containing biofilm was removed and immediately
changed with new medium (control) or medium containing different concentrations of the
NE-MLI:5 formulation (80, 50, 25, 12 and 5% v/v). A negative control containing only
medium was also included in the tests. The plates were re-incubated for 24 h at 35 °C +
0.2°C, subsequently stained with violet crystal (2%), and the absorbance was measured as
described above. After staining, the reduction of biofilms exposed to different
concentrations of NE-ML1:5 was also analyzed using inverted optical microscopy (Olympus
IX81). The concentration at which already established biofilms were removed from the
bottom of treated wells was determined as the minimum biofilm eradication concentration
(MBEC) (Adukwu et al., 2012). Separately, MBEC > 70 % was also confirmed by the

addition of resazurin dye.
Statistical analyses

Statistical analyses were performed by analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's
test, using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). For the
antimicrobial assays with planktonic bacteria, the data underwent logarithmic
transformation. Values of P < 0.05 were considered significant. The data were presented as

mean + standard error of the mean (SEM).
Results and Discussion

In the present work, we aimed to incorporate macela extract into a nanoemulsion
formulation to develop an innovative, sustainable drug delivery system based on herbal
bioactives. For each new nanoemulsion system developed, a systematic study of
composition and water/oil/surfactant ratio was carried out in order to find the most stable
conditions and the best performance against MRSA for use in bovine mastitis therapy.
Macela extract and flaxseed oil were chosen for the composition of the nanoemulsions
owing to their antimicrobial ability (Joray et al., 2013; Joshi et al., 2014; Kaithwas et al.,

2011; Vargas et al., 2013). Studies have reported on both to treat bovine mastitis, but never
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combined in a nanoformulation. Thus, we sought to bring this combined composition to a
macela-nanoemulsion formulation, optimize it, and apply the resulting product as an
antimicrobial agent against pathogens that cause bovine mastitis, in particular MRSA known
to be highly pathogenic in mastitic milk. In doing so, we consider the potential of using this

delivery system in organic and agroecological systems.
Chemical characterization of macela extract

Four majoritarian flavonoids were identified vie HPLC in the macela extract: 3-O
methylquercetin, ACB, quercetin and luteolin at concentrations of 187.3 £ 0.1, 155.4 + 11.6,
76.3 + 0.1 and 30.4 + 0.0 pg mL™", respectively. These results are consistent with previous
studies showing similar flavonoid compounds in macela (Retta el al., 2012). ACB
(4.2',4",2"-tetrahydroxy-6',6""-dimethoxy-4'-O-4"-bichalcone) was recently isolated from
samples of macela inflorescences from southern Brazil (Bianchi et al., 2019; Carini et al.,
2013; Holzschuh et al., 2010). In the present study, the high concentration of ACB is
important, essentially because chalcones are precursors of flavonoid biosynthesis in plants
(Yerragunta et al., 2013). In addition, numerous biological properties have been attributed to

flavonoid compounds in macela, such as antimicrobial activity (Joray et al., 2013).
Chemical characterization of flaxseed oil

Analysis of the flaxseed oil sample revealed the presence of unsaturated fatty acids,
principally linoleic (LOA), alpha-linolenic and oleic, at concentrations of 30.5% + 0.1,
30.7% £ 0.1 and 25.7% + 0.1, respectively, in relation to the total percentage of fatty acids
in the sample. Other compounds identified were palmitic acid (7.2%) and stearic acid
(4.2%). These results corroborate those of Joshi et al. (2014) and Kaithwas et al. (2011) who
reported the presence of fatty acids, such as palmitic acid (5.5%), stearic acid (4.6%), oleic
acid (19.0%), linoleic acid (13.6%) and alpha-linolenic acid (57.38%), in the composition of
golden flaxseed oil. This oil has shown antimicrobial, anti-inflammatory, analgesic,

expectorant, and diuretic activities (Kaithwas et al., 2011; Khan et al., 2017).
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Formulation optimization study and characterization of nanoemulsions

Mean particle size, polydispersity index (Pdl), zeta potential, pH and morphology

Nowadays, a variety of methods for the preparation of nanoemulsions are described in the
literature. Among high-energy emulsification techniques, the high-pressure homogenization
method has some advantages, such as low polydispersity, better dispersion of formulations
with high lipid concentration, avoidance, or low volumes, of organic solvents, quick
preparation and feasibility of scale-up for large-scale production (Mistry et al., 2012). In this

study, nanoemulsions were successfully obtained by the HPH method.

Flaxseed oil nanoemulsions (NE-B) and macela-nanoemulsions (NE-ML) showed a milky
aspect with white and yellowish color, respectively. They were homogeneous, without the

formation of precipitation or phase separation during the period of analysis (Figure 1).
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Figure 1. (A) Physical appearance of the nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B) developed
by high-pressure homogenization (HPH) and droplet-size distribution of NE-B1:5. (B)
Physical appearance of the macela-loaded nanoemulsion (20%, v/v equivalent to 2.5 mg mL"
! of extract; NE-ML) and droplet-size distribution of NE-ML1:5. Proportions following NE-

B and NE-ML refer to the concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.

Different particle sizes and ZP values were found among the NE-B formulations (Table 2).
The formulations with higher oil and surfactant content presented the smallest particle sizes
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and the smallest ZP in module (P <0.05). Significant changes in mean particle size and pH
were detected among the NE-ML formulations (Table 2). Higher pH of NE-ML1:5 may
have contributed to the production of larger droplet sizes (Sharma et al., 2006). NE-ML1:5
presented the largest particle size (Table 2), likely based on lower concentration of
surfactant. NE-ML5:5, for example, had the same composition as NE-ML1:5, except for a
higher concentration of Tween 80 (Table 1). In this sense, it should be emphasized that
surfactant concentration must be enough to stabilize the micro-droplets of a nanoemulsion
(Jaiswal et al., 2015), contributing to the establishment of an adequate ZP and viscosity in

order to confer optimal stability.

Table 2. Mean particle size, polydispersity index (PdI), zeta potential (ZP) and pH of the

nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B) and macela-loaded nanoemulsions (NE-ML) at day

ZCro.
Characteristic NE-B0.2:1 NE-B1:5 NE-B5:5 NE-B5:10
Size (nm) 2514+6.0° 227.0+3.6° 212.842.5° 187.7+3.5°¢
PdI 0.19+0.0° 0.19+0.0° 021+0.0° 0.23+0.0°
ZP (mV) 37.6+18° 30.6+£09° 27.1+12° 26.1+1.7°
pH 47+02° 49+02° 51+0.1° 52+0.1°
NE-ML0.2:10 NE-ML1:5 NE-ML5:5 NE-ML5:10
Size (nm) 229.8+48° 2499+26° 2223+20° 203.9+2.7°
Pdl 0.19+0.0° 0.17+0.0° 0.18+0.0° 0.23+0.0°
ZP (mV) 403+1.0° -39.9+2.7° 38.6+25° 345+0.9°
pH 48+0.0° 5.1+0.0° 46+0.0° 47+0.0°

Mean followed by different letters in the same row represents significant differences among
NE-B or NE-ML nanoemulsions (Tukey, P <0.05). The data are presented as mean + SEM
(n = 3). Proportions following NE-B and NE-ML refer to the concentration of Tween 80 and
flaxseed oil in the formulations.

Nanoemulsions can be prepared with low concentrations of surfactant (Bouchemal et al.,
2004). In the present study, a tendency toward decreased particle size arose with an
increased amount of surfactant. A similar result was found in the development of jabuticaba
nanoformulations, also prepared using HPH with different levels of surfactant (Mazzarino et
al., 2018). In this case, when the concentration of Tween 80 increased from 1 to 10% (w/v),

the particle size of the developed formulations decreased to about 100 nm, despite the same

oil concentration and homogenization pressure (Mazzarino et al., 2018).

Comparing the ZP values between the NE-B and their respective NE-ML, we note that the

addition of macela extract to the formulations increased the values in module (Table 2).
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Similarly, a previous study (Bidone et al., 2014) identified a progressive increase of ZP after
the addition of macela extract to coconut oil and Tween 80-based formulations. The authors
suggest a possible adsorption of the extract compounds at the oil/water interface. It is
important to highlight that the Pdls of all formulations developed were < 0.2, indicative of
their stability and monodispersion, highlighting the PdI value found for the NE-ML1: 5 (PdI
=0.17).

In the present study, transmission electron microscopy (TEM) of NE-B and NE-ML
formulations showed particles with a spherical shape and size similar to that obtained by

DLS (Figure 2; Table 2).

NE-B

Figure 2. Transmission electron micrographs of the nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B)
and macela-loaded nanoemulsion (NE-ML). Scale bar 200 nm. Proportions following NE-B

and NE-ML refer to the concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.

Characterization of nanoemulsions

Accelerated physical stability

In this study, LUMiSizer® was used to assess the stability of the developed nanoemulsions.
In this analysis, the centrifugal separation, in which the variation of transmitted light is

recorded, provides information on the kinetics of the process of separation and migration of
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the particles (Zielinska et al., 2018). The instability index creates a dimensionless number,
ranging from O (more stable) to 1 (more unstable) (Fernandes et al., 2017). All developed
formulations showed instability index between 0.2-0.6, indicating that the physical stability
of the nanoemulsions was maintained (Detloff et al., 2013; Fernandes et al., 2017). The
physical stability studies showed that the formulation NE-ML1:5 presented the best stability
among all macela-loaded nanoemulsions (Figure 3). NE-ML1:5 also showed the lowest Pdl
value among the developed nanoemulsions (Table 2). Together, these characteristics show
that optimization of this formulation was achieved through oil and surfactant concentrations.
It should be noted that NE-B0.2:1 and NE-ML0.2:1, with lower flaxseed oil and surfactant

content, showed higher instability values closer to 1.
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Figure 3. (A) Instability index for the nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B) and macela-
loaded nanoemulsion (NE-ML) after 5 h at 2300 g and at 25°C. (B) TEM profiles obtained
during centrifugation of NE-MLI1:5. Proportions following NE-ML refer to the

concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.
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Stability studies over time

Macroscopic analysis of nanoemulsions over a period of 160 days showed no visual

alterations or signs of phase separation. Regarding the parameters analyzed, no significant

changes were found for NE-B (Table 3). On the other hand, minimal alterations were found

only for NE-MLO0.2:1 in relation to mean particle size (Table 3). These results are consistent

with those found in the physical stability analysis (Figure 3), which showed a tendency

toward destabilization with lower oil and surfactant content (NE-MLO0.2:1).

Table 3. Mean particle size, polydispersity index (PdI), zeta potential (ZP) and pH of the

nanoemulsions with flaxseed oil (NE-B) and macela-loaded nanoemulsions (NE-ML) over

160 days of storage at room temperature.

Characteristic NE-B 0.2:1 NE-B 1:5 NE-B 5:5 NE-B 5:10
Day 0 2514+6.0°% 227.0+3.6% 212.8+2.5% 187.7+3.5%
Size (nm)
Day160 243.1+84% 2298+26% 214.6+4.1° 187.0+69°%
Day0 0.19+0.0° 0.19+£0.0° 0.21+00° 023+0.0°%
PdI
Day160 0.23+0.0° 0.18+£0.0° 0.19+0.0° 023+0.0°%
Day0 376+18° -306+19° 271+€1.2° 26.1+24%
ZP (mV)
Day160 -36.0+0.8° -33.5+23% -28.1+44% 242+23%
Day0 47+02°% 49+02? 51+0.1° 52+0.1°
pH
Day160 46+03? 49+0.1% 51+0.1°% 45+03°
NE-ML 0.2:1 NE-ML 1:5 NE-ML 5:5 NE-ML 5:10
Day0 229.8+48*? 2499+26° 2223+20°% 2039+2.7%
Size (nm
Day160 210.2+0.0° 2402 +04°% 222.0+04°% 207.7+0.6%
Day0 0.19+0.0° 0.17+0.0° 0.18+0.0° 0.23+0.0°%
PdI
Day160 0.20+0.0° 0.18+0.0% 0.20+0.0% 0.20+0.0°
Day0 -403+1.0% -399+27% -38.6+25% -345+09°%
ZP (mV)
Day160 405+09°? 382+1.5°% -392+1.2°% 312+1.5°%
Day0 48+00? 51+0.0° 46+0.0° 474+00?
pH
Day160 5.0+£0.0° 46+00? 48+0.0° 48+0.0?

Mean followed by different letters in the same column and for the same characteristic
represents significant differences between NE-B or NE-ML at 0 and 160 days (Tukey, P
<0.05). The data are presented as mean + SEM (n = 3). Proportions following NE-B and
NE-ML refer to the concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.
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These results showed the importance of performing studies on development, optimization
and monitoring of the stability to ensure that only the most stable systems will attain the best

biological responses.
Encapsulation efficiency

The encapsulation efficiency of macela compounds in nanoemulsions was greater than 94%.
This parameter was calculated considering the four majoritarian chemical compounds found
in macela inflorescences, i.e., 3-O methylquercetin, ACB, quercetin and luteolin. The only
difference found among the formulations was lower 3-O methylquercetin encapsulation
efficiency for NE-MLO0.2:1 (94.2 £ 0.9). For the other compounds, the encapsulation
efficiency was greater than 95.7%, with values close to 99%. High encapsulation efficiency
values found in the present study suggest an affinity between the major flavonoids found in
macela and either flaxseed oil or surfactant. High encapsulation of the extract compounds is
relevant since nanoemulsion can offer protection from degradation. Protection of active
compounds from hydrolysis and degradation is one of the most important functions of
nanoemulsions (Jaiswal et al., 2015). Results similar to those of the present study were
previously found with an association efficiency of almost 100% between macela flavonoids

and the oil nucleus of nanoemulsions (Bidone et al., 2014).
In vitro antimicrobial activity
Planktonic bacteria

For the planktonic phase, through broth microdilution, it was possible to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) of macela extract, flaxseed oil and the developed

nanoemulsions NE-B and NE-ML (Table 4).
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Table 4. Count (log;o CFU mL'l) of S. aureus ATCC 25923, ATCC 33592 and six MRSA
strains from mastitic milk (mean £ SEM), using an initial inoculum population density of
1.5 x 10° CFU mL'l, following exposure to macela extract, flaxseed oil, NE-ML and NE-B
at MIC50* and MIC90* concentrations.

Concentration Control

Formulations MIC (logio CFU Count (loglw
mL'l) CFU mL )

MIC50  0.07 mg mL" 52+0.0 24+0.0
Macela
extract MIC90 031 mgmL'  52+0.0 23+0.1

MIC50  25mgmL" 53+0.0 2.5+0.0
Flaxseed oil

MIC90 50 mgmL™ 53+0.0 2.5+0.1

MIC50 5% (v/Iv) 53+0.0 24+0.1
NE-MLO0.2:1

MIC90 5% (V/IV) 53+0.0 25408

MIC50 1.2% (v/v) 53+0.0 2.4£0.0
NE-MLI:5

MIC90 5% (V/V) 53+0.0 2.0+0.1

MIC50 5% (v/v) 53+0.0 2.6+0.0
NE-ML5:5

MIC90 5% (V/IV) 53+0.0 2.6+0.0

MIC50 5% (V/v) 52+0.0 24+0.1
NE-ML5:10

MIC90 10% (v/v) 53+0.0 2.6+0.0

MIC50 50% (v/v) 53+0.0 23+0.0
NE-B0.2:1

MIC90 50% (v/v) 53+0.0 2.3+0.0

MIC50 12 % (V/v) 53+04 26+0.1
NE-BI1:5

MIC90 25% (vIv) 53+0.0 2.7+0.0

MIC50 6% (V/V) 53+0.0 2.7+0.1
NE-B5:5

MIC90 25% (V/V) 53+0.0 2.6+0.1

MIC50 6% (V/V) 52+0.0 25+02

NE-B5:10

MIC90 25% (V/V) 53+0.0 2.6+0.9

Proportions following NE-ML and NE-B refer to the concentration of Tween 80 and
flaxseed oil in the formulations. * MIC50 represents the MIC value at which 50% of the
strains in a test population are inhibited, and MIC90 represents the MIC value at which 90%
of the strains within a test population are inhibited.

Macela extract, flaxseed oil and nanoemulsions NE-B and NE-ML reduced microbial

growth of MRSA strains from mastitic milk (Table 4). However, the MIC of nanoemulsified
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flaxseed oil (NE-B) was about four times lower than that of pure oil (Table 4). This result
may be related to the reduction in particle size of flaxseed oil when nanoemulsified, which
allows for greater penetration power and, consequently, greater antimicrobial potential.
Similarly, previous study showed the greater antimicrobial activity for flaxseed oil
nanoemulsions at the expense of pure oil (Hashim et al., 2019). It is important to note that
the use of flaxseed oil in vivo and in vitro for the treatment of bovine mastitis has been
previously reported, showing promising results in both evaluations (Kaithwas et al., 2011).
However, to date, no studies have reported the use of flaxseed oil nanoemulsions in the
context of mastitis. For NE-B, MIC50 was also influenced by oil concentration and mean
particle size. In this case, a higher oil concentration was related to smaller particle sizes and
lower MIC values. A previous study reports that the main parameter in determining the
antimicrobial efficiency of oils appears to be their concentration in the aqueous phase, rather

than the average droplet size of the systems (Donsi et al., 2012).

It is important to note that the MIC50 and MIC90 of NE-ML were lower than those of NE-
B, showing that the macela extract in NE-ML nanoemulsions is responsible for the greater

antimicrobial activity (Table 4).

Among the NE-ML formulations, different MIC50 values were found, with particularly
interesting results for NE-MLI1:5. Although NE-ML formulations have the same
concentration of macela extract, different MIC values may result from differences in
flavonoid solubility in different media of each nanoemulsion. The greatest antimicrobial
potential found for this nanoemulsion may be related to the fact that nanoemulsions are
responsive to a blend of oil and surfactant. The right blend of flaxseed oil and surfactant
(Tween 80) from NE-MLI1:5 may have produced the best solubility of the macela extract
and, consequently, the best antimicrobial response. In this context, for the new system herein
presented, the optimum flaxseed oil and surfactant (Tween 80) ratio providing the most
stable system (Figure 3) and the best PdI value (Table 2) was found for NE-ML1:5. This
improved performance also provided the highest antimicrobial response of this formulation.
In this context, MIC may also be influenced by the general characteristics of the
formulation. For example, variations in the proportions of composites used in its
development can alter its characteristics, particularly in terms of solubility of active
compounds. Such changes can confer different characteristics on the formulations, in turn,
resulting in different biological properties. Varying MIC values of the same active

compound may be related to differences in solubility of the active compounds in the culture
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media (Wu et al., 2008). In this context, it is likely that the combination of oil and surfactant
concentrations present in the composition of NE-ML1:5 provided the best solubilization of
the active compounds and, consequently, the highest antimicrobial activity (Donsi et al.,

2012).

The MIC of macela extract was higher than that of nanoemulsions (NE-ML), except for NE-
ML5:10. NE-ML1:5 showed a MIC50 lower than the extract, i.e., 1.2% (v/v) of the
formulation (equivalent to 0.03 mg mL™" of extract; Table 4). For NE-ML0.2:1 and 5:5, the
MIC90 was 5% (v/v) (equivalent to 0.125 mg mL' of extract), while the MIC90 of the
extract was 0.31 mg mL". These results showed the greater antimicrobial activity of these
macela-nanoemulsions. However, NE-ML5:10 was the only formulation that did not show
superior antimicrobial activity of the macela extract. It is important to note that the
antimicrobial activity of NE-ML was assessed and maintained after the 160-day storage

period (results not shown).

For nanoemulsions, it is important to remember that the encapsulation of active compounds
has several advantages, including longer action time (because active compounds are
gradually released), protection against degradation and better permeation and penetration
(Harwansh et al., 2019; Troncarelli et al., 2013). The results of the antimicrobial activity
were confirmed by addition of resazurin dye (Figure 4). Resazurin dye (7-hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one 10-oxide) has been broadly used as an indicator of cell viability in several
types of assays, including bacteria (Sarker et al., 2007). The reduction of resazurin to
resorufin is the result of mitochondrial activity, which correlates with the number of live

organisms.

Broth + NE-ML + Broth + Broth +
Inoculum Inoculum NE-ML Broth
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Figure 4. Microplate showing planktonic bacterial activity after exposure to different
concentrations of NE-ML 1:5 formulation [pink colour indicates growth, and blue means
inhibition of growth]; Petri dishes indicate the replating of wells containing (A) the
concentration that showed no bacterial growth with the addition of resazurin, i.e., MIC
(1.2%), and those (B and C) with the two concentrations described above (2.5 and 5%).
Proportions following NE-ML refer to the proportion of Tween 80 and flaxseed oil in the

formulations (1:5).

The antimicrobial activity of macela-loaded nanoemulsion represents an important finding
in the fight against MRSA-linked bovine mastitis. The problem of antimicrobial resistance is
a global phenomenon that poses risks to humans and animals. Despite the recognized
biological properties attributed to macela, few studies have investigated its use in the control
of bovine mastitis caused by MRSA. Previous analyses have shown the antimicrobial
potential of macela, showing the bactericidal and bacteriostatic potential of its aqueous
extract against standard strains and E. coli and S. aureus strains from mastitic milk (Mota et
al., 2011). Avancini et al. (2016) evaluated the antimicrobial/disinfectant action of the
macela hydroalcoholic extract on a standard strain of Candida albicans (ATCC 14053) and
strains from cases of bovine mastitis. The results showed its potential for use on sources of
infection, in disinfection or antisepsis procedures. Studies on the action of macela flavonoids
showed that quercetin is able to induce the aggregation of bacterial cells and cause
morphological changes in these cells, being highly effective in controlling MRSA strains
(Hirai et al., 2010).

In view of the results presented herein, the combination of flaxseed oil and macela extract in
the NE-MLI1:5 formulation shows significant potential as an antimicrobial against
planktonic MRSA. As such, the antibiofilm activity of this formulation was further

investigated.

Antibiofilm activity: Prevention of biofilm formation

NE-ML1:5 reduced biofilm formation of the S. aureus ATCC 25923 and four
strains of MRSA from bovine mastitic milk (Table 5). NE-ML1:5 prevented 100% of
biofilm formation at a concentration of 10 and 25% (v/v) for strains 534 and 406. The
formulation showed a reduction in the mass of biofilm greater than 64% for ATCC 25923

and strains 614 and 204 at a concentration of 25% (v/v). This reduction is proportional to the
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number of existing metabolically active cells, as confirmed by the addition of resazurin.
Therefore, 25% (v/v) was considered the MBIC, which contains 0.6 mg mL™" of macela
extract and 12 mg mL™" of flaxseed oil. It is important to highlight that the integrity of the
biofilm structure in the present study was interrupted for all tested concentrations in three of
the four strains and the ATCC. This was most evident at the highest concentrations (10 and
25% v/v). However, NE-ML1:5 did not prevent the formation of biofilm (MBIC) for three
of the four strains and for the ATCC 25923 at 5% (v/v).

Antimicrobial activity: Eradication of formed biofilm

Similarly, this formulation was able to remove biofilm previously formed over 48

h (Table 5).

Table S. Effect of NE-ML1:5 on biofilm formation and eradication of preformed biofilm of
S. aureus ATCC25923 and MRSA from bovine mastitic milk.

Antibiofilm activity NE-ML1:5 % of biofilm reduction
(%, vIv) ATCC strain strain strain strain
25923 614 534 406 204
Prevention of biofilm 25 64 70 100 100 95
formation (MBIC)
10 42 67 100 75 96
5 0 0 19 0 0
Eradication of formed 80 86 90 93 96 73
Biofilm (MBEC) 50 74 78 87 50 70
25 47 60 65 38 16
12 43 32 0 33 14
5 40 29 0 30 11

Treatment with 80% (v/v) NE-MLI1:5 (equivalent to 2 mg mL™" of macela extract) for 24 h
showed a reduction of more than 73% of the preformed biofilm for all evaluated strains, and
it was thus considered the MBEC. It is important to note that we only observed a reduction
of about 50%, or more, with concentrations of at least 50% (v/v) for all analyzed strains.

Figure 5 shows the effect of NE-ML1:5 on preformed biofilms using the violet crystal dye.
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Figure 5. (A) Activity of different concentrations of NE-ML1:5 on biofilm preformed for 48
h using violet crystal dye. Positive control: broth + inoculum. Negative control: broth, NE-
ML 1:5 + broth and NE-B + broth. Proportions following NE-ML refer to the proportion of
Tween 80 and flaxseed oil in the formulation (1:5). (B) Microscopic images of biofilms
obtained after treating with 80, 50, 25, 12 and 5% (v/v) NE-ML1:5 and control with
inoculum (ATCC 25923) colored with crystal violet.

NE-MLI:5 reduced biofilm formation of S. aureus in the context of prevention and
eradication, evidencing the potential of this nanoemulsion in the intramammary therapy of
bovine mastitis. Previous studies have shown the antibiofilm effect of macela extract on
anaerobic bacteria in the oral cavity, causing a significant reduction in these populations
(Both and Petrovick, 2016). Resistance to antimicrobial activity may be related to inefficient
penetration in the biofilm matrix, which presents a barrier, or to the altered growth rate of
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biofilm organisms (Donlan and Costerton, 2002). Cells associated with biofilm grow
significantly slower than planktonic cells and, as a result, absorb antimicrobial agents more
slowly (Donlan and Costerton, 2002). This fact may be an advantage for the use of
nanostructured antimicrobial. In addition to having a smaller particle size, which can favor
penetration, nanoemulsions can also release the encapsulated compounds gradually over an
extended period of time. In the context of bovine mastitis, S. aureus bacteria in mammary
tissue are mainly located in clusters within alveoli and lactiferous ducts in association with
epithelial cells and in interstitial tissue (Sandasi et al., 2010). The invasion of S. aureus into
interstitial tissue can help bacteria survive. Therefore, small-sized antimicrobial
nanostructures may be excellent candidates for treatments that offer greater penetration

power.

The results found in the present study support future in vivo assessments of the
intramammary use of the developed macela-nanoemulsion. For future, applications in vivo
studies should be performed in order to determine the effective doses. It is noteworthy that
this innovative macela-nanoemulsion represents an alternative sustainable antimicrobial
product for control of MRSA. It can also subsidize organic and agroecological milk

production systems, which have limited availability of antimicrobial treatments for mastitis.

Conclusion

The developed macela-nanoemulsion (NE-ML) showed potential as an innovative
antimicrobial product, in particular, NE-ML1:5 formulation. Future researches should
include in vitro and in vivo studies for evaluation of therapy and control of MRSA

infections.
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CAPITULO 3

Achyroline satureioides (Lam.) DC. extract-loaded nanoemulsions for treating bovine

mastitis: protective properties and polyphenol permeation studies through mammary

epithelium

Artigo em processo de submissdo, o qual mostrou o efeito citoprotetor e a maior capacidade

de permeagao dos compostos fenolicos do extrato de macela (Achyroline satureioides Lam.

DC.) nanoemulsionado em células epiteliais da glandula mamaéria biviva da linhagem MAC-

T e em explantes mamarios bovinos, respectivamente. Este estudo também demonstrou a

capacidade da nanoemulsdo de macela em inibir a morte celular apoptotica e necrotica das

células MAC-T. Os resultados encontrados sugerem o potencial da nanoemulsdo estudada

para o tratamento intramamadrio da mastite bovina.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate innovative sustainable nanoemulsions of flaxseed oil (Linum
usitatissimun) loaded with macela extract (Achyrocline satureioides) candidates for bovine
mastitis therapy in terms of their permeation/retention capacity and viability/protective
effects. Unloaded (NE-BL) and extract-loaded nanoemulsions (2.5 mg mL™) (NE-ML)
(n=4) were prepared using high-pressure homogenization with varying concentrations of
flaxseed oil and Tween 80. Permeation and retention of free and nanoencapsulated
quercetin, 3-O-methylquercetin and luteolin were performed on mammary glandular
epithelium using Franz diffusion cells. The protective effect was evaluated on mammary
epithelial cells (MAC-T lineage) by determining the viability using the MTT method (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and necrotic or apoptotic death
by flow cytometry after exposure to NE-ML and NE-BL. Subsequently, this effect was
assessed by previously treating MAC-T cells with NE-ML and then exposing cells to H,O,
to analyze necrotic or apoptotic death by flow cytometry. Higher permeation of quercetin
and 3-O-methylquercetin in NE-ML was found compared to that of free extract with a final
permeated amount of 50.7+3.2 and 111.240.6 pg/cm™ compared to 35.0+0.6 and 48.9+1.2,
respectively. For NE-BL, the ICsy was at least 1.3% (v/v), while for the NE-ML, it was at
least 2.6% (v/v). After exposure to NE-ML (5 and 1.2%, v/v), the percentage of apoptotic
cells was reduced (= 30%). For the H»O, test, necrotic cells previously exposed to NE-ML
were reduced by 40% (1%, v/v). The reduced toxicity, cytoprotective and increased
permeation potential of innovative macela-nanoemulsion make this a promising new

candidate for bovine mastitis therapy.

KEY WORDS: bovine mastitis, flavonoids, apoptosis, cytoprotection, oxidative stress,

quercetin, 3-O-methylquercetin
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INTRODUCTION

Achyrocline satureioides (LAM.) DC., Asteraceae, popularly known as macela, is an annual,
aromatic herb native to South America commonly found in Brazil's native grasslands and
widely used in traditional medicine [1]. The biological activities of macela, such as
antimicrobial, cytoprotective, antioxidant, and anti-inflammatory, have been frequently
attributed to the abundant flavonoids found in its inflorescences, especially quercetin,
luteolin, and 3-O-methylquercetin [1,2]. Owing to its multiple biological activities, the use
of macela is attracting interest across a range of research areas, including veterinary sciences
[3]. For example, the high antimicrobial activity found in macela extract makes it a
promising alternative for the therapy of bovine mastitis [3,4] because treatments require the
use of antimicrobials effective against pathogens causing the disease [5]. However, as
mastitis is commonly treated through the intramammary application of antimicrobials, it is
important to evaluate the possible toxic effects of the therapy on epithelial cells [6]. Damage
to these cells may induce not only the formation of connective tissue in the affected area,
with associated interalveolar fibrosis of the mammary tissue, loss of secretory function, and
alteration in the quantity and quality of the milk produced, but also cause proinflammatory

effects, which can worsen the clinical condition of the animal [3,7].

In this context, the low levels of toxicity attributed to macela compounds are of interest and
corroborate the traditional use of this plant [8]. Along with low toxicity, the cytoprotective
capacity of macela compounds, especially 3-O-methylquercetin, provides the characteristics
necessary for intramammary application [2,9]. Equally important is the evaluation of the
penetration capacity of active compounds through the mammary glandular epithelium.
Antimicrobials with low penetration/permeation power may spread inadequately throughout
the mammary gland, impeding the effects on all affected areas. This may contribute to the
frequent recurrence of cases of mastitis, which can become chronic through the application
of ineffective treatments. Furthermore, Staphylococcus aureus, a bacterium often isolated
from bovine mastitis, is associated with the ability to form biofilms as a survival strategy.
This ability hinders the effects of antimicrobials unable to penetrate the biofilm matrix [10].
Nanoemulsion systems are, however, recognized as promoting the permeation of
compounds across biological membranes by the reduced size of the droplets, fluidity, and
capacity of interaction with the epithelium [11]. Considering the antimicrobial potential and
evidence of low cytotoxicity of macela [2-4], along with the greater penetration power of

nanoemulsified systems, the present study aimed to evaluate in vitro effects of innovative
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sustainable nanoemulsions of flaxseed oil (Linum usitatissimun) loaded with macela extract
(Achyrocline satureioides) on the viability and protection of mammary epithelial cells of the
MAC-T lineage. The ability of the nanoemulsions to promote the permeation of flavonoid
compounds through the mammary glandular epithelium was also evaluated considering its
potential use in the therapy of bovine mastitis, especially in organic and agroecological
systems of dairy production, systems that have limited availability by legislation of

permitted and effective treatments.
MATERIAL AND METHODS
Macela samples and extract preparation

Commercial samples of macela were acquired from “Entre Ervas”, a company in southern
Brazil that produces aromatic and medicinal herbs (30°02'14.89"S/51°12'39.08"W). Macela
extract was prepared by macerating inflorescences with 80% ethanol (v/v) (1:60, w/v) for 10
min. The extracts were then vacuum filtered and the organic solvent removed with a rotary
evaporator at 60°C. Immediately after solvent removal, the aqueous phase of the extract (20

mL) was used to prepare the nanoemulsions.
Preparation of nanoemulsions of flaxseed oil loaded with macela extract (NE-ML)

Nanoemulsions loaded with macela extract (NE-ML) and their respective blank-
nanoemulsions (NE-BL), i.e., without extract, were prepared according to Pinheiro Machado
et al. [4]. To obtain NE-ML, the macela extractive solution, equivalent to 250 mg of extract,
was slowly poured into an oily phase consisting of different concentrations of flaxseed oil
(1, 5, and 10%, w/v) and Tween 80 surfactant (0.2, 1, and 5%, w/v). Table 1 shows the

preparation conditions of the different formulations.

Determination of macela phenolic compounds by high-performance liquid

chromatography with diode-array detection (HPLC/DAD)

Analysis of the phenolic composition of the macela extract was performed by HPLC/DAD,
using a Thermo Scientific UltiMate 3000 RS Dual System (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA) with a Thermo Scientific C18 reverse-phase column (4.6 x 150 mm; 5 pm; 120A;
Acclaim™, Thermo Scientific®) at 25°C, operating at 240, 270, 320 and 375 nm. The
mobile phase consisted of Milli-Q® water acidified to pH 2.3 (A) and methanol (B) eluted at
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a flow of 1.0 mL/min using the following gradient program: 0-5 min, 90% A; 5-25 min,
30% A; 25-37 min, 90%A. The identification of quercetin, 3-O-methylquercetin, and
luteolin was performed by comparison with retention times of the commercial standards
obtained from Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil, Q4951) according to a previously
developed method [4] that has shown to be specific, precise and linear for quercetin assay
(range of 0.97 —=1000 pg mL™", »?>0.999, y = 0.168x). The detection limit (DL) was 0.19 pg
mL"', whereas the quantification limit (QL) was 0.63 pg mL™. To the standard deviation of

the response (&), the y-intercepts obtained from three calibration curves were considered,
and to 5, the slope of the mean calibration curve was considered. For the glandular

epithelium permeation and retention experiments, the specificity of the method was
determined by analyzing the neat extract of the glandular epithelium at the same conditions
in triplicate. The intra-day precision was assessed by six determinations at the test
concentration (established at 4.0 pg mL™, corresponding to 27.8 pg/cm” of the membrane
for retention experiments), and it was repeated on another day to assess the inter-day
precision. These values were reported as relative standard deviation (RSD) between
determinations. The accuracy, in terms of percent of recovery of an amount of analyte added
in the sample, was assessed by nine determinations at three concentration levels (3.5; 7.0

and 14.0 pg mL™).

Cytotoxicity assay

Bovine epithelial cells of the MAC-T (mammary alveolar cells -T) lineage from the Cell
Bank of Rio de Janeiro (BCRJ) were maintained in culture. Briefly, MAC-T cells were
cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) and supplemented with 100
U/ml of penicillin, 100 pg ml" of streptomycin, 20% (v/v) heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS, Gibco, CA, USA), 4 mM L-glutamine (Synth), 4.5 g/L glucose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1 mM of sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 1.5 g/L sodium bicarbonate (Vetec™ Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 5 pug ml”
insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and 1 pg ml™” hydrocortisone (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) at 37°C and 5% CO, in a humidified incubator. The medium was
changed every 48 h. When the cells reached 70% confluence, they were treated with 0.25%
trypsin in 1 mM EDTA to prepare the cellular suspension (10° cells/mL). The suspension
was plated in a 96-well microplate (100 pL/well), followed by incubation (24 h) in culture
conditions for adherence. Subsequently, varying concentrations (10 to 0.3%, v/v) of NE-

MLs and their respective NE-BLs were added for 24 h, and cytotoxicity was determined
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based on the MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; 0.5
mg/mL) method. Flaxseed oil and free macela extract were also evaluated in concentrations
ranging from 4000 to 12 pug mL"'. The formed formazan was dissolved with dimethyl
sulfoxide (DMSO) to give a purple color with characteristic absorption at 540 nm. Intensity
of purple color is directly proportional to the number of viable cells, thus indicating cell
viability. Cells cultivated in untreated DMEM were considered 100% viable. The

experiments were performed in triplicate.
Annexin V staining and flow cytometric analysis

Annexin V coupled with FITC is typically used in conjunction with propidium iodide (PI) to
identify different stages of apoptotic and necrotic cells using flow cytometry. MAC-T cells,
after treatment with different concentrations of NE-ML1:5 and NE-BL1:5 formulations at
0.6, 1.2, and 5% (v/v) for 23 h, were added to H,O, at 2 mM. Subsequently, trypsinization
and labeling with annexin V and PI were performed following the manufacturer’s
instructions (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Briefly, the washed cells were
resuspended in 10 pL of binding buffer containing Annexin V-FITC (BD Biosciences, San
Diego, CA) and incubated in the dark for 25 min. Then, another 10 pL of binding buffer
containing PI were added and incubated for a further 10 min. Apoptotic cells were identified
using a FACSCalibur™ BD flow cytometer and counted in the upper and lower right
quadrants, including the percentages of both early (annexin V-positive) and late apoptotic
cells (annexin V- and Pl-positive). Normal cells were counted in the lower left quadrant
(annexin V- and PI-negative), and necrotic cells were counted in the upper left quadrant (PI-

positive). Two independent assays were performed according to [12] with modifications.
In vitro mammary glandular epithelial permeation and retention analysis

Permeation and retention studies of flavonoid compounds found in macela extract were
performed using Franz diffusion cells with an effective diffusion area of 1.58 cm’.
Epithelium from the internal part of the mammary gland was used as a membrane model in
this study, aiming for the intramammary treatment of bovine mastitis. Mammary explants of
dry cows intended for disposal were obtained from a local meat processor (Aguas Mornas,
Brazil) immediately after slaughter. Later they were cleaned with ultrapure water, packed in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4), and stored at 10°C until processing. The epithelial

glandular tissue was detached from the explants and inserted between the donor and receptor
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compartments of Franz cells with the apical side facing up. The receptor chamber was filled
with 50% hydroethanolic solution (11.0 mL) in order to maintain sink conditions [13,14].
The receptor medium was maintained under magnetic stirring at 37°C during the
experiments. To assess permeation, 1 mL of NE-ML1:5, or the aqueous extract of macela
containing 77 pg mL™' of quercetin, 188 ug mL™" of 3-O-methylquercetin, and 30 pg mL™" of
luteolin, was added to the donor compartment. Aliquots of receptor medium (1.0 mL) were
collected and immediately replaced at predetermined times (0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 h) to
assess the compounds of interest. The same volume of fresh receptor medium was
immediately restored to the cells to maintain sink conditions. After 12 h of the experiment,
the excess formulation was removed from the donor compartment with a piece of cotton.
Tissue slices were then removed from the Franz cells and fragmented for quantification of
the compounds retained in the epithelium. The compounds of interest were extracted from
the fragments with methanol (2.0 mL), using an ultrasound probe for 2 min followed by an
ultrasound bath for 10 min. The samples were filtered through regenerated cellulose
membranes of 0.45 um and analyzed by HPLC/DAD, as described above. From the results,
curves of quantity permeated (ug/cmz) over time (h) were constructed, and the steady-state
flow (J), lag time (Tlag) and permeability coefficient (Kp) were determined. The steady-
state flow (J) was obtained by the angular coefficient of the straight line that relates
permeate quantity (ug/cm?) as a function of time. The lag time (Tlag) (time necessary for the
constant passage of the substance through the membrane in conditions of infinite dosage)
was determined by extrapolating the steady-state line in the abscissa axis of the graph of
permeate quantity and time (y = 0) [15,16]. The Kp (permeability coefficient in cm/h) was
obtained as Kp = J/C, where J is the flow (in pg/cmh™), and C is the concentration of the
flavonoids in the donor solution (in pg/cm’). The retention results were expressed as the
average amount of retained flavonoids per area of the membrane ( ug/cmz). The experiments

were replicated six times.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s
test for the cytotoxicity and cytoprotection assays, and two-way ANOVA, followed by a
Holm-Sidak and #-test for the tissue permeation and retention experiments, using GraphPad
Prism software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). ICsy values were determined

using nonlinear regression. Values of P < 0.05 were considered significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

The macela-nanoemulsion used in the present study represents a potential and innovative
antimicrobial product developed by our research group in a previous study [4]. To ensure
safety in studies of its in vivo evaluation for microbial control of bovine mastitis, we believe
that studies of its in vitro cytotoxicity and penetration are an equally important preliminary
step. Therefore, the present study focused on supporting future studies of the use of macela-
nanoemulsion by intramammary route as a safe and innovative delivery system of herbal
bioactives.

Chemical characterization of macela extract

Three major flavonoids, 3-O-methylquercetin, quercetin, and luteolin, were identified via
HPLC in the macela extract in concentrations of 187.3+0.1, 76.3+0.1 and 30.4+0.0 pg mL™",
respectively. These flavonoids, which occur in macela inflorescences, are recognized as
providing the biological activities of the plant, such as antimicrobial, cytoprotective,
antioxidant, and anti-inflammatory [1,2].

Characterization of nanoemulsions

The parameters obtained from macela-nanoemulsion (NE-ML) assessment are the same as
those evaluated in a previous study by Pinheiro Machado et al. [4] on the development of
formulations where the antimicrobial potential was also tested. Briefly, all nanoemulsions
were homogeneous without precipitate formation or phase separation. The NE-ML
formulations presented a milky aspect with a yellowish coloration from the addition of
macela extract. The blank-nanoemulsions (NE-BL) had a milky appearance with white
color. The mean particle size, polydispersity index, zeta potential and pH of the

nanoemulsions are shown in Table 1.
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Table 1. Composition and physicochemical characteristics of nanoemulsions with flaxseed

oil and macela extract developed by high-pressure homogenization (HPH).

Variables NE-BL0.2:1 NE-BL1:5 NE-BL5:5 NE-BL5:10
Tween 80 (%, w/v) 0.2 1 5 5
Flaxseed oil (%, w/v) 1 5 5 10
Extractive macela solution (%, - - - -
)"
Water (q.s. to) (mL) 100 100 100 100
Size (nm) 251.4+6.0 227.0+£3.6 212.842.5 187.7+£3.5
Pdl 0.19+0.0 0.19+0.0 0.21+0.0 0.23+0.0
Zeta potential (mV) -37.6%1.8 -30.6+0.9 -27.141.2 -26.1£1.7
pH 4.7+0.2 4.9+0.2 5.1+0.1 5.240.1
Variables NE-ML0.2:1 NE- ML1:5 NE-MLS5:5 NE- ML5:10
Tween 80 (%, w/v) 0.2 1 5 5
Flaxseed oil (%, w/v) 1 5 5 10
Extractive macela solution (%, 20 20 20 20
v/v)
Water (g.s. to) (mL) 100 100 100 100
Size (nm) 229.84+4.8 249.9+2.6 222.34£2.0 203.9+2.7
PdI 0.19+0.0 0.17+0.0 0.18+0.0 0.23+0.0
Zeta potential (mV) -40.3+1.0 -39.9+2.7 -38.6+2.5 -34.5+0.9
pH 4.8+0.0 5.1£0.0 4.6+0.0 4.7+0.0

“In the final composition of the macela nanoemulsions (NE-ML), the extract content
corresponded to 2.5 mg mL™. Proportions following NE-B and NE-ML refer to the
concentration of Tween 80 and flaxseed oil in the formulations.

The encapsulation efficiency of quercetin, 3-O-methylquercetin, and luteolin was over 94%.

More detail on formulation development can be found in the study described by Pinheiro

Machado [4].

Cytotoxicity in MAC-T cells
The viability of MAC-T cells was affected by exposure to NE-BLs at all tested

concentrations. Similarly, the viability of MAC-T cells was also affected by exposure to the

NE-ML formulations (Table 2).
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Table 2. Percentage of viable bovine epithelial cells from the MAC-T lineage (mean +
SEM) after exposure to different concentrations of macela-nanoemulsions (NE-ML) and

blank-nanoemulsions (NE-BL).

C"?;e)“(tvrf‘vt)“’“ Control NE-BL02:1  NE-BLI:5 ~ NE-BLs:s ~— obLsido
(1]
10 100 £ 0.0° 47 4 + 4.0°8 6.2+ 1.4 6.3+ 14% 6.2 + 2.9B
5 100 +0.1° 53.5+4.7% 14.7 + 6.48 9.1 +3.0°8 113+1.7°8
1.3 100 + 0.2° 61.9 + 5.4 446+50  82.5+4.3 73.0 + 2.3°AC
0.6 100 +0.1° 73.3 + 4,548 792 +143"  86.1+5.4 70.9 + 0.5
0.3 100 + 0.3° 80.2 + 3.0°* 90.7 + 4.8 942 +87% 69.7 + 0.7°8
Control NE-MLO0.2:1 NE-ML1:5 NE-MLS5:5 NE-ML5:10
10 100 + 0.0° 529+52% 10.1 £0.48 8.6+3.2% 7.1+0.8%8
5 100 +0.1° 61.4+9.1% 57.0+ 6.8 10.2+5.1°8 18.1 + 10.1°B
1.3 100 + 0.2° 82.6 +3.5% 85.8+23*  88.1+10.7* 87.8 £2.4%
0.6 100 +0.1° 86.4 + 1.9°A 93.9 + 1.4 93 0+ 17.0*8B 97.6 + 2.5
0.3 100 + 0.3° 91.9 + 6.6 943+ 1.3  100.0+10.1*4 98.7 +1.0*

The results shown are the average of three independent experiments. Different lowercase
letters in the same row indicate significant statistical difference between treatments and
control. Different uppercase letters in the same row indicate statistically significant
difference between treatments (P < 0.05).

For NE-BL, a 50% reduction in cell viability was found at 1.3% (v/v), while for NE-ML this
reduction only occurred from 2.6% (v/v) (Table 3). Among the tested formulations, NE-
MLO.2:1 and NE-ML1:5 differed from the others, as 50% reduction in cell viability was

found from concentrations of 9 and 4% (v/v), which represents concentrations 2 to 3.4 times

higher, respectively, than their corresponding NE-BL (Table 3).

Table 3. Inhibitory concentration (%*) (v/v) of blank-nanomeulsion (NE-BL) and macela-
nanoemulsion (NE-ML) capable of reducing the cellular viability of MAC-T lineage cells by
50%.

ICs)NE-BL
NE-BLO0.2:1 NE-BL1:5 NE-BL5:5 NE-BL5:10
5.3+0.0 1.3+0.0 3.1+£0.0 1.4+0.0
1Cso NE-ML
NE-MLO0.2:1 NE-MLI:5 NE-MLS:5 NE-MLS5:10
9.7+0.0 4.4+0.0 2.6+0.0 2.8+0.0

Results expressed as an average = SEM of three independent experiments. * For NE-ML,
the ICsg values found of 9.7, 4.4, 2.6 and 2.8 are equivalent to 242, 110, 65 and 70 pg mL™",
respectively, of macela extract in nanoemulsions.

These results suggest the cytoprotective effect of formulations containing macela extract

(NE-ML) compared to their respective blank-nanoemulsions (NE-BL). The potential
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cytoprotective effect of macela infusions is well documented in the literature [2,17]. In PC12
cells, for example, the cytoprotective activity found in vitro was attributed to the rich

mixture of potent flavonoids of this plant extract [2].

Compared to NE-BL nanoemulsions, flaxseed oil was generally more toxic to MAC-T cells
(Tables 3 and 4). On the other hand, similar results were found when comparing the cell

viability of free macela extract to NE-ML (Tables 3 and 4).

Table 4. Average percentage of viable MAC-T cells after exposure to different

concentrations of macela extract, flaxseed oil, and the control.

Concentration (mg/mL) Control Flaxseed oil Macela extract
4 100 + 0.0° 33.6 £ 4.5 0.0 £ 0.3®
2 100 £ 0.1° 78.8 + 4.2 0.0 £0.3°®
1 100 + 0.0° 87.0£2.1°4 0.0 £0.2®

0.7 100 + 0.0° 88.0 £ 2.8 9.3+0.3B

0.3 100 +0.2° 93.6 + 4.2 26.8+1.78
0.1 100 £ 0.3 94.0 + 4.9 44.0 +2.2°8
0.09 100 +0.2° 100 + 0.5% 58.3 +4.0°
0.04 100 £ 0.1° 100 £ 0.2** 78.3 + 4.1°B
0.02 100 + 0.0° 100 + 0.6™ 93.0 + 3.6
0.01 100 £ 0.1° 100 £ 0.0** 99.3 + 4.2

The results shown are the average of three independent experiments. Different lowercase
letters in the same row indicate significant statistical difference between treatments and
control. Different uppercase letters in the same row indicate statistically significant
difference between treatments (P < 0.05).

For free flaxseed oil, the inhibitory concentration capable of reducing cell viability by 50%
(ICsp) was 3.8 mg mL™". On the other hand, when nanoemulsified (NE-BL), the I1Cs, values
varied from 50 to 150 mg mL™ (values corresponding to flaxseed oil concentration in
nanoemulsion formulations; Table 1). Of the analyzed formulations, NE-BL1:5 showed
higher levels of toxicity with an ICsg of 1.3% (v/v), which corresponds to approximately 50
mg mL"of flaxseed oil in the formulation. Macela nanoemulsions did not significantly
change the IC50 value, especially for the NE-ML0.2:1 and NE-MLI1:5 formulations. While
the ICsy of the extract was 0.14 mg mL'l, in nanoemulsions, it ranged from 2.6 to 9.7 %,
equivalent to 0.07 and 0.24 mg mL™" of macela extract in nanoemulsions. The maintenance
of cellular viability may be related to the high encapsulation efficiency found for these
nanoemulsions (>94%) [4], and low toxicity level may be attributed to macela compounds

[8]. In the study that developed these formulations, the authors suggest that the high
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encapsulation efficiency values for flavonoids of macela extract are likely related to their
affinity to flaxseed oil or the surfactant used in the formulation [4]. The cytotoxic potential
of macela was previously investigated by other authors, and the results are inconclusive
[3,17,19]. In the study by Polydoro et al. [19], for example, extracts prepared using a
different method to that reported herein proved to be highly toxic owing to the distinct
capacity to extract flavonoids. On the other hand, Sabini et al. [17] showed that popularly
administered concentrations of macela can be used safely, as no cytotoxic or genotoxic
effects were found in vitro, with values of ICso over 1000 ug mL™. Similarly, in another
study, a reduced level of toxicity was found for nanoparticles of macela essential oil [18].
Studies of this nature are extremely important as, in some cases, an increase in the effects of
a certain nanoencapsulated drug can be associated with an increased toxicological profile,
for example, in tumor cells.

However, for the current study, the increased antimicrobial activity of innovative
formulations containing macela extract [4] should be associated with reduced toxicity to
bovine mammary gland cells. The antimicrobial evaluation of these nanoemulsions was
previously investigated against microbial strains of mastitic milk [4], showing a minimum
inhibitory concentration value (MIC) that was lower than the ICsy found in the present study.
In this context, when comparing our results with those for antimicrobial activity, the
potential of these formulations is clear, particularly for NE-ML1:5. In the previous study,
this formulation showed a MIC50 value of 1.2% (v/v) against methicillin resistant S. aureus
(MRSA) bacteria strains from mastitic milk, i.e., almost four times less than the 1Cs, found
herein (4.4%, v/v). Such results suggest promising potential for this formulation for analysis
in future in vivo studies. When in contact with the NE-ML1:5 nanoemulsion, it should be
noted that cell viability greater than 90% was observed in MAC-T cells at the concentration
capable of inhibiting microbial growth (MIC50 1.2%, v/v), which corresponds to 30 pg mL™
of dry macela extract [4]. Moreover, the NE-ML1:5 formulation highlighted in the previous
forced stability analysis showed a lower instability index than the others [4]. Therefore, the
remaining analyses performed in the current study were conducted using the NE-ML1:5

formulation.
Apoptosis and necrosis induction

After exposure to NE-ML1:5, an analysis of the type of cellular death induction revealed a
reduction in the percentage of cell apoptosis compared to the NE-BL1:5 formulation at all

tested concentrations (5, 1.2 and 0.6%; v/v). For example, approximately twice as many
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apoptotic cells were found after exposure to the highest concentration of the NE-BL1:5
formulation (5%, v/v) (Table 5). For all tested concentrations (5, 1.2 and 0.6%, v/v), cell
viability of > 75% was observed (Table 5). However, after exposure to NE-ML, a higher
percentage of viable cells were found at concentrations of 5 and 1.2% compared to NE-BL
(Table 5). In addition, after exposure to these same concentrations, a lower percentage of

apoptotic cells were found.

Table 5. Percentage of viable MAC-T cells in early apoptosis, late apoptosis, and early +
late apoptosis after exposure to different concentrations of macela-nanoemulsion (NE-

ML1:5) and blank-nanoemulsion (NE-BL1:5).

Formulation Concentration Initial Late Initial+Late Viable
(%) (v/v) Apoptosis Apoptosis Apoptosis Cells
NE-BL 5 244426 23+0.1° 26.7+2.7% 749+27°%
NE-ML 5 155+0.7°  12+0.0° 168+0.7°% 824+09°
NE-BL 1.2 140+15* 1.8+0.1° 158+15% 839+15°2
NE-ML 1.2 8.87+0.5°% 1.0+02° 99+06°" 89.8+0.6°
NE-BL 0.6 74+0.6° 1.0+£0.1° 8.4+0.72 912+07%
NE-ML 0.6 1.54+£0.0° 0.0+£0.0° 1.6+00° 945+17%

Values expressed as an average + SEM of experiments performed in triplicate. Different
lowercase letters in the column represent significant pairwise differences between NE-BL
and NE-ML1:5 for each of the tested concentrations (P < 0.05).

The MTT test corroborated these results in that it showed the cytoprotective potential of
macela-nanoemulsion (Table 3). Since exposure of MAC-T cells to the macela-
nanoemulsion (NE-MLI:5) resulted in a reduction in the percentage of apoptotic cells
compared to the respective blank-nanoemulsion (NE-BL1:5), we can suggest that macela
extract may be involved in triggering a possible mechanism of apoptosis inhibition, thus
conferring cytoprotection. It is important to note that no cells marked with propidium iodide,
1.e., necrotic cells, were found as a result of losing plasma membrane integrity after
exposure to both formulations. Even at the highest concentration (5%, v/v), the type of cell

death induced by both formulations was predominantly apoptotic (Figure 1).
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Figure 1. Graphical representation of the percentage of normal (lower left quadrant), initial
apoptotic (lower right quadrant), late apoptotic (upper right quadrant), and necrotic (upper
left quadrant) cells after exposure to different concentrations of the nanoemulsion NE-

ML1:5 and NE-BL1:5.

Previous studies have already suggested the induction of anti-apoptotic mechanisms with
macela extract, which is also related to its cytoprotective potential in that flavonoids of this
plant have been able to prevent cellular death after oxidative stress [2,17]. In the present
study, the maintenance of cellular viability and the anti-apoptotic effects presented by the
macela extract formulation (NE-ML1:5) represent an important advantage in the therapy of
bovine mastitis, as cytoprotective effects would be triggered. In this context, the results

102



suggest promising potential for this formulation which will inform studies on its

intramammary use for the therapy of bovine mastitis.

Subsequently, we evaluated the type of cell death after prior treatment of MAC-T cells with
NE-ML1:5 (1%, v/v), followed by exposure to H,O, (2mM) for 1 h (Table 6). In this case,
initial apoptosis increased in the exposed cells pretreated with NE-ML1:5, but no reduction
in the percentage of cells in apoptosis (initial + late) was observed. A significant reduction
in necrotic cells was seen (Table 6), along with an increase in viable cells, when exposed to
the pretreatment, again suggesting the cytoprotective effect of NE-ML1:5 on MAC-T cells
in terms of necrotic death. This result may be related to the fact that damaged cells are being

induced to die by apoptosis owing to the presence of macela extract.

Table 6. Percentage of MAC-T cells in early apoptosis, late apoptosis, early + late
apoptosis, and necrosis after exposure to macela-nanoemulsion (NE-MLI1:5) for 23 h,

followed by exposure to H,O, (2mM) for 1 h.

Treatment Initial Late Initial +late  Necrosis Viable
apoptosis apoptosis cells
apoptosis
NE-ML 1% (v/v) 41+0.7° 13+05 54+1.1° 0.0+0.0° 943+0.8°
H,0, 2Mm 6.8+0.7° 18.1+48 250+54° 329+£2.8" 42.1+2.6°

NE-ML1% (v/v)+H,0, 2mM  13.3+£3.5° 153+4.1* 287+6.6° 133+39° 572+6.6

Values expressed as an average + SEM of experiments performed in triplicate. Different
lowercase letters in the column represent significant differences between treatments (P <
0.05).

Since macela is popularly used for its cytoprotective potential, previous research has
assessed such effects [2,20]. However, a previous study showed that the cytoprotective
potential of macela is dependent on the concentration of flavonoids present in the extract [2].
In that study, exposure to H,0,, along with the infusion of macela (75 or 100 pg mL™),
resulted in significant cytoprotection when compared to PC12 cells treated only with H,O,.
On the other hand, 5 to 50 pg mL'of the infusion of this plant showed no cytoprotective
activity [2].

The cytoprotective effect of macela infusions (10 or 20 pug mL™) and their isolated

compounds (quercetin and luteolin) was also previously investigated using the capacity to
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induce cellular differentiation [21]. The objective of the study was to evaluate the
differentiation capacity in PC12 cells exposed to an infusion of 4. satureioides and some of
its isolated flavonoids. The best results were found for the macela infusion that was capable

of inducing cellular differentiation in PC12 cells [21].

The cytoprotective potential of macela has been attributed to the high content of flavonoids
found in this plant in which aglycones could be the main components responsible for the
cytoprotective activity [2]. The same authors showed that two free flavonoids present in the
plant (quercetin and luteolin) had cytoprotective activity when added to cells exposed to

H,O0..

In the context of the present study, the apoptotic cell death of MAC-T cells may call for
further research since S. aureus, a bacterium that causes mastitis, presents intracellular
survival capacity as a protective mechanism against the effects of the host immune system,
as well as the effects of antimicrobials [22-24]. Thus, the programmed death of some
infected cells could release the pathogen, which would make it more susceptible to the
effects of the body's defense cells, thus supporting greater treatment efficacy and the
preservation of mammary gland health. Results similar to those of the present study are
described in the literature, showing that a progressive increase > 3 pM of H,O, at the
cellular level led to the necrotic cell death of Jurkat T cells [25]. The same authors highlight
that cellular responses to oxidative stress range from survival, damage repair and

improvement of cellular antioxidant defenses to apoptotic or necrotic cell senescence and

death.

This possible association with the type of cellular death is important information in the
evaluation of a product’s potential for the intramammary therapy of mastitis, as necrotic cell
death can aggravate the clinical condition of the animal by the triggering of pro-

inflammatory cytokines and chemokines.

In vitro mammary glandular epithelial permeation and retention studies

Interest in in vitro permeation studies have been directed to assess the transport of drugs
through different biological barriers, such as skin and buccal, nasal, and ocular mucosa, as a
way to predict the performance of innovative dosage forms in the formulation development
stages [26]. Such studies are carried out using diffusion cells, such as Franz cells, which are

constituted of two compartments, a donor chamber where samples are applied and a receptor
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chamber containing the receptor medium which has the temperature controlled via the water
jacket ports using a bath circulation apparatus. Between the two chambers, a slice of the
biological membrane is placed, and after applying the sample to be tested, aliquots of the
receptor medium are withdrawn at different times and analyzed using a validated analytical
method to determine the permeated drug concentration [27]. In the present study, the
permeation and retention capacity of flavonoid compounds of macela through mammary
glandular epithelium was performed using Franz diffusion cells. The mammary gland is
composed of connective tissue, which can be fibrous or adipose [28,29]. The bovine teat
canal is an invagination of the skin, lined by stratified squamous epithelium, with
keratinized superficial strata. The stratum corneum 1is sloughed during milking and
continually regenerated. The keratin prevents milk leakage and bacterial entry and acts as a
sealant between milkings and during the dry period. The epithelial tissue from the internal
part of the mammary gland was used as a membrane model in this study [29]. To date, no
publications have been identified that use epithelium from the internal section of the bovine
mammary gland with diffusion cells. To maintain sink conditions during the experiment, a
hydroethanolic medium was chosen on the basis of literature reports [13,14] and the dose of

flavonoids in relation to the volume of the receptor chambers.

The results obtained by the HPLC/DAD method were not influenced by the matrix
compounds. No peak for the neat extract of the glandular epithelium was observed in the
chromatograms at the retention time of the analytes at tested conditions. The method showed
intra- and inter-day precision (RSD), respectively, of 2.7% and 2.3% and recovery of 103.0
+ 7.1%, 97.0 £ 1.3% and 105.0 = 4.3% from the smallest to the highest level tested
(respectively 3.5; 7.5 and 14.0 pg mL™).

The cumulative permeation profiles of the chemical markers of macela extract, i.e.,
quercetin and 3-O-methylquercetin, after application of NE-MLI1:5 nanoemulsion and

macela extract to the mammary gland explants can be seen in Figure 2.
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Figure 2. Cumulative permeation profiles of quercetin and 3-O-methylquercetin after

application of nanoemulsion and macela extract to the mammary glandular epithelium.

The results of the permeated and retained amounts of the compounds quercetin, 3-O-

methylquercetin, and luteolin after 12 h can be seen in Table 7.

Table 7. Amounts of flavonoids quercetin, 3-O-methylquercetin, and luteolin permeated and

retained by area (ug/cm?) in mammary glandular epithelium over 12 h.

Flavonoid Vehicle Permeated (ug/cm’) Retained (ug/cm”)
Quercetin Extract 35.0+£0.2° 12.7+£0.8°
NE-MLI:5 50.7 + 1.6° 6.3+0.3"
3-O-methylquercetin  Extract 489+12° 8.6+0.3°
NE-MLI1:5 111.2+0.3" 14.6 £ 1.0°
Luteolin Extract n.d.? 5.0+0.3"
NE-MLI1:5 n.d. 3.9+0.2°

n.d.: not detected in samples as a result of concentrations below the detection/quantification
limit of the method. Values expressed as an average + SD. Different lowercase letters in the
column represent significant pairwise differences (P < 0.05).

Considering the analysis of chemical markers of this extract, luteolin could not be quantified
in the receptor medium because it was at concentrations below the detection limit of the
method of analysis. It is important to note that the permeation profiles of quercetin and 3-O-
methylquercetin were similar after initial application of the nanoemulsion and the extract to
the explant. After 6 h of testing, the permeation rate of the flavonoids from the free extract
was slower, when compared with the permeation profile obtained for the nanoemulsion. In

part, this result can be attributed to the ability of the nanoemulsion to protect flavonoids
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from degradation caused by external factors, such as light, oxygen, and temperature [30,31].
In this case, the protection conferred by the nanoemulsion may have enabled a gradual
release and permeation of active compounds over time. Also, similar to skin and other
epithelial mucosa, the nanoemulsion components, i.e. oil and surfactants, can act as
permeation enhancers by interacting with the mammary glandular epithelium, increasing
flavonoid permeability. The flow parameters (J) and permeability coefficient of quercetin
and 3-O-methylquercetin were calculated from the inclination of the apparent linear portion

of the cumulative permeation curves, including only data obtained at times greater than the

Tlag (Table 8).

Table 8. Lag time (Tlag), steady state flow (J), and permeability coefficient (Kp) obtained
for quercetin and 3-O-Methylquecetin in a permeation experiment on bovine mammary

gland explants.

Tlag (h) J (pg/cmzlh) Kp (cm/h)
Quercetin/Extract n.a. 34+£1.2° 47x10°+£54%x10"?
Quercetin/NE-ML 3 4.6+0.2° 6.0x102+2.5x 107"
3-O-Methyl/Extract n.a. 45+0.1° 24x107+£3.0x 10*°
3-0-Methyl/NE-ML 6 8.3+0.2 44x10%1.4x10°°

n.a.: not applicable. Values expressed as an average + SD. Different lowercase letters in the
column represent significant pairwise differences (P < 0.05).

As can be observed, both the flow (J) and the permeability coefficient (Kp) differed when
quercetin and 3-O-methylquercetin in the nanoemulsion was compared to the extract (P <

0.05).

On the other hand, it is possible to observe that both permeated and retained total amounts
were affected after the association of flavonoid compounds with the macela-nanoemulsion
(NE-ML1:5). At the end of the experiments, the amount of quercetin and 3-O-
methylquercetin retained in the mammary explants was approximately two times greater for
the extract (12.7 and 14.6 pg cm™, respectively) compared to the nanoemulsion (6.3 and 8.6
ng cm™, respectively), while the amount of luteolin retained was not affected. In contrast,
NE-MLI1:5 significantly increased the amount of permeated quercetin and 3-O-
methylercetin in relation to the extract with permeate amounts of 50.7 and 111.2 pg cm™,
compared to 35.0 and 48.9 pg cm™, respectively (P < 0.05). These results are likely related

to the ability of nanoemulsions to promote the permeation of active compounds through
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biological barriers, which has been widely described in skin permeation studies [26-28];

however, this is the first time the result has been reported for bovine mammary explants.

In light of these results and considering the therapy of bovine mastitis, the intramammary
application of NE-ML1:5 nanoemulsion would allow for greater permeation and spread of
the active compounds beyond the gland cistern, possibly reaching ducts and alveoli and
ensuring greater performance in terms of antimicrobial potential. It is important to highlight
that S. aureus is a particularly virulent bacterial cause of bovine mastitis that is difficult to
control based on its ability to survive in cells and form abscesses and biofilms that protect it
from the effects of antimicrobials and the host’s immune system [22-24]. Therefore, an
antimicrobial with greater penetration capacity is relevant for therapeutic treatments of the
disease. According to Radostits [7], the most successful antimicrobial agent for the
treatment of mastitis during the dry period is one that persists longer in the udder, preferably
more than eight weeks. These characteristics depend on the release time and transport agent
in the formulation, as well as the size of the particles and the capacity of diffusion of the

antimicrobial through lipophilic biological membranes.

In this context, the cytoprotective potential of the NE-ML1:5 formulation, as a consequence
of the higher ICsy and capacity to inhibit cell apoptosis and necrosis, along with the
maintenance of cell integrity at values above 82%, shows that this formulation has
promising potential as an innovative sustainable product. The need for future in vivo studies
to evaluate the intramammary use of the formulation for the treatment of bovine mastitis is

clear, especially in dry cow therapy.

CONCLUSION

The macela-nanoemulsion (NE-ML) extract showed reduced toxicity to mammary epithelial
cells, inhibition of apoptotic and necrotic cell death, as well as cytoprotective potential.
Higher permeation capacity of phenolics through mammary glandular epithelium was also
found for the nanoemulsion. The results suggest the potential use of this formulation,
particularly NE-ML1:5 (1% Tween, 5% linseed oil and 2.5 mg/mL of macela extract), in the
intramammary therapy of bovine mastitis. Macela-nanoemulsion represents a product with

potential for application in organic and agroecological systems of dairy production.
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CAPITULO 4

Nanocompositos de mucilagem de linhaca e k-carragenana carregados com
nanoemulsdo de Achyrocline satureioides: um antimicrobiano de libera¢ao gradual

candidato para o tratamento de mastite bovina

Artigo em processo de submissdo. Neste estudo, hidrogéis de k-carragenana e
mucilagem de linhaga foram desenvolvidos para servirem de veiculos da nanoemulsao
de macela (Achyrocline satureioides), i.e., nanocompositos (NCs). Os materiais
desenvolvidos apresentaram caracteristicas termorreversiveis, condi¢cdes de gel e
viscosidade similar em temperatura de 25°C (= 1500 cP). Os NCs mostraram perfil de
liberagdo dos fenodlicos totais gradativo e sustentado. Foram eficazes no controle de
Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA), conferindo libera¢ao prolongada
dos ativos antimicrobianos da nanoemulsdo incorporada. Os nanocompdsitos
representaram uma forma farmacé€utica antimicrobiana sustentavel e inovadora com

possibilidade de uso na terapéutica intramamaria da mastite bovina no periodo seco.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a otimizacao das propriedades
fisico-quimicas de um hidrogel antimicrobiano a base de mucilagem de linhaga e k-
carragenana carregado com nanoemulsdo-macela para a liberacdo gradativa dos ativos
da nanoemulsdo incorporada, i.e., nanocomposito, candidato a terap€utica intramamaria
da mastite bovina. A fim de otimizar as propriedades fisico-quimicas, i.e.,
viscosidade, velocidade de degradacdao e liberagdo dos ativos, os nanocompositos
(NCs) foram desenvolvidos nas propor¢des de 8:2, 7:3 e 5:5 (m/m) de k-
carragenana/mucilagem de linhaca, respectivamente, com 1,25 mg de extrato de
macela/g de gel. Os NCs foram analisados com foco nos perfis de liberagdo dos
compostos ativos da nanoemulsdo de macela e nas propriedades antimicrobianas contra
Staphylococcus  aureus meticilina-resistente (SARM). Os NCs apresentaram
caracteristicas termorreversiveis, sendo liquidos em temperatura de 60°C e em
condi¢des de gel em temperatura de 25°C. A viscosidade foi similar entre os NCs em
40°C (£ 1500 cP). Entre 25 e 30°C o NC-5:5 apresentou menor viscosidade (5100 cP).
Os trés NCs mostraram perfil de liberacdo dos fendlicos totais gradativo atingindo
aproximadamente 80% (m/v) em 72 h. O NC-5:5 mostrou liberagdo de fendlicos totais
inicial (entre 2 e 4 h) mais rapida, com pico méaximo de liberagdo em 24 h enquanto para
os NCs 7:3 e 8:2 ocorreu apenas com 48 h. Os NCs 5:5, 7:3 e 8:2 mostraram pico de
liberacdo da 3-O-metilquercetina (3-O-MQ) e da achyrobichalcona (ACB) em 72 h. A
liberacao da 3-O-MQ ao longo de 72 h mostrou-se mais lenta e gradual em comparagdo
a ACB, atingindo 50% (m/v) de liberagdo proximo das 24 h. A ACB dos trés NCs
liberou-se mais rapidamente, atingindo valores proximos de 50% (m/v) em 2 h. Os trés
NCs inibiram o crescimento de SARM (ATCC 33592) at¢ 8§ h de incubacao.
Concentracdes inibitorias minimas (CIM) de 312 pg/mL de extrato de macela foram
encontradas para o NC-5:5 e de 625 pg/mL para o NC-8:2 e NC-7:3. Nao foram
encontrados efeitos tdxicos dos compdsitos hidrogéis ndo carregados com a
nanoemulsdao de macela (UNCs) sobre cultivo in vitro de células epiteliais da glandula
mamaria bovina (MAC-T). Os NCs desenvolvidos representam uma forma farmaceéutica
antimicrobiana de liberacdo prolongada, sustentavel e inovadora, com viscosidade
adequada para sua futura avaliacdo na terap€utica intramamaria da mastite bovina,
especialmente em sistemas sustentaveis de produgdo leiteira, i.e., organico e

agroecologico.
114



Palavras-chaves: Mastite, Hidrogel Antimimicrobiano, Nanocomposito, Mucilagem de

Linhaca, Achyrocline satureioides.

Introduciao

Os polimeros naturais sao materiais biodegradaveis, biocompativeis, renovaveis,
menos toxicos € mais baratos, capazes de reduzir diversos problemas biologicos e
ecoldgicos decorrentes do uso de polimeros sintéticos (Distantina et al., 2013; Khalil et
al., 2017). Dentre os diversos polimeros naturais, compositos hidrogéis desenvolvidos a
base de k-carragenana e mucilagem de linhaga vém sendo investigados devido as suas
propriedades reologicas e capacidade de formacdo de gel termorreversivel (Chen et al.,

2006).

A k-carragenana ¢ um mucopolissacarideo extraido das paredes celulares da alga
tropical Kappaphycus alvarezii (Campo et al., 2009) e tem sido empregado na
fabricacdo de novos materiais com potencial de aplicagdo em diversos sistemas de
administracdo de farmacos (Khalil et al., 2017; Muhamad et al., 2019). Elevada
atividade antimicrobiana tem sido encontrada, por exemplo, pela incorporagao de
extratos de plantas, extratos de sementes e Oleos essenciais em compositos de
carragenana (Kanmani, 2014; Shojaee et al., 2014a; Shojaee et al., 2014b). A
mucilagem de linhaga, por sua vez, ¢ um hidrocol6ide de polissacarideos neutros que se
forma em torno das sementes ap6s embebicdo (Esau, 1977; Frey-Wyssling, 1976; Naran
et 1., 2008), com boa capacidade de reten¢do de agua, devido a sua acentuada
capacidade de dilatacdo e alta viscosidade em solugdo aquosa (Chen et al., 2004;
Fedeniuk & Biliaderis, 1994). Esta possui fraca capacidade de gelificacdo, entre 2- 2,5%
(m/m) (Chen et al., 2004; Chen et al., 2006). Os compdsitos podem ser obtidos através
da combinagdo de diferentes polimeros pela simples mistura de materiais (Khalil et al.,
2017). Deste modo, o uso desses polimeros em formulagdes farmacéuticas vem sendo
mais frequentemente investigado para o desenvolvimento de compdsitos como veiculos
de liberacdo de ativos, mostrando um perfil de liberacdo gradual (Hasnain et al., 2018) e

alto potencial antimicrobiano (Haseeb et al., 2016).

De forma inovadora, tem se estudado o desenvolvimento de compdsitos nos
quais pelo menos um dos componentes possui dimensdes nanométricas, i.e.

nanocompositos (Khalil et al., 2017). Nanocompdsitos (NCs) apresentam algumas
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vantagens em termos de propriedades mecénicas e de barreira, liberagdo controlada de
farmacos e eficiéncia de adsorcdo (Algharib et al., 2020; Khalil et al., 2017). Os NCs
tém sido considerados importantes sistemas de transporte de farmacos de forma
intracelular por mostrarem melhor penetragao em locais doentes devido ao tamanho de
particula reduzido dos ativos encapsulados (Algharib et al., 2020). Na terapéutica da
mastite bovina, um exemplo pode ser encontrado no estudo que desenvolveu um gel de
uso topico a base de carbopol e nanoparticulas de cobre com comprovada agdo
antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia coli (Krishna et al., 2017). Nesse
contexto, o desenvolvimento de nanocompdsitos para a liberagdo gradual de ativos
antimicrobianos naturais nanoemulsionados pode ser de interesse visando a sua

aplicagdo intramamaria na terapéutica da mastite bovina.

Em um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, uma nanoemulsdo de macela
foi desenvolvida, tendo mostrado elevada atividade antimicrobiana e antibiofilme in
vitro contra Staphylococcus aureus meticilina resistente isoladas de leite mastitico
(Pinheiro Machado et al.,, 2020a). Entretanto, para uso intramamario no periodo
improdutivo, ¢ de interesse a adequagdo da viscosidade desta nanoemulsdo através da
sua incorporacao em veiculos de liberagdo lenta, permitindo um tempo de agdo mais
prolongado. Dessa forma, o desenvolvimento de um nanocompdsito antimicrobiano
obtido da mistura dos polimeros k-carragenana e mucilagem de linhaga carregados com
a nanoemulsdo de Achyrocline satureioides (nanoemulsao de macela) pode representar
estratégia inovadora para uso intramamario, especialmente para os sistemas sustentaveis

de produgao leiteira, i.e., organico e agroecoldgico.

A mastite bovina, doenca de alta prevaléncia em rebanhos bovinos leiteiros
(Guimaraes et al., 2017), tem apresentado maiores taxas de cura de infeccoes
estafilocdcicas (25-75%) pelo uso de antimicrobianos intramamarios no intervalo entre
lactacdes, o chamado periodo seco (Langoni et al., 2017; Quinn et al., 2005). Neste tipo
de terapia, além da longa duracao ¢ desejado o uso de antimicrobianos formulados em
veiculo que permita boa retencdo dentro da glandula, que tenha alto peso molecular, que
apresente alta taxa de difusdo através do tecido mamario, que ndo cause irritagdo e que
tenha estabilidade em relagdo a atividade antimicrobiana (Radostits et al., 2007; Spinosa
et al.,, 2011). Apesar das maiores taxas de cura apresentadas pela TVS, faltam opgdes

terapéuticas que possam ser usados pelos sistemas organicos e agroecoldgicos. A
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mudan¢a do sistema de producdo leiteira e a demanda comercial por alimentos de
qualidade bioldgica superior, como o leite organico, estdo em expansdo em todo o

mundo (Sahota, 2009).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a
otimizagdo fisico-quimica de um hidrogel antimicrobiano a base de mucilagem de
linhaca e k-carragenana carregado com nanoemulsao-macela para a liberagdo gradativa
dos ativos da nanoemulsdo incorporada, i.e., nanocomposito. Maior énfase foi dada a
viscosidade, velocidade de degradagao e liberagdo da nanoemulsdo-macela, visando
atender a demanda dos sistemas sustentaveis de produgdo leiteira, i.e., organico e

agroecologico em termos de tratamento intramamario da mastite bovina.

Materiais e Métodos

Preparo do extrato e da nanoemulsio de macela

Amostras comerciais de macela foram adquiridas da “Entre Ervas”, empresa que produz
ervas medicinais aromaticas e organicas no sul do Brasil (30 ° 02'14,89"S / 51 °
12'39,08"W). O extrato de Macela foi preparado macerando inflorescéncias com etanol
80% (v/v) (1:60, p/v) por 10 min. Os extratos foram entdo filtrados a vacuo e o solvente
organico removido em um evaporador rotativo a 60°C. Imediatamente apds a remogao
do solvente, a fase aquosa do extrato (20 mL) foi utilizada para preparar as
nanoemulsdes. Para a obtengdo da nanoemulsdao de macela, utilizamos o método
descrito por Pinheiro Machado et al. (2020a). As caracteristicas fisico-quimicas da

nanoemulsdo de macela NE-MLI1:5 sdao descritas em Pinheiro Machado et al. (2020a).

Mucilagem de linhaca

As sementes de linhaca dourada (Linum usitatissimum L.; Jasmine Alimentos Ltda.) na
propor¢do 2:10 (m/v) foram adicionadas a 100 mL de agua destilada, seguido de
aquecimento a 100 °C por 20 minutos. A mistura foi entdo filtrada em malha de nylon

(1 mm) para a separagdo da mucilagem (Ziolkovska, 2012, com modificagdes).
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K-carragenana

A carragenana Kappa foi adquirida da Sigma-Aldrich (K-carrageenan, 22048; Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO).

Desenvolvimento dos hidrogéis a base de mucilagem de linhaca e k-carragenana

carregado com nanoemulsao-macela (nanocompositos- NCs)

Com o objetivo de produzir um novo material com as caracteristicas fisico-quimicas
otimizadas, i.e., viscosidade, velocidade de degradagao e liberagdao dos ativos os NCs
foram produzidos por gelificagdo de diferentes proporcdes das solugdes poliméricas,
carragenana Kappa e mucilagem de linhaga. A k-carragenana (2%, m/v) foi preparada a
partir da dissolugdo do polimero em agua destilada e na nanoemulsdo de macela em
recipientes distintos. Ambas foram agitadas até a completa solubiliza¢dao do polimero a
60° C (~20 min). Testes prévios de exposicdo da nanoemulsdo de macela a altas
temperaturas mostraram que a formulagdo permaneceu estavel quando aquecida a 60°C
considerando tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta (dados nao
mostrados). A dissolu¢do dos polimeros foi realizada em recipientes com tampa para
evitar evaporagdo do solvente durante o aquecimento. Para a formacdo dos NCs, a k-
carragenana ¢ mucilagem de linhaga liquidas preparadas previamente foram pesadas e
imediatamente misturadas em diferentes propor¢des (Tabela 1). Apds a mistura, os
polimeros foram mantidos em banho maria sob agitagdo por cerca de 1 min até a sua
completa homogeneizacdo. Dos sete compositos inicialmente avaliados, trés foram

selecionados para a realiza¢do dos ensaios posteriores (Tabela 1).

Tabela 1. Nanocompositos (NCs) desenvolvidos com diferentes proporcdes de k-

carragenana e mucilagem de linhaca (m/m).

Composicio (m/m) k- NC-9:1 NC-8:2 NC-7:3 NC-6:4 NC-5:5 Mucilagem
carragenana de linhaca
k-carragenana (g)' 10 5 5 5 5 5 -
k-carragenana (g)* - 4 3 2 1 - -
Mucilagem de - 1 2 3 4 5 10
linhaga (g)

(1) K-carragenana preparada na macela-nanoemulsdo (2,5 mg/mL de extrato de
macela); (2) k-carragenana preparada em agua destilada.
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Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi realizada em um PerkinElmer Spectrum
One equipado com um acessoério de amostragem ATR universal. Os espectros de IR
foram registrados na faixa de frequéncia de 4000-400 cm™ usando 16 varreduras por
ciclo de amostra. Os dados foram analisados usando o software Spectrum (PerkinElmer
Spectrum™ 10). Para esta analise, o extrato de macela e os materiais desenvolvidos

foram liofilizados.

Comportamento viscosimétrico do hidrogel a base de mucilagem de linhaca e k-

carragenana carregado com nanoemulsio-macela (nanocompésitos- NCs)

Os NCs foram caracterizados quanto a viscosidade em redmetro Brookfield DV-II+Pro
utilizando o spindle LV4. A andlise consistiu em avaliar a variagdo da viscosidade em
funcao da temperatura, com o objetivo de verificar o comportamento de gelificacdo dos
materiais NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2. Imediatamente apds o preparo, as medi¢des da
viscosidade foram realizadas partindo da temperatura de preparo (60°C) até as
temperaturas de interesse, i.e., 40, 30 e 25 °C, as quais sdo proximas da temperatura
corporal do animal e da temperatura ambiente. A velocidade utilizada em todos os
experimentos foi 60 rpm. Apds a estabilizacdo da temperatura de interesse com o
material no compartimento da amostra, o equipamento foi programado para realizar
cinco medi¢des de viscosidade, com intervalo de 10 s entre cada medida. Os ensaios
foram realizados em triplicata. Os dados foram apresentados como média = SD para

cada temperatura avaliada.

Estudo de liberaciao do hidrogel a base de mucilagem de linhaca e k-carragenana
carregado com nanoemulsido-macela (nanocompositos -NCs)

A cinética de liberacdo controlada dos compostos ativos encapsulados e livres da
nanoemulsdo de macela dos NCs foi realizada in vitro em sistema Dubinhoff simulando
as condigdes fisiologicas. Para isso, amostras (3 g) de cada NC e seus respectivos
compositos ndo-carregados (UNCs) foram imersos em 30 mL de PBS (pH 7,0) e
mantidos a 37 °C, com agita¢ao horizontal (100 rpm). Apos intervalos de tempo pré
determinados (2, 4, 8, 12, 24, 48 ¢ 72 h), uma aliquota (2 mL) foi removida e
imediatamente reposta por PBS fresco (2 mL) para manter as condigdes iniciais. As

aliquotas recolhidas foram analisadas por UV-VIS para estimar a degradacdo dos
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materiais e para determinar o conteido de fenodlicos totais. O contetdo de fenolicos
totais foi expresso em porcentagem da massa total acumulada no meio de liberacdo em
cada um dos tempos em pg de equivalentes de acido galico (EAG) por mL. As aliquotas
foram também analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinar a liberacdo dos compostos fendlicos majoritarios do extrato de macela, i.e.,
3-O-metilquercetina (3-O-MQ) e achyrobichalcona (ACB), expressa em porcentagem
da massa total acumulada no meio de liberagdo em cada um dos tempos em pg de
equivalentes de quercetina (EQ) por mL. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.
As aliquotas foram analisadas em triplicata. Os dados foram apresentados como média

+ SD.
Analises em UV-VIS

A varredura UV-VIS das aliquotas foi realizada com o objetivo de estimar a liberagao
dos ativos através do entumescimento e da degradacdo dos NCs. As amostras coletadas
foram analisadas nas faixas de comprimento de onda entre 200 a 800 nm. As
comparagdes foram realizadas no comprimento maximo de absor¢do encontrado, i.e.,

300 nm. O PBS foi usado como branco.
Fenolicos Totais

O contetdo de fenolicos totais das amostras coletadas foi determinado com base no
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965), utilizando uma
curva padrao de acido galico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; 10-100 pg/mL; y
=0,004x; R* = 0,984).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As amostras foram analisadas em um CLAE Thermo Scientific UltiMate 3000 RS Dual
System (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA) usando uma coluna de fase reversa
C18 (4,6 x 150 mm; 5 um; 120A; AcclaimTM120, Thermo Scientific ©) em 25 °C,
operando a 240, 270, 320 e 375 nm. A fase modvel consistiu em agua Milli-Q®
acidificada a pH 2,3 (A) e metanol (B) eluido a 1,0 mL de fluxo min™ usando o seguinte
programa de gradiente: 0-5 min, 90% A; 5-25 min, 30% A; 25-37 min, 90% A. A

identificacdo da 3-O metilquercetina (3-O-MQ) foi realizada por comparagdo com 0s
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tempos de retencdo dos padrdes comerciais (Sigma-Aldrich). A identificagdo da
achyrobichalcona (ACB) foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento Galénico
(UFRGS) conforme metodologia descrita por Bianchi et al. (2019) e Carini et al.
(2013). A quantificacao foi baseada na integracdo das areas de pico através da curva de
calibragdo da quercetina (Sigma-Aldrich; Q4951) (faixa de concentragdo de 0.97 —1000
pgmL”, 77> 0.999, y = 0.168x). A metodologia foi padronizada em estudo prévio deste
grupo de pesquisa (Pinheiro Machado et al., 2020a). O limite de detec¢dao (DL) foi de
0,19 pg mL" enquanto o limite de quantificacio (QL) foi de 0,63 pg mL™. Para o

desvio padrdo da resposta (o) foram considerados os eixos y obtidos nas trés curvas de

calibragdo e para a inclinagdo da curva de calibragdo média 5.

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos NCs foi avaliada pela curva de crescimento de bactérias

e pelo método de microdilui¢ao em caldo descritos abaixo.
Inibicdo da curva de crescimento bacteriano

Uma curva de crescimento foi preparada para a cepa bacteriana ATCC 33592 (cedida
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade (INCQS) da Fundacao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Resumidamente, 75 mL de caldo TSA foram inoculados com 0,75 mL de
cultura liquida do microrganismo (1,5x10® UFC mL™) e incubados a 37°C com agitacao
de 100 rpm em sistema Dubinhoff. Simultaneamente, para a inibi¢do da curva de
crescimento bacteriano, os NCs carregados com extrato de macela em nanoemulsao, ou
seja, 1,25 mg/g de gel foram colocados em contato com a curva de crescimento
bacteriano. Aliquotas (3 mL) foram retiradas em diferentes intervalos de tempo (1, 2, 3,
4, 5 e 6h) e a densidade Optica foi medida a 620 nm, usando caldo TSA como amostra
de referéncia (branco). Para comparagdo, controles negativos, isto €, inéculo + caldo,
NCs + caldo e UNCs + caldo foram incluidos. O estudo foi realizado em triplicata e

seguiu a metodologia proposta por de Lima et al. (2016).
Microdiluicdo em Caldo

Os NCs foram testados contra S. aureus ATCC 33592 e quatro isolados de S. aureus

resistentes a meticilina (SARM) de leite mastitico disponiveis na Bacterioteca do
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LABINAT (UFSC), usando o método de microdiluicio em caldo (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2003). Anteriormente, os NCs foram diluidos em PBS
estéril por 24 h a 20°C sem agitacao. Apds o periodo de incubacao, o sobrenadante foi
utilizado para a realizagdo do teste de microdilui¢ao. Uma aliquota desse sobrenadante
(100 pL) foi adicionada a 100 pL de caldo Muller Hinton (MH). As concentracdes
testadas foram correspondentes a concentraciao de extrato de macela nos NCS (1250-10
pug/ml). A densidade populacional inicial do in6culo foi padronizada por meio do
controle de turbidez equivalente a uma solugdo padrio 0,5 de McFarland (1,5x10" a 10
UFC mL™). Apos a diluigdo, 10 pL do inéculo bacteriano padronizado correspondente a
1,5x10° UFC mL™" foram adicionados aos pogos da microplaca e incubados a 35°C por
20 h. Para comparacdo, o sobrenadante dos UNCs foi testado nas mesmas
concentragdes. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como aquelas
concentragdes que ndo apresentaram crescimento visivel, o que foi confirmado pela
adi¢do de 50 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido) (100 pg mL-
1). Nesse caso, as células metabolicamente ativas sdo capazes de reduzir a resazurina
corada com azul para resorufina corada com rosa (Sarker et al., 2007). A porcentagem
de inibi¢do do crescimento bacteriano foi determinada pela leitura da absorbancia a 625
nm usando um leitor de microplaca (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski,
EUA) e a seguinte formula: BI (%) = [1 - (AT / AI) X 100], onde BI ¢ a inibigao do
crescimento bacteriano, AT ¢é a absorbancia média das concentracoes de NCs testadas
com o inoculo subtraido do valor de absorbancia das mesmas concentragoes de NCs
sem a adi¢cdo de inoculo, ¢ Al ¢ a absorbancia média do controle crescimento

microbiano.
Citotoxicidade dos compdsitos niao carregados (UNCs) em células MAC-T

Células epiteliais mamarias bovinas (linhagem MAC-T) do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) foram mantidas em cultura. Resumidamente, as células MAC-T foram
cultivadas em meio de DMEM modificado e suplementado com 100 pg/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 20% (v/v) soro fetal bovino inativado (FBS,
Gibco , CA, EUA), L-glutamina 4 mM (Synth), glicose 4,5 g/L (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), piruvato de sédio 1 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
bicarbonato de soédio 1,5 g/L (VetecTM Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), insulina
5 pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e hidrocortisona 1 pug/mL ( Sigma —
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Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e mantidas a 37°C com 5% de CO? em estufa
umidificada. O meio foi trocado a cada 48 h. Quando as células atingiram 70% de
confluéncia, foram tratadas com tripsina 0,25% e EDTA 1 mM para preparar a
suspensdo celular (10° células / mL). A suspensdo foi transferida para uma microplaca
de 96 pocos (100 upL/poco), seguida de incubagdo por 24 h para aderéncia.
Simultaneamente, os UNCs foram colocados em meio DMEM (meio de extracdo) e
mantidos por 24 h nas mesmas condigdes de cultivo celular. Apds 24 h (periodo de
adesdo celular), o meio de cultura nas placas foi substituido pelo meio de extragdo e as
células foram cultivadas por mais 24 h. A citotoxicidade foi determinada com base no
método do MTT ((3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio; 0,5 mg / mL). Neste
ensaio, quantifica-se quanto do MTT presente no meio foi reduzido pela atividade
metabolica celular ligada a NADH e NADHP, formando cristais de formazan de cor
azul (Mosmann, 1983). O formazan formado foi dissolvido em dimetilsulfoxido
(DMSO) e a absor¢do medida a 540 nm. A intensidade da coloragdo obtida foi
considerada diretamente proporcional ao nimero de células vidveis, indicando a
viabilidade celular. Células ndo tratadas cultivadas em DMEM foram consideradas

100% viaveis. Os experimentos foram realizados em triplicata.
Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey, utilizando o software Graph-Pad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA). Valores de P <0,05 foram considerados significativos. Os dados foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os espectros obtidos por FTIR dos
nanocompositos NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2 carregados com a nanoemulsdo-macela e
dos UNCs (compositos nao carregados com a nanoemulsao-macela; UNC-5:5, UNC-7:3
e UNC-8:2), foram submetidos a analise ndo-supervisionada de componentes principais
(APC) e andlises de agrupamentos a partir de matrizes de correlagdo, utilizando a
linguagem RO (RDCT, 2010). Os scripts foram escritos em linguagem R (v. 3.3.1) e

disponiveis no pacote specmine (Costa et al., 2015).
Resultados e Discussao

No presente trabalho, pretendeu-se associar a nanoemulsdo de macela, com reconhecida

atividade antimicrobiana (Pinheiro Machado et al., 2020a), com veiculos de origem
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natural, ou seja, k-carragenana e mucilagem de linhaga, para o desenvolvimento de
nanocompdsitos sustentaveis inovadores. Para cada NC desenvolvido um estudo
sistematico de composicdo, em relagdo as propor¢des de nanoemulsdo de macela, k-
carragenana ¢ mucilagem de linhaca foi realizado com o objetivo de otimizar as
propriedades fisico-quimicas e encontrar as condigdes mais estaveis e a viscosidade
adequada ao melhor desempenho da liberacdo gradual dos ativos antimicrobianos da
macela, visando seu uso na terapéutica da mastite bovina. Os compoésitos de mucilagem
de linhaca e carragenana tém apresentado grande potencial de gelificacdo e menor
sinérese (Chen et al., 2006), sustentando a escolha destes materiais como veiculos para a
liberagdo da nanoemulsdo de macela. Assim, através desta proposta inovadora buscou-
se desenvolver e otimizar os parametros dos NCs visando a sua aplicagdo intramamaria
como agente antimicrobiano contra patdgenos causadores de mastite bovina. Destaca-se
ainda que estes NCs podem atender as demandas dos diferentes sistemas de producao
leiteira em termos de substituicdo de antimicrobianos convencionais € com

possibilidade de uso em sistemas organicos e agroecoldgicos.

Desenvolvimento dos hidrogéis a base de mucilagem de linhaca e k-carragenana

carregado com nanoemulsao-macela (nanocompositos- NCs)

Inicialmente, sete compositos a base de k-carragenana e mucilagem de linhaga
desenvolvidos apresentaram caracteristicas termorreversiveis, i.e., liquidos quando
aquecidos em temperaturas entre 40 e 60°C e em condigdao de gel entre 30 e 25 °C.
Dentre esses, foram selecionados os compositos 5:5, 7:3 e 8:2 (m/m) de k-carragenana e
mucilagem de linhaca, respectivamente, para desenvolvimento de nanocompoésitos
(NCs) antimicrobianos pela adicdo da nanoemulsdo de macela (Tabela 1). A sele¢ao
desses compositos levou em consideragdo o aspecto visual em condi¢ao de gel e a
capacidade de se incorporar o teor desejado de extrato de macela via nanoemulsao, i.e.,

1,25 mg/g de gel.

A adicdo da nanoemulsdo de macela aos compdsitos ndo resultou em modificagdo
macroscopica evidente, exceto pela coloragdo amarelada caracteristica da nanoemulsao
(Figura 1). Para os NC-7:3 e NC-8:2 foi observado um aspecto fisico mais enrijecido

em temperatura ambiente (25°C) devido possivelmente a menor concentracao de
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mucilagem de linhaga (Tabela 1). O aspecto visual dos trés materiais selecionados esta

apresentado na Figura 1.

Figura 1. Imagem macroscopica dos nanocompositos (NCs) desenvolvidos nas
proporcdes de k-carragenana/mucilagem de linhaca NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2 (m/m)

carregados com 1,25 mg de extrato de macela na nanoemulsao por g de gel.
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de investigar o estabelecimento de ligacdes quimicas entre os
componentes da nanoemulsdo e os polimeros empregou-se a analise via FTIR dos
materiais desenvolvidos. A figura 2 mostra os perfis espectrais da nanoemulsdo de

macela e de seus componentes, i.e., 6leo de linhaca e extrato de macela.
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Figura 2. Espectros obtidos por FTIR da nanoemulsdo de macela, do extrato de macela

liofilizado e do o6leo de linhaga, constituintes da nanoemulsdo presente nos NCs

desenvolvidos.
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Sabendo que os compostos fendlicos sdo majoritarios no extrato de macela (Pinheiro
Machado et al.,, 2020a, Retta et al., 2012) foi possivel identificar no espectro
correspondente (Figura 2), bandas caracteristicas desses compostos, como em ~3272
cm”, (O-H fenol), 2926-2854 cm™ (estiramento C-H) e 1604-1400 cm” (C=C
aromaticos). No 6leo de linhaga, foram encontradas as bandas caracteristicas de acidos
graxos insaturados tais como 3010-2854 cm™ (C-H compostos insaturados e alifaticos,
respectivamente), ~1744 cm™ (estiramento C=C) e ~722 cm™ (CH, de bandas de cadeia
longa) (Figura 2). No espectro correspondente a nanoemulsdo de macela, além das duas
bandas que podem estar sendo influenciadas devido a presenca de agua (~3340 cm™,
~1640 cm'l), também aparecem discretamente as bandas ~2924 cm™, ~2850 cm™,
~1744 cm’, as quais podem ser atribuidas ao 6leo de linhaca e ao extrato de macela,
pois sdo coincidentes com algumas bandas presentes na analise dos mesmos (Figura 2).
A figura 3 mostra os espectros FTIR representativos dos NC-5:5, NC-7:3 ¢ NC-8:2 e
dos UNCs (compositos ndo carregados; UNC-5:5 UNC-7:3 e UNC-8:2), todos

liofilizados.
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Figura 3. Espectros FTIR dos NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2 carregados com a
nanoemulsdo de macela e dos UNCs (compositos ndo carregados com a nanoemulsdo

de macela; UN-5:5, UN-7:3 e UN-8:2).
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Ao comparar os espectros dos UNCs nota-se que ndo ha diferencas visiveis entre os
materiais. Da mesma forma, ndo ha diferencas significativas ao comparar entre si os
espectros dos NCs, mostrando aparentemente que as diferentes concentragdes de k-
carragenana ¢ mucilagem de linhaga ndo interferiram nos espectros de FTIR. As
principais bandas nos espectros de FTIR da k-carragenana, da mucilagem de linhaga e

dos polissacarideos da linhaga foram encontradas na literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo das bandas caracteristicas por FTIR encontradas na literatura e

comparagdo com as bandas obtidas nesse estudo.

Bandas Vibracio dos grupos NCs Referéncia
UNCls
(cm™) ) (enr)
O-H, (glicerol ligado ¢ integrado a Vanegas et al.,
3340 carragenana na formacdo do 2019
hidrogel) 3330 3363
3294 O-H de polissacarideos Mujtaba et al., 2019
3450 O-H Haseeb et al., 2019
3010
(C-H)
2924 estiramento C-H de polissacarideos 2924 2925 Mujtaba et al., 219
2900 C-H 2854 ¢ Haseeb et al., 2019
1743
(C=0)
1640 e 1420  grupos carboxilicos desprotonados Haseeb et al., 2019
COO 1610 1610
1643 estiramento de C=0 da proteina Mujtaba et al., 2019
1417 vibragdes no plano dos grupos C-H 1409 1416 Mujtaba et al., 2019
1422 ¢ 1226  estiramento das ligagdes éster- Vanegas et al.,
sulfato 1377 1377 2019
1226 éster sulfato 1224 1240 Vanegas et al.,
2019
1200 a 1000  ligagdo glicosidica C-O-C e Haseeb et al., 2019
vibragdes de estiramento C-O-H de
grupos laterais do polissacarideo 1154 1154
1158 C-0 do anel 3,6-anidro-1- Vanegas et al.,
galactopiranose (deslocadas de 1034 2019
cm™)
1033 ligacdo glicosidica dos 1063 Mujtaba et al., 2019
polissacarideos hemiceluldsicos 1035
1035
912 C-O de k-carragenana a, indicando 926 926 Vanegas et al.,
grupo 3,6-anidro-d-galactose 2019
844 C-0-SO; no carbono C4 do d- 842 842 Vanegas et al.,
galactose-4-sulfato 2019
697 flexao do anel da galactose 698 698
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Na analise dos espectros dos UNCs e dos NCs ¢ possivel identificar a presenca de
diversas bandas ja relatadas na literatura para a k-carragenana e os polissacarideos da
linhaca conforme mostrado na tabela 2. Comparando os espectros dos UNCs e NCs
foram encontradas algumas bandas apenas nos materiais contendo a nanoemulsdao de
macela. Nos espectros dos NCs houve o surgimento de bandas em ~3010 cm™, ~2925
cm’ (intensificada), ~2854 cm™ e ~1744 cm™, podendo ser estas atribuidas a presenca
do oleo de linhaga, principalmente a primeira e a Ultima, ¢ as demais ao extrato de
macela. A existéncia de tais bandas foi discutida na analise dos seus espectros isolados
(Figura 2), o que confirma a incorporagdo da nanoemulsdo nos NCs pelo FTIR. Além
dessas bandas nestes materiais houve um leve deslocamento da banda de OH, de ~3330
para 3363 cm™ ¢ a redugdo da banda em 1610 cm™ (C=0), o que possivelmente ocorreu
devido a presenca das ligagdes de hidrogénio com a adi¢do da nanoemulsdo
(Muhammad et al., 2019). Cabe destacar ainda que através da analise visual dos
espectros a interagdo quimica entre os componentes da nanoemulsdo com os polimeros
utilizados nao foi evidenciada, uma vez que ndo houve o surgimento de novas bandas
nos espectros dos materiais contendo a nanoemulsdo. Desse modo, pode-se sugerir que

houve apenas interacao fisica entre eles.

Como a andlise dos perfis espectrais de FTIR dos materiais desenvolvidos ndo
revelou clara diferencga entre eles, exceto pela incorporacdo da nanoemulsdo de macela
(Tabela 2), a analise multivariada foi empregada com o objetivo de realizar uma andlise
exploratoria e discriminatoria dos NCs e dos UNCs visando a deteccao de possiveis
diferengas ndo perceptiveis a olho nl. Através das ferramentas da anélise multivariada
tem sido possivel detectar tais diferencas de diferentes matrizes (Kuhnen et al., 2010a;
Maraschin et al., 2016). A aplicacido de métodos estatisticos dessa natureza em
associacdo com técnicas de deteccdo de compostos, como por exemplo, a
espectrometria (FTIR, UV-vis, NIR, RMN) s3o ferramentas uteis para auxiliar na
caracterizacgao ¢ discrimina¢do de diferentes materiais (Casale et al., 2015; Maraschin et
al., 2016), principalmente de matrizes complexas (Kuhnen et al., 2010a; Kuhnen et al.,
2010b; Maraschin et al., 2015). Similarmente tem sido relatada a utilizacdo da anélise
multivariada  para  discriminar  hidrogeis, principalmente para  determinar
sistematicamente a influéncia e a significincia da composicdo do hidrogel, demais
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades das misturas desenvolvidas (Edlund &

Albertsson, 2008; Patel et al., 2014).
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No presente estudo, ao aplicar a analise de componentes principais (ACP) aos
espectros dos NCs e dos UNCs, os eixos PC1 e PC2 explicaram cerca de 49% e 37% da
variabilidade dos dados, respectivamente (Figura 4). Observa-se, juntamente com a
analise de agrupamento hierarquico (Figura 5), a formacao de trés grupos em relagao
aos materiais e o extrato de macela (Figuras 4 ¢ 5). Um dos grupos foi formado pelos
NCs 5:5, 7:3 e 8:2, separando-se dos UNCs 5:5, 7:3 e 8:2, os quais formaram um outro
agrupamento (Figuras 4 ¢ 5). O terceiro grupo foi formado pelo espectro do extrato de
macela, tendo sido o que mais diferiu quimicamente dos outros dois (Figuras 4 e 5). Os
nimeros de onda que mais contribuiram para a separacdo observada situaram-se na
faixa entre 1500 e 1750 cm™. Destaca-se que nessa regido estdo os comprimentos de
onda fortemente relacionados com as bandas dos componentes da nanoemulsdo, i.e.,
extrato de macela e dleo de linhaca (Figura 2). Na andlise realizada, a sobreposicao dos
materiais desenvolvidos (NCs x UNCs) (Figura 4) e a menor distancia euclidiana
encontrada entre eles (Figura 5) sugere a similaridade entre eles, ndo tendo
possivelmente aparecido novas bandas pela incorporagao da nanoemulsdao de macela
nos NCs. Este fato reforca a hipotese de que entre a nanoemulsao e os polimeros, i.e., k-

carragenana e mucilagem de linhaca houve apenas interagao fisica.
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Figura 4. Distribui¢do fatorial dos componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) dos
espectros de reflectancia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (500
a 400 cm™) dos NCs 5:5, 7:3 e 8:2 carregados com a nanoemulsdo-macela e dos UNCs

5:5,7:3 e 8:2 (compositos ndo carregados com a nanoemulsao-macela).

129



Legend
0 - Compositos_5.5

o

UNC-55
NC-55

Figura 5. Dendogramas de espectros obtidos pela andlise de agrupamento hierarquico
utilizando distancia euclidiana, em relacdo ao extrato de macela, NCs 5:5, 7:3 ¢ 8:2
carregados com a nanoemulsdo-macela ¢ dos UNCs 5:5, 7:3 e 8:2 (compdsitos ndo

~ ‘o -1
carregados com a nanoemulsdo-macela na regido entre 500 a 4000 cm’.

O emprego da analise por espectroscopia de FTIR combinada a anélise
multivariada ja foi realizado com o objetivo de investigar os mecanismos de ligacdo de
nanoparticulas de Ag e TiO, as resinas Chelex®-100 and Metsorb™ (Pouran et al.,
2020). No estudo, os autores identificaram a formagdo de ligagdes quimicas entre os
materiais apds incorpora¢do das nanoparticulas (Pouran et al., 2020). Similarmente,
Faria et al. (2019) utilizaram a andlise multivariada para discriminar trés materiais

nanocompositos com base em caracteristicas estruturais, morfologicas e de superficie.

No presente estudo, a aplicacdo das ferramentas de estatistica multivariada
(andlise de agrupamento hierarquico e a analise dos componentes principais ACP) aos
espectros de infravermelho permitiram uma melhor identificacio das
diferengas/semelhancas espectrais entre os materiais desenvolvidos. Os resultados
dessas andlises reforcaram a hipotese de haver apenas interacdo fisica entre a
nanoemulsdo e os polimeros, i.e., k-carragenana e mucilagem de linhaga, componentes

dos nanocompdsitos desenvolvidos.
Comportamento Viscosimétrico dos nanocompdsitos (NCs)

Esta anélise teve como objetivo verificar o comportamento viscosimétrico dos materiais
desenvolvidos em uma faixa de temperatura que abrangesse as temperaturas de preparo,

a retal animal e a ambiente, a fim de relacionar este pardmetro com o perfil de liberagao
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dos ativos antimicrobianos da nanoemulsio de macela visando a futura aplicagdo
intramamaria destes materiais. A analise da viscosidade dos NCs em estudo mostrou
sofrer influéncia da temperatura, diminuindo os valores deste parametro com o aumento

da temperatura (Figura 6).
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Figura 6. Viscosidade em redmetro Brookfield DV-II+Pro utilizando o spindle LV4
dos nanocompositos carregados com a nanoemulsdo de macela contendo as proporcdes
de k-carragenana e mucilagem de linhaca NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2 (m/m),
respectivamente, em fun¢do da temperatura, 60 rpm. Foram realizadas cinco medi¢des
de viscosidade, com intervalo de 10 s entre cada medida. Os ensaios foram realizados
em triplicata. Os dados foram apresentados como média + SD para cada temperatura
avaliada. Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os nanocompdsitos na

mesma temperatura.

De maneira geral, as maiores alteragdes nos valores de viscosidade foram observadas
entre 30 e 40°C (Figura 6). Na temperatura de 40 °C todos os trés materiais mostraram
um estado intermedidrio de viscosidade de 1500 cP (Figura 6). Considerando que os
valores normais de temperatura retal para vacas leiteiras estdo entre 38 e 39,5° C
(Cunninghan e Klein, 2008), pode-se sugerir que a condi¢do de gel dos NCs nessa faixa
de temperatura poderia também facilitar a liberagdo inicial dos ativos antimicrobianos
presentes na nanoemulsdao de macela incorporada (Puttipipatkhachorn et al., 2001), bem
como poderia possibilitar um maior alcance no interior da glandula mamaria, passando
pelas cisternas, atingindo os ductos e os alvéolos mamérios. E importante destacar que
para que um farmaco seja eficaz, € necessario atingir concentragdes terapéuticas no

local da infeccdo (biofase), levando em consideragdao que os patdgenos podem estar
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livres, ligados a superficie das membranas ou até viver no compartimento intracelular
como ¢ o caso de S. aureus (Erskine et al., 2003; Gruet et al., 2001; Sandasi et al.,

2010).

Na temperatura de 25°C, o NC-5:5 destacou-se dos demais por apresentar menor
viscosidade, podendo ser considerada uma vantagem em termos de aplicagdao
intramamaria in vivo (Figura 6). A maior viscosidade encontrada para os NC-7:3 e NC-
8:2 entre as temperaturas de 25 e 30°C pode ser devido as menores concentragdes de
mucilagem de linhaga e maiores concentracdes de k-carragenana utilizadas na
composic¢do desses materiais. E importante destacar que a maior viscosidade encontrada
para os trés NCs em temperaturas proximas a condi¢do ambiental (25°C) pode sugerir a
manutengdo das caracteristicas fisicas nessa temperatura devido a constituicdo dos
sistemas. Nessas condi¢des, os materiais podem permitir maior retengdo da
nanoemulsdo de macela, contribuindo para o seu armazenamento em condigdes
proximas a temperatura ambiente. Estudos anteriores mostraram que o aumento da
viscosidade de materiais desenvolvidos a base de carragenana e mucilagem de linhaca
pode permitir maior capacidade de retencdo de agua ou similares e também pdde
contribuir com a redu¢do da sinérese deste compodsito, uma importante caracteristica
para a conservacdo e armazenagem (Chen et al., 2006). Neste mesmo estudo, a adigdo
da mucilagem de linhaca a carragenana (1% m/m) aumentou a viscosidade do
composito, o qual apresentou temperatura de gelificacdo em torno de 45 °C, valor um
pouco superior ao encontrado no presente estudo (Chen et al., 2006). As diferencas
encontradas entre o estudo anterior e o presente estudo podem ser justificadas pelas

distintas concentra¢des dos polimeros utilizadas.

O uso de polissacarideos para aumentar a viscosidade de formulagdes mostrou
que a alta viscosidade em solugdo aquosa apresentada por esses materiais permite a
obtencdo de um produto de elevado valor tecnoldgico a industria farmacéutica (Chen et
al., 2006; Makino et al., 2001). Estudos sobre a viscosidade de formulagdes
farmacéuticas tém se tornado cada vez mais frequentes por ter relacdo com a
conservacdo, estabilidade, liberacdo dos ativos e eficacia das mesmas
(Puttipipatkhachorn et al., 2001). Destaca-se que até o presente momento, a misturada
k-carragenana, mucilagem de linhaca e nanoemulsdo de macela ndo havia sido descrita

na literatura. O desenvolvimento inovador destes NCs através da mistura de trés
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materiais de origem natural pode representar sistemas farmacéuticos sustentaveis com
potencial de uso na liberagdo gradativa de principios ativos antimicrobianos, com

aplicacdo na mastite bovina e em outros sistemas de controle microbiano.

Estudo de liberacido do hidrogel a base de mucilagem de linhaca e k-carragenana

carregado com nanoemulsao-macela (Nanocompositos- NCs)

Analises em UV-VIS

As aliquotas dos NCs e os UNCs foram inicialmente analisadas por UV-Vis, em uma
janela espectral de 200 a 800 nm (dados ndo mostrados), com o objetivo de estimar a
liberagdo dos ativos encapsulados e livres da nanoemulsdo através do seu
entumescimento ¢ da sua degradacdao. A analise das varreduras mostrou que o
comprimento de onda com absor¢cdo maxima dos NCs foi 300 nm (Figura 7). Este
comprimento de onda coincide com o espectro de absor¢do dos compostos fenolicos
(Mabry et al., 1970), os quais sdo os compostos majoritarios do extrato de macela (Retta
et al.,, 2012). Para os UNCs ndo foi observada absor¢do em 300 nm (dados ndo

mostrados).
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Figura 7. Perfil de turbidez determinado via UV-VIS (300 nm) como estimativa da
liberagdo dos nanocompositos carregados com a nanoemulsdo de macela (NCs)
contendo as proporcdes de k-carragenana e mucilagem de linhacga 8:2, 7:3 e 5:5 (m/m),

respectivamente ao longo de 72 h. Os resultados sdo expressos como média = DP.

Considerando que o aumento dos valores de absorbancia a 300 nm foi encontrado
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apenas entre os NCs carregados, podemos sugerir que a turbidez do meio de liberacao
deveu-se a libera¢do dos ativos da nanoemulsdo de macela incorporada nos materiais.
De maneira geral, os trés NCs mostraram aumento da turbidez ao longo do tempo,
sugerindo a possivel libera¢ao sustentada dos ativos da nanoemulsdao de macela por até
72 h (Figura 7). As diferencas entre os trés materiais foram encontradas apenas nos
tempos iniciais de 2 e 4 h, nos quais os NC-7:3 e NC-8:2 mostraram menor turbidez,
sugerindo uma desintegracdo mais lenta (Figura 7). As diferengas encontradas
provavelmente tém relacdo com a estrutura destes NCs devido a forte ligagdo fisica
entre os polimeros pela maior propor¢ao de k-carragenana em suas composi¢odes
(Tabela 1). Estudo anterior relacionou a alta capacidade de retengdo de agua da
carragenana com o mecanismo de liberagdo de ativos por desintegracdo/degradacdo, em
vez do inchago da matriz (Tapia et al., 2004). Nesse contexto, a maior turbidez inicial e
sustentada ao longo do tempo apresentada pelo NC-5:5 pode ser mais interessante para
o controle microbiano no contexto da terapéutica da mastite bovina no periodo seco,

pois a fase inicial deste periodo tem sido considerada a mais critica para infecgdes

microbianas (Sordillo, 2016).
Fendlicos Totais

Maior porcentagem de liberacdo de compostos fenolicos nas primeiras 4 h foi observada
para o NC-5:5. Em contrapartida, para os NCs 7:3 e 8:2 houve menor liberacao,
corroborando com os resultados da anélise do meio de liberagdo por UV-Vis a 300 nm

(Figura 7) que sugeriu a desintegragao inicial mais lenta destes dois materiais (Figura 8;
P<0,05).

:;: 120 9, 55

a\c: 100 -+ 7:3

S 80

-

o

§ 60

= 40

S

o 20 -

o

2

6 O T T

]

w 2 4 8 12 24 48 72
Horas

134



Figura 8. Porcentagem da massa de fendlicos total acumulada e liberada da
nanoemulsdo de macela dos nanocompositos (NCs) contendo as propor¢des de k-
carragenana ¢ mucilagem de linhaga 8:2, 7:3 e 5:5 (m/m), respectivamente, ao longo de
72 h. Os resultados sdo expressos como média = DP (P<0,05). Simbolos diferentes

indicam diferenca estatistica entre os NCs no mesmo tempo de coleta.

Diferentes picos de liberagdo de fendlicos também foram observados entre os
nanocompositos. O NC-5:5 mostrou um pico maximo de liberagdo com 24 h, enquanto
para o NC-7:3 e o NC-8:2 este pico ocorreu apenas com 48 h (Figura 8). A influéncia
das diferentes composi¢does dos materiais em termos de propor¢do de k-carragenana e
mucilagem de linhaga deve explicar as diferencas observadas. Ao relacionar os
resultados de viscosidade encontrados para os NCs com os resultados do ensaio de
liberagdo cinética, esperava-se encontrar entre eles um comportamento de liberagdo dos
compostos ativos similar, pois a 37°C o comportamento viscosimétrico dos mesmos foi

também semelhante (Figura 2).

Os trés NCs apresentaram perfil de liberagdo gradual dos ativos fendlicos da
nanoemulsdo de macela atingindo aproximadamente 80% (m/v) em 72 h. O perfil
gradual de liberacdo de fendlicos evidenciado deveu-se principalmente as interacdes
ativos-polimeros. Resultados similares da avaliacio da liberacdo de compostos
bioativos retidos em hidrogel de carragenana sustentaram o seu uso na liberacao
gradativa de ativos, com perfil crescente até 48 h, seguido de um declinio nos valores de
absorbancia com 72 h (Makino et al., 2001).Visando a aplicagdo intramamaria dos NCs
durante o periodo seco, as evidéncias de que as glindulas mamarias bovinas sdo
altamente suscetiveis a novas infecg¢des intramamarias durante a transi¢ao fisiologica da
lactagdo para o periodo seco e do periodo seco para o inicio da lactacdo (Sordillo,
2016), pode conferir uma vantagem ao NC 5:5 que mostrou maior liberagdo inicial dos

ativos fenolicos antimicrobianos.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os compostos fenolicos livres e encapsulados liberados da nanoemulsdo de macela dos
NCs para o meio, no ensaio de liberagdo cinética, detectados via CLAE foram 3-O-

metilquercetina (3-O-MQ) e achyrobichalcona (ACB; Figura 9).
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Figura 9. Porcentagem acumulada de 3-O-MQ (A) ¢ ACB (B) da nanoemulsdo
liberados dos nanocompdsitos (NCs) contendo as propor¢des de k-carragenana e
mucilagem de linhaga 8:2, 7:3 e 5:5 (m/m), respectivamente ao longo de 72 h. Os
resultados sdo expressos como média + DP (P<0,05). Simbolos diferentes indicam

diferenca estatistica entre os NCs no mesmo tempo de coleta.

Os NCs 5:5, 7:3 e 8:2 mostraram pico de liberacdo da 3-O-MQ e da ACB em 72 h
(Figura 7). O padrdo de liberacao da 3-O-MQ ao longo de 72 h mostrou-se mais lento e
gradual em comparacdo a ACB. A ACB foi liberada rapidamente dos trés NCs,
atingindo valores proximos de 50% (m/v) de liberag@o ja nas primeiras horas. Para o
NC-5:5, por exemplo, cerca de 50% (m/v) da ACB foi liberada nas primeiras 2 h,
atingindo aproximadamente 65% (m/v) de liberagdo nas 72 h (Figura 9). Em
contrapartida, a 3-O-MQ do NC-5:5 s6 atingiu 50% (m/v) de liberagdo proximo das 24
h. Destaca-se que ambos os compostos nao atingiram 100% de liberagdo no periodo
analisado, sustentando um perfil de liberagdao gradativo. O perfil de liberagdo mais
rapido da ACB foi devido possivelmente a sua maior polaridade, permitindo maior
liberacdo j& nas primeiras horas ao meio aquoso. Destaca-se que a complexidade em
termos fitoquimicos apresentada pela macela e a diferenca de polaridade desses
compostos pode representar uma vantagem na liberagdao controlada dos ativos para o
controle microbiano. Dessa forma, seria possivel ter diversos compostos sendo
liberados em diferentes momentos, os quais poderiam realizar o controle microbiano ao

longo do tempo.
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A biodisponibilidade das substancias ativas pode variar de acordo com a formulacao
base utilizada, uma vez que exerce influéncia na liberagdo e consequentemente na
atividade bioldgica de interesse (Knorst et al., 1991). A incorporagdo de formulacdes
farmacéuticas em veiculos compoésitos hidrogéis tem permitido a ocorréncia de um
perfil de liberagao gradativo, combinado com a manutencao da eficacia terapéutica. Em
estudo prévio, hidrogéis desenvolvidos a base de carbapol como veiculos de uma
nanoemulsdo de macela mostraram a influencia de uma barreira adicional a liberagao
dos ativos conferida pelo veiculo que apresentou liberagdo mais lenta apds a
incorporagdo da formulagdo em sistemas semissoOlidos (Balestrin et al.,, 2016). A
mucilagem de linhaga como veiculo de liberacdao de ativos também mostrou que este
material permitiu a liberagdo sustentada de farmacos por difusdo apresentando
resultados de liberagdo superiores aos de uma formulagdo comercial monitorado por 14
h a 37°C (Hasseb et al., 2016). No presente estudo, nota-se um tempo prolongado de
persisténcia dos ativos da nanoemulsdo de macela presente nos NCs, o qual tem relagao
com o aumento da viscosidade da nanoemulsdo verificada no ensaio de viscosidade
(Figura 2). Portanto, a condi¢do de gel dos NCs desenvolvidos além de poder permitir
maior capacidade de alcance aos ductos da glandula mamaria, conferem difusdo e
liberagdo prolongada dos ativos da nanoemulsdo de macela. Os resultados encontrados
mostram que os NCs podem ser considerados veiculos de liberagdo gradativa eficazes

para a nanoemulsao.

Atividade Antimicrobiana

Inibigdo da curva de crescimento bacteriano

Os NCs desenvolvidos controlaram o crescimento de S. aureus com OD620 nm <0,2 até
8 horas de incubacdo (Figura 10). Nao houve diferen¢a nos valores de absorbancia entre

0s UNC:s e o controle com indculo (caldo + indculo).
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Figura 10. Atividade antimicrobiana em caldo TSA dos nanocompdsitos (NCs)
carregados com a nanoemulsdo de macela, contendo as propor¢des de k-carragenana e
mucilagem de linhaga 5:5, 7:3 e 8:2 (m/m) respectivamente e controle (caldo + indculo)
nas curvas de crescimento de S. aureus ATCC 33592. As barras de erro representam as
médias (= SD) de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Simbolos
iguais indicam que ndo foi encontrada diferenga estatistica entre os nanocompositos no

mesmo tempo de coleta (P<0,05).

Este resultado estd de acordo com os resultados das andlises do perfil de liberagdo dos
compostos fenodlicos totais e dos compostos majoritarios, i.e., 3-O-MQ e ACB dos NCs
(Figuras 7, 8 € 9), os quais mostraram a ocorréncia da liberagdo de ativos nas primeiras
8 h para os trés materiais. Os fendlicos totais, por exemplo, foram liberados em
concentragdes proximas a 40 pg/mL apds 8 h, equivalente a 30% (m/v), sustentando o
potencial antimicrobiano encontrado. Verificou-se também, por exemplo, que a
liberacao da 3-O-MQ e da ACB foi em torno de 30 e 60% (m/v), respectivamente, para
os trés NCs apos 8 h de incubacao (Figura 7; P<0,05). Os resultados encontrados sao
relevantes para a terapéutica da mastite bovina, pois S. aureus ¢ uma bactéria
frequentemente isolada em infec¢des de dificil tratamento (Erskine et al., 2003; Gruet et
al., 2001; Hébert et al., 2000; Locatelli et al., 2017; Spohr et al., 2011) . A aplicacao
intramamaria de ativos antimicrobianos formulados em veiculos de liberacao gradativa
e prolongada com maior tempo de persisténcia na glandula mamaria tem sido
relacionada ao sucesso dos tratamentos de infec¢des estafilocdcicas (Cunninghan e

Klein, 2008; Fraser, 1996; Radostits et al., 2007;). Este sucesso depende do tempo de
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liberagdo, do veiculo de transporte utilizado, do tamanho das particulas dos ativos e da
capacidade de difusdo dos antimicrobianos (Radostits et al., 2007). Em contexto
semelhante, hidrogéis a base de quitosana foram investigados para aplicacdo
intramamaria, sendo associados a capacidade de ativacao da resposta imune, aceleragao
da involu¢do da glandula e ao potencial antimicrobiano contra Staphylococcus sp.

(Lanctét et al., 2017; Orellano et al., 2019).

No presente estudo, a liberacdo gradativa e a capacidade de controle do crescimento
microbiano apresentadas pelos NCs desenvolvidos mostra o potencial de uso destes
materiais na terapéutica intramamaria da mastite bovina, principalmente em sistemas
sustentaveis de producdo leiteira, mas ndo se limitando a estes. Novas abordagens
terapéuticas que substituam o uso de antimicrobianos comumente utilizados na

produgdo leiteira convencional sdo igualmente necessarias.
Microdiluicdo em caldo

Neste ensaio, os trés NCs reduziram o crescimento microbiano de todas as amostras de
SARM (isoladas de leite mastitico e ATCC 33592) ap6s 24 h de exposic¢do. Entretanto,
distintos valores de CIM foram encontrados entre os materiais desenvolvidos. Para o

NC-5:5, a CIM foi 312 pg/mL enquanto para os NCs 7:3 e NC-8:2 foram 625 pg/mL

(Figura 11).
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Figura 11. (A) Atividade bacteriana apds exposicao a diferentes concentracdes do NC-
5:5 (m/m) mostrando a CIM de 312 pg/mL e (B) atividade bacteriana apds exposicao a
diferentes concentragdes dos NCs-7:3 e 8:2 (m/m) mostrando a CIM de 625 pg/mL. A

cor rosa indica crescimento bacteriano pela metabolizacdo da resazurina e azul significa
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inibi¢do do crescimento bacteriano.

A reducdo microbiana superior encontrada para o NC-5:5 pode estar relacionada com a
maior liberagdo dos compostos fendlicos apresentada por este material nas primeiras 4 h
(Figuras 8 ¢ 9). A redug@o microbiana inferior encontrada para os NCs 7:3 e 8:2 ocorreu
para trés dos quatro isolados analisados e, portanto, esta foi considerada a concentragao
inibitoria minima (CIM). A reducao do crescimento microbiano dos NCs ¢ apresentada

na tabela 3.

Tabela 3. Reducdo no crescimento de S. aureus em diferentes concentragoes dos

nanocompositos NC-5:5, NC-7:3 e NC-8:2 (m/m).

Concentracao pg mL™’ NC-5:5 NC-7:3 NC-8:2
1250 100 100 100
625 98 97 99
312 92 50 41
156 49 0 34
80 6 0 22
40 1,6 0 2
20 0 0 0
10 0 0 0

Destaca-se que os trés NCs mostraram capacidade de reducdo da atividade microbiana
proxima a 100% na concentracdo de 625 pg/mL. Este resultado permite dizer que a
liberacdao encontrada para os ativos antimicrobianos dos NCs em 24 h foi suficiente para
inibir a atividade microbiana naquele periodo. Entretanto, destaca-se que durante 24 h
ndo houve a liberagdo total dos ativos da nanoemulsdo de macela, conforme mostrado

no ensaio de liberagdo anteriormente descrito (Figuras 8 € 9).

A presenca da nanoemulsdo de macela nos materiais foi responsavel pelas
propriedades antimicrobianas, pois ndo houve inibi¢do bacteriana pelos UNCs (dados
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nao mostrados). Em um estudo anterior, a CIM encontrada para a nanoemulsdo de
macela foi equivalente a 30 pg/mL de teor extrativo incorporado na nanoemulsdo, o
qual continha em torno de 185 pg/mL de 3-O-MQ (Pinheiro Machado et al., 2020a).
Semelhantemente, a CIM do extrato hidroalcoodlico de macela oriundo da mesma regiao
do utilizado no presente estudo foi 250 pg/mL, o qual continha 1 pg/mL de 3-O-MQ
(Fiordalisi, 2018). Esses resultados evidenciam o elevado potencial antimicrobiano da
macela em diferentes formas, i.e., extrato, nanoemulsdo aquosa e nanoemulsdao
incorporada em gel. Novos materiais com aplicagdes farmacéuticas estdo sendo
desenvolvidos visando opgoes alternativas de tratamento da mastite bovina, a exemplo
do que foi proposto no presente estudo. Nesse sentido, o desenvolvimento de géis a base
de carbopol carregados com nanoparticulas de cobre foram estudados como novos
sistemas antimicrobianos na terapia da mastite causada por S. aureus e E. coli (Krishna
et al., 2017). Os resultados encontrados pelos autores mostraram que o gel formulado
possuia atividade de liberacdo sustentada do ativo antimicrobiano, sendo capaz de
contribuir com o desenvolvimento de um gel topico contra a mastite clinica (Krishna et
al., 2017). Outros materiais desenvolvidos a base de polimeros naturais também tém se
destacado como agentes antimicrobianos eficazes contra S. aureus nas mais diversas
areas, como o nanogel de acido benzdico-quitosano carregado com 6leos essenciais de
alecrim o qual mostrou potente atividade antimicrobiana com CIM de 40 pg/mL
(Mohsenabadi et al., 2018). A mucilagem de linhaca (Haseeb et al., 2016) e a
carragenana (Lesnichaya et al., 2010) usadas como veiculos de ativos antimicrobianos
também mostraram a manutengdo da atividade antimicrobiana contra diversos tipos
bacterianos, apresentando didmetros de halo da zona de inibicdo de 20 mm e CIM entre
10 e 50 pg/mL, respectivamente. Semelhantemente, o uso empirico da mucilagem de
linhaca pos-ordenha, por exemplo, tem sido relatado em sistemas de producdo de leite

organico no Brasil, apresentando potencial anti-séptico (CPRA, 2019; Schiavon, 2011).

No presente estudo, os trés NCs mostraram-se adequados como veiculos de liberagao
gradativa dos ativos da nanoemulsdo de macela, com destaque para o NC-5:5 que
mostrou eficicia superior contra SARM isolados de leite mastitico na andlise por
microdiluicdo em caldo. Os NCs desenvolvidos representam novos produtos
farmacéuticos sustentaveis com potencial de aplicagdo em sistemas de controle
antimicrobiano. No contexto da terapéutica da mastite bovina durante o periodo seco,

destaca-se que a eficiéncia das defesas locais da glandula mamaria diminui muito
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durante a transi¢do funcional da glandula (da lactagdo a secagem) devido, em parte, a
alteragdes enddcrinas, estresses fisiologicos e desequilibrios energéticos. Este fato
colabora para que nos estagios iniciais do periodo seco as defesas do hospedeiro sejam
deficientes devido ao comprometimento da fungdo principal das células de defesa
(Sordillo, 2016). Portanto, a aplicagdo intramamadria de um material totalmente natural
com potencial antimicrobiano de acdo gradativa pode representar uma alternativa

promissora para a prevengao ¢ tratamento da mastite neste periodo.

Citotoxicidade dos compositos nao-carregados (UNCs) em células da linhagem

MAC-T

Visando o tratamento da mastite através da aplicagdo intramamaria dos NCs
desenvolvidos, os compositos ndo carregados (UNCs) foram submetidos ao ensaio de
citotoxicidade via MTT em linhagem celular epitelial mamaria bovina (MAC-T). A
avaliacdo de possiveis efeitos citotoxicos da nanoemulsdo de macela utilizada no
presente estudo foi realizada em estudo prévio no qual os autores destacaram a reduzida
toxicidade e o potencial citoprotetor desta nanoemulsdo (Pinheiro Machado et al.,
2020b). No presente estudo, a viabilidade das células epiteliais mamarias bovinas
MAC-T nao foi afetada pela exposicdo aos UNCs. Este ensaio mostrou auséncia de
toxicidade, pois resultou em uma viabilidade celular proxima de 100%. Esse resultado ¢
significante, pois sustenta o uso do composito desenvolvido a base de k-carragenana e
mucilagem de linhaca para a liberacdo de ativos em formulagdes farmacéuticas. No
contexto da terapéutica da mastite bovina, a auséncia de toxicidade desse material
permite inferir uma redu¢do dos riscos associados ao efeito pro-inflamatorio, garantindo
seguranca na sua indicacdo de uso intramamario durante o periodo seco. Destaca-se
também que um periodo seco adequado € necessdrio para garantir a producdo
sustentavel de leite e que quaisquer situagdes que interfiram na renovagdo das células
epiteliais durante este periodo podem ter efeitos prejudiciais no desempenho
subsequente da lactacdo (Sordillo, 2016). Resultados semelhantes aos do presente
estudo revelaram que as amostras de compdsitos a base de alginato-carragenana com
maior concentra¢do polimérica ndo afetaram a viabilidade da linhagem celular 1929
(Popa et al., 2011). A avaliacdo da citotoxicidade da mucilagem de linhaca também
mostrou que esse material permite uma boa viabilidade celular (= 100%), reduzindo a

viabilidade celular a 82% apenas em exposi¢do a altas concentracdes, indicando uma
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minima toxicidade deste material (Haseeb et al, 2019). Uma importante vantagem do
uso de compdsitos desenvolvidos a base de mucilagem extraida de sementes de plantas
tem sido relacionada a biocompatibilidade deste material, o qual tem mostrado inclusive

potencial para contribuir com a proliferagao celular (Urena-Saborio et al., 2018).

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a caracterizagao de
novos materiais baseados em polimeros de origem natural, k-carragenana e mucilagem
de linhaga, com propriedades adequadas para sustentar a sua aplicagdo como veiculos
de liberacdo gradativa da nanoemulsdo de macela. Os materiais desenvolvidos
apresentaram condicao de gel em temperatura proxima a 39° C, sustentaram a liberagao
prolongada dos ativos antimicrobianos da nanoemulsdo e mostraram atividade anti-
SARM, associada a auséncia de toxicidade em células epiteliais mamadrias bovinas. Os
resultados encontrados no presente estudo sdo relevantes para a terap€utica da mastite
bovina, principalmente no periodo seco, e sustentam futuras avaliagdes in vivo dos NCs

desenvolvidos.

Conclusao

Os NCs desenvolvidos a base de k-carragenana e mucilagem de linhaga
mostraram-se adequados a liberacdo prolongada dos ativos antimicrobianos da
nanoemulsdo de macela com atividade anti-SARM in vitro. Os NCs representam uma
forma farmacéutica sustentavel de liberagdo de ativos antimicrobianos, com potencial
de aplicagdo principalmente em sistemas alternativos de produc¢ao leiteira i.e. organicos
e agroecologicos. Os NCs ainda apresentam as vantagens de serem desenvolvidos
totalmente a base de materiais naturais, menos dispendiosos, biodegradaveis e
amplamente disponiveis, podendo impactar a satde, o bem-estar animal e a
sustentabilidade da producdo leiteira. Destaca-se também que as proporg¢des variadas
dos polimeros k-carragenana e mucilagem de linhaga garantiram aos NCs uma variagao

na viscosidade do produto final, capaz de flexibilizar ainda mais sua aplicagao.
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DISCUSSAO GERAL

Com o objetivo de desenvolver um produto inovador baseado principalmente
em produtos naturais, a presente tese envolveu estudos fitoquimicos e tecnologicos, em
um trabalho multidisciplinar. Os resultados encontrados mostraram que a macela
(Achyrocline satureioides) associada a sistemas nanoemulsionados sdo materiais
estaveis, com reduzido tamanho de particula (200 nm) e com alta eficiéncia de
encapsulacdo (>94%) dos compostos ativos, o que conferiu um potencial biologico
aprimorado e protecdo aos ativos. O método utilizado, i.e, homogeneizagdo de alta
pressdo, no desenvolvimento das nanoemulsdes de macela tem sido considerado muito
eficaz no desenvolvimento de nanoformulagdes, pois apresenta vantagens como: baixa
polidispersidade, melhor dispersdao de formulagdes com alta concentragdao de lipidios,
evita o uso de solventes organicos e, principalmente, possibilita o aumento de escala

para producdo industrial (Mistry et al., 2012).

As nanoemulsdes de macela mostraram elevada atividade antimicrobiana e
potencial antibiofilme contra SARM isolados de leite mastitico, com baixa toxicidade e
potencial citoprotetor em células epiteliais da glandula mamadria bovina (MAC-T). Uma
nanoemusldo em especial se destacou, NE-MLI1:5, por apresentar maior acdo
antimicrobiana quando comparada as demais formulacdes e ao extrato de macela. Nesse
contexto, destaca-se que ao desenvolver um produto nanoestruturado espera-se que
novas caracteristicas sejam também desenvolvidas, o que representa uma vantagem
desta tecnologia. Os resultados encontrados evidenciaram a importancia da condugao de
estudos de otimizagdo de nanoformulagdes visando a melhor combinacdo de
ingredientes (0leos, surfactantes e ativos), em termos de composi¢ao e proporcao destes
materiais. Esta nanoemulsdo de macela mais promissora, NE-ML1:5, foi selecionada
para os estudos subsequentes, os quais evidenciaram também a maior capacidade de
penetracdo desta formulacdo em tecido de explantes mamadrios bovinos e a redugdo da

morte celular apoptotica e necrotica das células epiteliais apds injuria oxidativa.

Apesar dos resultados encontrados mostrarem o0 maior potencial
antimicrobiano das nanoemulsdes, as diferencas encontradas nos valores de MIC entre
as formulacdes em geral e o extrato de macela ndo foram muito evidentes. Nesse

sentido, sugere-se que ao otimizar o desenvolvimento de nanoformulagdes, maior
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atencdo seja dada ao tamanho de particula obtido. Outros estudos mostraram que
melhores resultados de atividade antimicrobiana podem ser encontradas quando
tamanhos de particulas ainda mais reduzidos, em torno de 50 — 10 nm sdo acancados
(El-Sayed e Kamel, 2020). Entretanto, ¢ fundamental que se leve em consideracdo a
aplicag¢do desejada, uma vez que quanto menor o tamanho das particulas, maiores sdo os
riscos de toxicidade. Para a aplicacdo de nanoestruturas no contexto das terapéuticas da
mastite bovina deve-se buscar um equilibrio entre atividade antimicrobiana e toxicidade
celular, considerando, principalmente as células epiteliais, para ndo comprometer a

producdo leiteira.

Ainda em termos de comparacdo, maiores vantagens foram evidenciadas em
relagdo a encapsulagao/protecdo dos ativos € ao ensaio de permeagdao, nos quais a
nanoemulsdo com o extrato de macela mostrou elevada taxa de encapsulagdo e maior
capacidade de penetracdo em explantes mamarios bovinos. Estes resultados para a
terapéutica intramamaria da mastite bovina podem ser muito relevantes por permitir um
maior alcance e liberacdo controlada dos ativos antimicrobianos nos locais doentes.
Destaca-se que no desenvolvimento de nanoestruturas, elevadas encapsulagdes tém sido

consideradas fundamentais para que melhores respostas biologicas sejam alcancadas.

Dentre as formulagdes desenvolvidas, a nanoemulsio de macela mais
promissora selecionada (NE-ML1:5) foi posteriormente incorporada em compositos
hidrogéis para a adequagdao da sua viscosidade visando a liberagdo prolongada dos
ativos antimicrobianos para a aplicagdo intramamaria com foco no periodo seco. De
fato, os resultados esperados foram alcancados, mostrando que os compositos hidrogéis
desenvolvidos a base de k-carragenana e mucilagem de linhaga, com destaque para o
composito formulado com a mesma proporcdo de k-carragenana e mucilagem de
linhaga (5:5), foram sistemas eficazes de liberacao gradativa dos ativos antimicrobianos
da nanoemulsdo. O nanocompdsito 5:5 mostrou liberacdo inicial dos ativos mais rapida
e sustentada ao longo de 72 horas, o que pode ter influenciado na maior atividade
antimicrobiana encontrada para este material. E importante destacar que os compositos
hidrogéis desenvolvidos com os polimeros naturais k-carragenana e mucilagem de
linhaca apresentaram caracteristicas promissoras capazes de ampliar ainda mais a sua

aplicagdo, por exemplo, associando esses materiais a outros compostos antimicrobianos
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como o extrato de macela, outros extratos vegetais ou até mesmo com outros sistemas

nanoestruturados.

Em conjunto, no presente estudo foram desenvolvidos materiais inovadores
que representam formas farmacéuticas sustentdveis para o tratamento intramamario da
mastite bovina, contemplando principalmente sistemas alternativos de producao, como
0 organico e o agroecologico. Espera-se que estudos de desenvolvimento dessa natureza
sejam capazes de impactar a satide, o bem-estar animal e a sustentabilidade da produgao
leiteira. Dentre as estratégias avaliadas, a nanoemulsdo de macela tanto na forma liquida
quanto incorporada em composito hidrogel destacou-se como um eficaz antimicrobiano.
A formulagdo liquida, i.e., nanoemulsdo parece ser mais adequada para uso
intramamario durante a lactagdo por estar em uma forma mais prontamente disponivel.
J& os compositos carregados com a nanoemulsdo de macela, i.e., nanocompdsitos
parecem mais adequados para uso intramamario no periodo improdutivo (periodo seco)
por permitirem a liberacao gradual dos ativos. Destaca-se que estes materiais podem ter
a avaliagdo do seu uso ampliada para outros sistemas de controle microbiano. Diante
dos resultados encontrados, o potencial antimicrobiano combinado a baixa
citotoxicidade e a capacidade citoprotetora da nanoemulsao de macela garantem a sua
eficacia e seguranca para futuras avaliagdes do seu uso in vivo. Sugere-se também novos
estudos de otimizagdao da nanoemulsao visando aumentar ainda mais a concentracao do
teor extrativo e reduzir o tamanho de particula. Diante do potencial evidenciado para a
nanoemulsdo de macela, novas propostas de uso devem ser consideradas, a exemplo da
sua incorpora¢do em filmes poliméricos desenvolvidos a base de acetato de polivinila
(PVA) ou outros, visando um produto selante com ac¢do desinfetante para uso pods-

ordenha (pds-dipping).

De maneira geral, a mastite bovina ¢ a principal causa de perdas econdmicas na
atividade leiteira em todo o mundo. O uso de antimicrobianos tem sido o tratamento
mais comum em rebanhos leiteiros, mas a resisténcia microbiana se tornou um Sério
problema de saude publica. Como consequéncia, o uso inadequado de antimicrobianos
nos sistemas de produgdo de alimentos ¢ um assunto discutido criticamente, que
evidencia a necessidade urgente de substituir o uso de antibidticos por alternativas mais
eficazes e que ndo comprometam a satide em geral. Produtos naturais, principalmente na

forma de extratos nanoencapsulados tém se mostrado promissores para o
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desenvolvimento de formas farmacé€uticas antimicrobianas candidatas ao uso no
tratamento e prevencdo da mastite bovina, especialmente em sistemas de producgdo de

leite organico e agroecoldgico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os produtos desenvolvidos sdo candidatos para avaliagdo in vivo na
terapéutica da mastite bovina, uma vez que a nanoemulsao de macela e os hidrogéis de
k-carragenana e mucilagem de linhaca carregados com a nanoemulsdo, i.e.,
nanocompdsitos, representam materiais inovadores desenvolvidos a base de produtos
naturais.

Destaca-se que o tratamento intramamario da mastite bovina pelo uso dos
materiais desenvolvidos pode atender as demandas dos diversos sistemas de producao
leiteira, como o convencional, o organico e o agroecologico.

Espera-se que estudos dessa natureza sejam ainda capazes de impactar a

saude, o bem-estar social, o bem-estar animal e a sustentabilidade da produgao leiteira.

155



MATERIAL SUPLEMENTAR

Em fun¢ao do tamanho reduzido dos artigos parte da metodologia serd detalhada nesse
material suplementar, incluindo também algumas figuras e fotos dos resultados
encontrados no desenvolvimento das nanoemulsdes e nas avaliagdes da atividade
antimicrobiana e antibiofilme. Detalhes do desenvolvimento inicial de nanoemulsdes de
oleo de linhacga para posterior incorporacao do extrato de macela e avaliagdes biologicas

estao descritos a seguir.

Desenvolvimento das nanoemulsoes

Estudo de desenvolvimento e otimizacdo das nanoemulsées de linhaca (NE-L)

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de homogeneizagao por alta pressao.
Visando aperfeigcoar as condigdes de preparacdo das nanoemulsdes de linhaga (NE-L)
foram preparadas formulacdes variando as concentragdes de 6leo de linhaga (Destilaria
Bauru Lote n° DBPZRS-LNHDRPF47119-4) e surfactante Tween 80 (Sigma Aldrich).
Para isto, a fase aquosa foi vertida lentamente na fase oleosa composta por diferentes
concentragdes de dleo (1, 5 e 10 w/v) e diferentes concentragdes de surfactante tween
80 (1, 5 e 10 w/v) sob agitacdo magnética moderada por 20 minutos. Apos, a pré-
emulsdo foi transferida para um homogeneizador de alta pressdao (Homolab, FBF Italia,
Sala Baganza (Parma) — Italia) e homogeneizadas a 500 bar por trés ciclos. A Tabela
IMS mostra as condi¢des de preparacdo das diferentes formulagdes desenvolvidas. A
Figura IMS mostra o aspecto macroscopico das formulagdes. A Tabela 2MS mostra a

caracterizagao fisico-quimica das formulagdes desenvolvidas (NE-L1-11).

Tabela 1MS. Nanoemulsdes-linhaca NE-L obtidas pelo método de homogeneizagao

por alta pressao.

Composi¢io mgmL”) L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 LI0O LII

Oleo de linhaca 10 10 10 50 100 10 50 100 10 50 100
‘Tween 80 1 2 10 10 10 50 50 50 100 100 100
Agua (g.s.p) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Figura 1MS. Aspecto macroscopico das nanoemulsdes-linhaga inicialmente

desenvolvidas (NE-L1-11). L3 e L6 apresentaram separa¢ao de fases.

Tabela 2MS. Valores de tamanho de particula (nm), indice de polidispersao (PdI),

potencial zeta (PZ) e pH das nanoemulsdes-linhagca NE-L.

Parametros L1 L2 L3 14 LS Le L7 L8 L9 Li10 L11

Nm 256,4 250,7 - 2304 190,8 - 2142 202,0 197,8 202,9 1955

Pdl 028 022 - 025 018 - 021 022 0,19 020 0,25
PZ (mV) -40,2 - =315 327 - -30,0 -27,6 -23,7 -25,5 -249

pH 5,2 - 5,6 5,6 - 5,6 5,6 5,6 5,6 5,7

*As formulagdes L3 e L6 apresentaram separagdo de fases logo apds o
desenvolvimento.

Destas, foram selecionadas em funcdo da sua composicao 4 formulacdes-base (L2, L4,

L7 e L8) para a incorporagao do extrato de macela em diferentes concentragdes (n=10).
Preparacao das nanoemulsoes de linhaca contendo extrato de macela NE-ML

As nanoemulsdes de linhaga contendo extrato de macela (NE-ML) foram preparadas
por homogeneizacao por alta pressdo, usando as condigdes de preparacdo descritas no
estudo de desenvolvimento e otimiza¢ao das nanoemulsdes de linhagca NE-L. Com base

nos resultados desse estudo, as formula¢des L2, L4, L7 e L8 foram selecionadas. Para
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obter as nanoemulsdes contendo o extrato de macela NE-ML, solu¢des extrativas que
foram previamente submetidas a evaporacdo sob pressdo reduzida para remover o
solvente extrator, foram incorporadas as nanoemulsdes de linhaga NE-L, conforme
metodologia descrita anteriormente. O extrato de macela foi entdo adicionado a fase
oleosa em diferentes concentragdes (20, 15 e 5%, v/v) para cada formulagdo e as
nanoemulsdes foram preparadas vertendo a fase aquosa na fase oleosa. A Tabela 3MS
mostra as condi¢des de preparacdo das diferentes NE-ML desenvolvidas. A figura 2MS

mostra o aspecto macroscopico das formulagdes desenvolvidas (NE-ML1-10).

Tabela 3MS. NE-ML (1-10) obtidas pelo método de homogeneizagdo por alta pressdo,
preparadas com 20%, 15% e 5% (v/v) de extrato.

Composicio (mgmL”’) ML1 ML2 ML3 ML4 ML5 ML6 ML7 MLS8 ML9 ML10

Oleo de linhaga 10 50 50 50 50 50 50 100 100 100
Tween 80 2 10 10 10 50 50 50 50 50 50
Extrato de macela 2,5 0,6 1,8 2,5 0,6 1,8 2,5 0,6 1,8 2,5
Agua (q.5.p) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Figura 2MS. Aspecto macroscopico das nanoemulsdes-macela desenvolvidas (NE-

ML1-10).

Tabela 4MS. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes-macela NE-ML obtidas

pelo método de homogeneizagao por alta pressao.

Parametros ML1 ML2 ML3 MIL4 ML5 ML6 ML7 MLS8 ML9 ML10
Nm 2423 2444 237,0 2379 2174 2123 219,0 211,5 242,5 2075

Pdl 0,18 0,20 0,17 0,21 0,19 0,19 021 025 0,15 0,25
PZ(mV) -37,8 -449 -41,8 -304 -38,9 -36,9 -27,2 -36,0 -385 -35,1
pH 5,3 4,8 4,8 4,9 4,6 4,7 4,9 4,7 4,7 5,0

Assim, das 10 formulagdes desenvolvidas foram selecionadas para estudos posteriores

as 4 formulagdes com maiores teores de extrato de macela que mantiveram-se estaveis e
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apresentaram as caracteristicas fisico-quimicas desejadas (NE-ML1,4,7,10). A tabela
3MS mostra a composi¢do das formulacdes selecionadas desenvolvidas contendo o
extrato de macela NE-ML1,4,7,10. A figura 3MS mostra o aspecto macroscopico das

formulagdes.

Tabela SMS. Composicdo das nanoemulsdes-macela ML selecionadas desenvolvidas

pelo método de homogeneizacao por alta pressdao (HAP).

Composicio (mgmL') ML1 ML4 ML7 MLI10

Oleo de linhaga 10 50 50 100
Tween 80 2 10 50 50
Extrato de macela 2,5 2,5 2,5 2,5
Agua (q.5.p) 100 100 100 100

Figura 3MS. Aspecto macroscopico das nanoemulsdes-macela selecionadas e suas

respectivas nanoemulsdes-linhaga (NE-L e NE-ML 1, 4, 7, 10).

Atividade antimicrobiana in vitro

Bactérias planctonicas

As NE-L e NE-ML foram testadas contra uma cepa padrao de S. aureus ATCC 25923 e
ATCC meticilina-resistente 33592 ¢ seis isolados de leite mastitico resistentes a
meticilina (SAMR) coletados no sul do Brasil pertencentes a Bacterioteca do

Laboratério Integrado de Bioquimica e Produtos Naturais.

Para avaliar a atividade antimicrobiana das NE-L e NE-ML contra bactérias
planctonicas foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo (The Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2016). Para cada NE-L foram testadas oito diferentes
concentragdes variando de 50 a 0,38% (v/v) contra cada isolado (n = 8). Para cada NE-

ML foram testadas também oito diferentes concentracdes, variando de 10 a 0,78% (v/v).
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Dilui¢des das nanoemulsdes foram preparadas em 100 pL de caldo Muller-Hinton. A
densidade populacional inicial do indculo foi padronizada através do controle de
turbidez equivalente a uma solugdo padrio de McFarland 0,5 (contendo 10" a 10* UFC
mL™"). Apés dilui¢do, 10 pL do padrio de inoéculo bacteriano correspondendo a 10°
UFC mL™" foram adicionados aos pogos das microplacas e incubados a 37 °C por 24 h.
Para comparacdo, os veiculos utilizados na preparaciao das formulagdes foram testados
nas mesmas concentracdes, assim como o 6leo de linhaga e o extrato bruto de macela. A
concentragdo inibitoria minima CIM50 e CIM90 (Schwarz et al., 2010) foi determinada
como aquela concentracdo que ndo apresentou crescimento visivel, a qual foi
confirmada pela adicao de 50 pL do corante resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3 ona
10-6xido) (100 pg mL™). Neste caso, as células metabolicamente ativas sdo capazes de
reduzir a resazurina de colora¢dao azul a resorufina de coloracao rosa. Essa redugdo €

proporcional ao numero de células metabolicamente ativas existentes.

Figura 4MS. Imagem representativa da ac¢do da resazurina indicando a CIM da
nanoemulsdo de macela (A), do 6leo de linhaga (B) e do extrato de macela (C). 1=caldo

+ ativo + in6culo; 2=caldo + in6culo; 3=controle negativo caldo + ativo e apenas caldo.

Adicionalmente, uma aliquota do conteido dos pocgos foi retirada e semeada em placa
de Petri estéril contendo dgar BHI. O re-plaqueamento foi realizado nos pogos da
concentracdo que a adicao da resazurina ndo revelou crescimento bacteriano (CIM) bem
como das duas concentragdes acima, quando possivel. As placas foram incubadas por
24 h a 35+ 0,2°C (Figura SMS). Apos esse periodo, o nimero de colonias em cada uma
das placas foi determinado e a reducdo do crescimento bacteriano foi calculada
comparando-se o crescimento bacteriano que indicou acdo bacteriostatica com o

controle inicial do inéculo (UFC mL™) (Smith-Palmer, Stewart e Fyfe, 1998).
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Figura SMS. Imagem representativa do re-plaqueamento dos pogos correspondentes a
concentragcdo em que a adi¢ao da resazurina ndo revelou crescimento bacteriano (CIM;

A) bem como das duas concentracdes acima, respectivamente (B e C).

Atividade antibiofilme

Com base nos resultados das propriedades fisico-quimicas do estudo de estabilidade e
da CIM, a formulacdo NE-ML4 constituida de 2,5 mg mL™" de extrato de macela, 10 mg
mL" de tween e 50 mg mL™" de 6leo de linhaga, foi selecionada para ser utilizada nos

ensaios antibiofilme in vitro.

Avaliagdo da formacdo de biofilme

Inicialmente, a cepa padrao ATCC 25923 de S. aureus ¢ isolados de SAMR (Tabela 3)
de leite mastitico (n=8) foram avaliadas quanto a formagdo de biofilme em microplaca
de 96 pocos de acordo com a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2007) com
modifica¢des. Para isso, estas foram incubadas em caldo triptona de soja (TSB - Tryptic
Soy Broth) suplementado com 1% de glicose a 35 °C. Apos 24 h, a cultura foi diluida
em meio TSB para aproximadamente 1,5 x 10° UFC, equivalente a 0,5 na escala de
MacFarland. Uma aliquota de 200 pL da cultura foi semeada em quadruplicata em
microplacas de 96 pogos. Pogos contendo apenas TSB foram considerados como
controle negativo. As placas foram entdo incubadas por 48 h, e posteriormente lavadas
trés vezes com PBS estéril (pH 7,4) e secas a temperatura ambiente. Aos pocos foi
adicionado metanol (200 pL), por 15 minutos, para posterior coloracdo com cristal
violeta (2% m v™'). Apds 20 min, as placas foram lavadas uma vez com PBS para a
remocao do excesso de corante e 200 pL de acido acético 33% foi adicionado. Uma
aliquota (150 pL) foi transferida para uma nova placa para a leitura da densidade optica
a 570 nm (Babsystems, MultiSkan EX). Os isolados foram entao classificados se OD <
ODc = ndo produzem biofilme; ODc < OD < 2xODc = fracas produtoras de biofilme;
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2x0Dc<OD<4x0ODc = moderadas produtoras de biofilme; 4xODc<OD = fortes
produtoras de biofilme. Para a determinagdo da atividade antibiofilme da formulacao
NE-MLA4, foram selecionadas as linhagens fortes e moderadas produtoras de biofilme

(n=4) além da ATCC 25923.

Prevencao da formacgdo de biofilme

De acordo com os passos descritos acima, a cultura de S. aureus cultivada em 48 h foi
diluida em caldo de tripsona de soja (TSB) fresco na concentracdo de 1,5 x 10® UFC
(0,5 escala MacFarland). Uma aliquota (200 pl) de cultura diluida foi adicionada a
microplaca. Diferentes concentragdes da NE-ML4 (25, 10 e 5% v/v) foram adicionadas
aos pogos com e sem inodculo. Foram incluidos nos testes os controles negativos (caldo
TSB) e positivo (indculo sem adicdo de NE-ML4). A placa foi incubada a 35 £ 0,2 °C
por 48 h. As lavagens e a coloragdo foram feitas pelo método mencionado

anteriormente.

Figura 6MS. Imagem ilustrativa da etapa de coloragdo dos biofilmes expostos
concomitantemente a nano-emulsdo macela nas concentragdes de 50, 10, 5 % v/v.
Controle + = controle do indculo; Controles - = controle da nanoemulsio e do meio.

NE-ML (%, v/v) Controlle positivo Conl:rcde1 negativo

A percentagem de inibicdo do crescimento do biofilme foi determinada pela leitura da
absorbancia a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax® 190
Microplate Reader from Molecular Devices Corp.) e através da seguinte formula: IB
(%) =[1 - (AT / AI) X 100, onde IB ¢ a inibicdo do crescimento de biofilme, AT ¢ a
absorbancia média das concentra¢des de nanoemulsio testadas com indculo subtraido
do valor de absorbancia das mesmas concentragcdes de nanoemulsdao sem a adigdo de

inoéculo e Al é a absorbancia média do controle crescimento de biofilme. A
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concentragdo minima inibitéria do biofilme (CMIB) foi considerada como a
concentragdo na qual a absorbancia < controle negativo (Pettit et al., 2005; Sandoe et

al., 2006).

Erradicagdo do biofilme formado

A atividade antibiofilme foi avaliada em biofilme pré-formado por 48 h. Depois desse
periodo, o meio de cultura dos pogos contendo biofilme foi removido e imediatamente
trocado por meio novo (controle) ou por meio contendo diferentes concentragdes (80,
50, 25, 12 e 5% v/v) da formulagdo NE-ML4. Um controle negativo contendo somente
meio foi também incluido nos testes. Os biofilmes foram reincubados por 24 h a 35°C e
posteriormente corados com cristal violeta (2%). A absorbancia foi entdo medida

conforme descrito anteriormente.

Figura 7MS. Imagem ilustrativa da etapa de coloracdo dos biofilmes pré-formados
visando a sua erradicagdo ap0ds exposi¢ao a nanoemulsdo de macela nas concentragdes

de 80, 50, 25, 12 e 5% v/v.

NE-ML (%, v/v) Controle
80 50 25 12 5 positivo  Controle negativo
| | 1

A concentracdo em que os biofilmes ja estabelecidos apresentaram remocao > 70% do
fundo dos pocos tratados foi determinada como a concentracdo minima de erradicagdo
de biofilme CMEB (Muli and Struthers 1998; Ceri et al. 1999). A CMEB foi
confirmada também pela adi¢do do corante resazurina para possibilitar uma correlagao
entre a biomassa do biofilme com a atividade metabolica das células bacterianas

vidveis. Os resultados foram expressos como porcentagem.
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Figura 8MS. Imagem ilustrativa da etapa de adicdo de resazurina aos pogos com
biofilmes pré-formados apds exposicao a nanoemulsdo de macela nas concentragdes de

80, 50, 25, 12 e 5% v/v. * Ci = controle do in6culo.

NE-ML (%, v/v) Controle

80 50 25 12 5 positivo Controle negativo
I A L

I " LR 1
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