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1 Introducao

A mastite bovina ¢ uma das principais afec¢des que acomete as produgdes leiteiras,
caracterizando-se como uma inflama¢do na glandula mamaria desencadeada por diferentes
fatores, sendo a de origem bacteriana a mais habitual. Entre os principais agentes etioldgicos
destaca-se o Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. € Escherichia coli (Gouveia, 2022).
Esse processo além de causar prejuizos econdmicos aos produtores, devido a reducdo da
producdo e da qualidade do leite, também colabora para um maior indice de resisténcia
microbiologica devido ao uso inadequado dos farmacos antimicrobianos (Scatamburlo, 2025).

A nanotecnologia ¢ uma ferramenta atual que vem crescendo no ramo cientifico por ter
uma ampla gama de vantagens e aplicagdes nos sistemas de administracao de farmacos a partir
de nanoparticulas, visto que, possuem propriedades para estabilizar ativos e aprimorar sua agao.
Além disso, seu uso juntamente com a fitoterapia sao alternativas promissoras na prevengao da
resisténcia microbiana, uma vez que existe uma grande diversidade de principios ativos
oriundos de plantas, com potencial terapéutico (Tomanic¢, 2023).

Entre as espécies vegetais de interesse, destaca-se a Aloysia gratissima, nativa da
América e utilizada popularmente em diferentes tipos de afecgdes. Possui em sua composi¢ao
principios ativos que apresentam efeitos anti-inflamatorios e antibacterianos (Souza, 2022).
Diante disso, seu uso como extrato veiculado por um sistema nanoestruturado pode ser util no

controle antimicrobiano, auxiliando na redu¢do da enfermidade da mastite bovina.
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2 Objetivos
Desenvolver uma nanoformulagdo contendo extrato de Aloysia gratissima, verificar sua
toxicidade e seu efeito antimicrobiano sobre bactérias isoladas da glandula mamaria de bovinos

leiteiros.

3 Metodologia

As folhas de Aloysia gratissima foram coletadas no municipio de Uruguaiana, Rio
Grande do Sul. A planta foi seca na sombra em temperatura ambiente por 1 semana. ApoOs esse
periodo, foram armazenadas a uma temperatura de -4°C. A producao dos extratos foi realizada
pelo método de hidrodestilacao, utilizando como método de delineamento um arranjo fatorial
triplo (3 x 3 x 3), resultando na obtencao de 27 tipos diferentes de extratos. O primeiro fator
considerado foi o solvente: etanol, dgua e agua+etanol (hidroalcodlico). O segundo fator foi a
concentragdo: 1, 3 e 5 g%, correspondendo as concentragdes de 10, 30 e 50 mg/mL. O terceiro
fator foi o tempo de extragdo, correspondendo aos tempos de 15, 30 e 60 minutos.

Na sequéncia foi realizado o teste da CIM pelo método de microdilui¢do em placa
(CLSI, 2008), na qual testou todos os extratos em triplicata a partir da adi¢do de 100 uL de
caldo Mueller Hinton (MH), 100 puL de extrato nos primeiros pogos, na qual sucedeu a diluicao
seriada para os demais, seguida da adigdao 10 puL de bactéria. Apos isso, as placas foram
incubadas e depois lidas na leitora de microplacas. Ao total foram testadas 10 cepas bacterianas
de S. aureus isoladas de casos de mastite bovina, cedidas pela USP.

Para a confirmacao da CIM, foi adicionado 15 pL de resazurina em todos os pocos da
microplaca, incubando-se novamente. Devido a sua funcdo, foi possivel observar qual poco
inibia a bactéria pela menor quantidade de extrato possivel. Apos isso, procedeu-se com a CBM,
com o auxilio de uma alga de platina, o conteudo dos pogos foi semeado para placas de Petri e
incubadas para confirmag¢do da auséncia de crescimento bacteriano.

Para a avaliacao do biofilme, foram selecionados os 3 melhores resultados dos testes
anteriores para definir as concentragcdes dos componentes. As cepas foram cultivadas,
padronizadas e adicionadas as microplacas contendo TSB com 1% de glicose e os extratos, em
triplicata, seguindo a metodologia de Notcovich et al, (2018). Para verificar a capacidade do
extrato erradicar o biofilme j& formado, o teste foi refeito, com a modificagdo de que o extrato
s foi adicionado apds a incubagdo da microplaca por 24 horas.

Os testes de toxicidade foram realizados por meio da coleta de sangue da propria
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pesquisadora. As amostras foram centrifugadas para a retirada do plasma e as hemacias foram
lavadas com solugdo salina. Apds isso, foi preparada a suspensdo de 10% de hemacias, a qual
foi tratada com o extrato de Aloysia gratissima, na concentragdo de 1, 3 e 5 gramas com o0s
solventes etanol, dgua e o hidroalcoolico, e também, os controles positivo (agua) e negativo
(salina). Foram incubados e centrifugadas novamente e transferidas para uma microplaca para
serem lidas em uma absorbancia de 540 nm.

As nanocapsulas foram preparadas pela deposicao interfacial de polimero pré-formado,
conforme descrito por Fessi et al., (1989). Preparou-se a fase organica e a fase aquosa utilizando
o agitador magnético. Apds isso, a fase organica foi adicionada sobre a fase aquosa,
permanecendo sob agitagdo, promovendo a formagao das nanoparticulas. Ao final, o solvente
foi removido por evaporador rotatorio. As nanocéapsulas foram preparadas na concentragdo de
0,29 mg/mL.

4 Resultados e Discussiao

Os resultados demonstraram que os extratos de Aloysia gratissima obtidos a partir de
etanol apresentaram uma CIM e CBM menor comparado aos outros solventes, aquoso e
hidroalcoodlico, indicando uma agdo antimicrobiana maior contra isolados de mastite bovina.
Esses achados demonstram que o tipo de solvente ¢ um fator que influencia diretamente a
atividade microbiologica, fato confirmado pela andlise de Kruskal-Wallis, que demonstrou
diferenca significativa entre os solventes, tanto para na CIM (p < 0,001) quanto para a CBM (p
<0,001).

Os resultados obtidos corroboram com o estudo de Santos et. al. (2013), visto que
observaram atividades antimicrobianas em oOleos essenciais da mesma espécie de planta
utilizando também suas folhas, porém os testes nas flores, notou-se uma maior eficiéncia. Esse
efeito foi atribuido aos compostos da planta, principalmente pelos sesquiterpenos.

Na avaliagdo do biofilme utilizando o extrato etandlico, o tempo de extragdo ndo
apresentou influéncia significativa (y* = 3,78; p = 0,151). Ja na avaliacao de erradicacdao, com
o biofilme pré-formado os resultados obtidos foram menores, variando de 2,32% a 10,3% em
média, porém o tempo de extracao influenciou seu efeito (y* = 7,13; p = 0,028), pois o extrato
de 30 minutos apresentou uma maior capacidade de erradicagao quando comparado ao extrato
de 60 minutos (p = 0,003).

Nos estudos de Nostro et al. (2007) observa-se resultados semelhantes em testes com
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6leo essencial de orégano contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
resultando tanto na inibi¢gdo como na erradicagdo do biofilme pré-formado. Para a erradicacio
foi preciso de uma quantidade maior do que para a inibi¢do, evidenciando uma maior resisténcia
dos biofilmes, corroborando com os resultados do presente estudo.

Os ensaios da hemolise apresentaram como melhores resultados os extratos etandlicos,
pois a maioria resultou em nao toxico, € apenas um dos testes obteve resultado inconclusivo. O
extrato hidroalcoolico também foi satisfatorio, com apenas alguns tdxicos e os extratos aquosos
tiveram um predominio de resultados indicativos de toxicidade.

A nanoformula¢do ndo apresentou atividade inibitéria com base nas condi¢des
avaliadas. Esse resultado pode estar relacionado a diluicdo dos componentes, visto que, a
concentragdo do extrato livre apresentava concentracdo de 50 mg/ mL, e a nanoformulagdo
apresentava 0,29 mg/mL, correspondendo aproximadamente uma concentracdo 172 vezes
menor que a do extrato livre. Dessa forma, essa baixa atividade pode estar relacionada a baixa
quantidade de extrato encapsulado indicando a necessidade de ajustes metodoldgicos no
processo da nanoformulacdo, para que resulte em uma maior concentracdo e, portanto

resultados satisfatorios.

5 Conclusao

E possivel concluir que a Aloysia gratissima apresenta agdo antimicrobiana contra cepas
de S. aureus, isolados de mastite bovina. O fator solvente demonstrou que o etanol apresentou
o melhor efeito antimicrobiano em relagdo aos demais solventes. O fator tempo de extracao
também foi um fator determinante, visto que, a exposi¢do por 15 minutos proporcionou
resultados mais satisfatorios comparado aos tempos de 30 e 60 minutos. Da mesma forma,
concentracdo de folhas utilizadas para o preparo do extrato demonstrou que a propor¢ao de 5
g% apresentou maior eficacia antimicrobiana. Na avaliacdo do biofilme, o extrato etanolico
apresentou inibi¢do, porém sem diferenca significativa entre os tempos de extracdo. J& na
erradicagao do biofilme pré-formado, observou-se influéncia no tempo, com maior grau de
erradicagdo no tempo de 30 minutos. Quanto a toxicidade, os extratos etanolicos apresentaram
menor potencial hemolitico. Por fim, a nanoformulagdo nao apresentou eficacia antimicrobiana
na concentragdo em que foi desenvolvida, requerendo ajustes metodoldgicos em seu preparo.
Em suma, ¢ possivel concluir que extratos de Aloysia gratissima apresentam resultados

promissores como alternativa no combate & mastite bovina.
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