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RESUMO

LIMA, Samia, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012. Salvinia
auriculata: uma alternativa para o tratamento da mastite bovina. Orientadora:
Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Andréa de Oliveira Barros Ribon e
Gaspar Diaz Mufioz.

No Brasil, a producgdo de leite € uma atividade cada vez mais competitiva. Portanto, €
importante quantificar e qualificar os fatores que podem influenciar nesta produgéo,
buscando maior ganho, na tentativa de suprir a demanda nacional. A mastite bovina é
uma infec¢do intramamaria causada principalmente por bactérias e que causa grande
prejuizo econdmico para o produtor. O tratamento da doenca é baseado em uso de
antibiéticos, porém estudos tém buscado novas alternativas de combate, devido ao
aumento da incidéncia de resisténcia aos medicamentos empregados. Medicamentos
de origem vegetal tém sido cada vez mais reconhecidos como uma alternativa para
antibioticos produzidos industrialmente. Plantas aquaticas, em especial, tém atraido o
interesse de pesquisadores por mostrarem resultados promissores como agentes
antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana da
planta Salvinia auriculata e do sabonete de ervas formulado com o extrato desta
planta. A macrdfita foi coletada em Vicosa, no campus da Universidade. As raizes
foram secas e submetidas a extragdo com o solvente hexano. O extrato obtido foi
submetido a uma coluna cromatografica e dois compostos foram isolados
(estigmasterol e 3 p-Friedelinol), pertencentes a classe de terpenos. As estruturas
moleculares foram determinadas por meio dos respectivos dados espectrais (RMN *H
e °C). Neste estudo, o sabonete de ervas demonstrou bons resultados in vitro assim
como in vivo ,através da lavagem das mdos de um ordenhador. Logo, o sabonete
demonstra ser um bom antisséptico podendo ser usado na lavagem das méos do
ordenhador e no local da ordenha, a fim de manter a higiene e reduzir os agentes
causadores da doenca, pois a falta de higiene expde as superficies do Ubere da vaca

as infecgdes ocasionando a mastite bovina.



ABSTRACT

LIMA, Samia, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2012. Salvinia
auriculata: an alternative for the treatment of bovine mastitis. Adviser: Marisa
Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Andréa de Oliveira Barros Ribon and Gaspar
Diaz Mufioz.

In Brazil, production of milk is an increasingly more competitive. Therefore it is
important to quantify and qualify the factors that can influence this production,
seeking greater profit, in an attempt to meet the national demand. Bovine Mastitis is
a intramammary infection caused mainly by bacterias and causes great economic loss
to farmers. The treatment of disease is based on antibiotics, but new studies have
sought alternative treatment because of the increased incidence of resistance to the
drugs traditionally used. Medicinal plant drugs have been increasingly recognized by
the scientific community as an alternative to antibiotics produced industrially.
Aquatic plants, in particular, have attracted the interest of researchers for showing
promising results as antimicrobial agents The aim of this study, was evaluated the
antimicrobial potency of the plant Salvinia auriculata and a herbal soap formulated
with hexanic extract of this plant. The macrophyte was collected in Vigosa, in the
University campus. The roots were dried and subjected to extraction with hexane.
The extract was submitted to a chromatographic column and two compounds were
isolated (stigmasterol and 3-p Friedelinol) belonging to the class of terpenes. The
molecular structures were determined by means of their spectral data (1H and 13C
NMR). In this study, the herbal soap demonstrated good results in vitro as well as in
vivo. The herbal soap formulated with Salvinia demonstrated high potency against
skin flora and indicates the potential of the plant as excipient in the production of
antiseptic soaps for combating skin infections especially in the tropics. These

findings have high economic, industrial and medical significance.



1. INTRODUCAO
RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

No Brasil, a producdo de leite é uma atividade cada vez mais competitiva.
Portanto é importante quantificar e qualificar os fatores que influenciam nesta
producdo, buscando maior ganho, na tentativa de suprir a demanda nacional
(Coldebella et al., 2004).

O fator que mais contribui para as perdas econdmicas da cadeia produtiva do
leite é a mastite bovina. Esta inflamacdo na glandula mamaria é atualmente um dos
principais problemas que comprometem o gado e que traz sérios problemas para a
pecudria leiteira ocasionando graves prejuizos, quer seja pela diminuicdo da
producdo de leite, quer seja pela perda dos rebanhos afetados. A elevada ocorréncia
dos casos de mastite bovina e as perdas econdmicas decorrente principalmente da
diminuicdo da producéo lactea fazem com que esta enfermidade seja considerada a
mais dispendiosa nas propriedades leiteiras (Silva et al., 2009).

O impacto da mastite vai com o leite além dos portdes da fazenda. Mudancas
na composicdo do leite (reducdo em calcio, fosforo, proteina e gordura, e aumento
em sddio e cloro) reduzem sua qualidade. Além disso, 0s antibioticos usados para
tratar mastite € uma preocupacdo importante para a industria e para a satde puablica.
A presenca de residuo de antibiotico no leite interfere com o processo de
manufaturacdo de muitos produtos lacteos (queijo e outros produtos fermentaveis).
Sabores indesejaveis reduzem o valor dos produtos lacteos e a presenca de
antibioticos mesmo sendo de niveis baixos pode causar problemas de satde nos
consumidores (Tozzetti et al., 2008).

O tratamento de infecgdes intramamarias bovinas é baseado em uso de
antibidticos, porém alguns patégenos tornaram-se resistentes a maioria desses, 0 que
limitou as opcBes de tratamento. Isso reforca a necessidade de encontrar novos
antimicrobianos para o tratamento da mastite bovina (Lacasse et al., 2008).
Medicamentos de origem vegetal tém sido cada vez mais reconhecidos pela
comunidade cientifica como uma alternativa, e em especial plantas aquaticas tém se
mostrado como fontes promissoras de agentes antimicrobianos (Ozbay et al., 2009).

Salvinia auriculata é uma planta aquatica livre e flutuante muito comum em
agua doce, nativa da América do Sul e que se propaga vegetativamente por brotacdes

(Kissmann, 1997; Lorenzi, 2000; Peixoto et al., 2005). Em estudos preliminares



realizados com o extrato hexanico das raizes observou-se halos de inibigdo de 22 mm
com concentracado inibitéria minima de 0,3 mg/mL e diminuicdo da viabilidade de no
minimo 90% para células de S. aureus (Rossi et al., 2011).

Em face do que foi exposto acima, o presente trabalho pretendeu avaliar o
estudo fitoquimico do extrato hexanico de folhas e raizes coletadas na lagoa do
campus UFV ao longo do ano de S. auriculata e a possibilidade de uso do extrato

como cosmecéutico para tratamento de mastite bovina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia do leite

A cadeia produtiva do leite é uma das mais importantes da agroinddstria
brasileira. No Brasil, a produgdo de leite gira em torno de 28.700 milhdes de litros
por ano. De acordo com dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), 21.900 milhdes de vacas foram ordenhadas, em 2009, a¢do que resultou
numa produtividade na ordem de 1.307 litros por animal neste periodo.

Com base nos dados da Embrapa (2009), Rond6nia é lider em produtividade
no setor agropecuario leiteiro nacional. O estado é responsavel pela producdo anual
de 747 milhdes de litros de leite, 0 que resulta em uma média de 487 litros da bebida
por habitante por ano.

Apesar de ser o sexto maior produtor mundial de leite, a participagéo do Brasil
no volume total comercializado mundialmente gira, apenas, em torno de 5%, com
grande parte dessa producdo sendo consumida no mercado interno (Secex, 2010). No
contexto mundial, o Brasil era considerado um pais importador de produtos lacteos.
Essa realidade comegou a mudar a partir do ano de 2004, quando a balanca comercial
do setor passou a ser superavitaria. Poréem, devido a crise econdmica mundial e a
valorizacdo do Real, a balanca comercial do setor lacteo fechou o ano de 2009 em
déficit (Secex, 2010), ao mesmo tempo em que o principal importador de leite em po
brasileiro, a Venezuela, reduziu a compra deste produto (Ceapa — Esalg/USP, 2010).

Segundo dados da Embrapa (2010), mais de 50% da éarea total do Cerrado
brasileiro esta ocupada por pastagens e 0s estados com as maiores areas Sao
respectivamente: Minas Gerais, Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Bahia. No total dessa &rea de Cerrado, encontram-se 35% do rebanho bovino
nacional. Para a pecuaria de leite, além do grande potencial produtivo, as principais
industrias de laticinios do pais tém unidades nesta regido.

Existe um aumento na demanda global para a producdo de leite de alta
qualidade, devido a exigéncia do consumidor por maior seguranca alimentar
(Monardes, 2004). A qualidade do leite pode ser definida em termos de sua
integridade, caracteristicas fisicas, deterioracdo microbioldgica e presenca de
patdgenos (Dirr, 2004). A qualidade do leite in natura é influenciada por muitas
varidveis, entre as quais se destacam fatores zootécnicos associados ao manejo,

alimentacdo e potencial genético dos rebanhos, além dos processos envolvidos na



obtencdo e armazenagem do leite. Uma das causas que exerce influéncia
extremamente prejudicial sobre a composicao e as caracteristicas fisico-quimicas do
leite € a mastite bovina. A doenca resulta em um aumento na contagem de células
somaticas (CCS), podendo ser diagnosticada através de métodos como California
Mastitis Test (CMT). Esse aumento influencia negativamente a composicao do leite,
a atividade enzimatica, o tempo de coagulacdo, a produtividade e a qualidade dos
derivados lacteos. A mastite também provoca alteragdes nos trés principais
componentes do leite: gordura, proteina e lactose (Kitchen, 1981; Miller, 2002).

A perda de producdo causada pela mastite bovina pode ser drastica,
especialmente quando se infectam uma porcentagem significativa do rebanho. A
doenca pode reduzir em até 50% a producéo de leite, diminuindo a vida produtiva da
vaca e havendo perda de 15% de leite por vaca (Oliveira et al., 2011).

2.2. Mastite bovina

Mastite € uma inflamacao da glandula mamaria que acomete grande parte do
gado leiteiro mundial, sendo um fator de limitacdo para a producdo de produtos
lacteos, influenciando nas propriedades fisico-quimicas e alterando a qualidade do
leite (Zafalon et al., 2008). A principal forma de manifestacdo desta enfermidade é
causada por bactérias, mas outros micro-organismos ou até mesmo choques e lesdes
podem causar esta inflamacdo (Tozzetti et al., 2008). Em estudo realizado por
Holanda Junior e colaboradores (2005), foi feito um levantamento de perdas
ocasionado pela mastite em rebanhos da regido de Araxa, Minas Gerais. Os
pesquisadores  constataram que o0 custo fora de aproximadamente
U$126,00/vaca/ano, na qual 75% desse total fora decorrente da reducdo da producgao
provocada pela mastite.

O impacto da mastite vai com o leite além dos portbes da fazenda. Mudancas
na composicdo do leite (reducdo em calcio, fosforo, proteina e gordura, e aumento
em sadio e cloro) reduzem sua qualidade. Além disso, o antibidtico usado para tratar
mastite € uma preocupacdo importante para a industria e para a sadde publica. A
presenca de residuos de antibidticos no leite interfere com o processo de
manufaturacdo de muitos produtos lacteos (queijo e outros produtos fermentaveis),

além disso, sabores indesejaveis reduzem o valor dos produtos lacteos e a presenca



de antibidticos mesmo sendo de niveis baixos pode causar problemas de saide nos
consumidores (Tozzeti et al., 2008).

Com relagdo ao diagnostico, as infeccBes da glandula maméaria podem
apresentar-se sob duas formas, a clinica e a subclinica. A mastite clinica é
reconhecida por perceptiveis anomalias no leite, como presenca de grumos, € no
Ubere, como vermelhiddo e inchago. A doenca é usualmente local, mas pode se
tornar sistémica em animais imunossuprimidos (Hillerton e Berry, 2005). Na forma
subclinica ndo se observam alteracGes macroscopicas e sim alteracdes na composicao
do leite; portanto, ndo apresenta sinais visiveis de inflamagdo do Ubere (Ribeiro et
al., 2003). A forma subclinica é normalmente a mais prevalente, sendo responsavel
por aproximadamente 70% das perdas, podendo reduzir a secrecdo de leite em até
45% (Muller, 2002).

Quanto as bactérias isoladas de animais com mastite contagiosa na forma
clinica e subclinica, a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus é uma das
principais, com taxas de isolamento variaveis, sendo responsavel por produzir uma
gama de fatores de viruléncia que contribui para a patogénese. S. aureus esta
comumente associada a infecgdes cronicas, possivelmente devido a capacidade da
bactéria em viver intracelularmente (Hebert et al., 2000). Estudos mostram que
variam também em decorrente da forma clinica (44%) ou subclinica (26%) (Martins
et al., 2010). Contudo, outras bactérias gram-positivas (Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis) e gram-negativas (Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens)
também foram isoladas em animais infectados (Hillerton e Berry, 2005).

Muitas infeccBes cronicas sdo associadas com o crescimento bacteriano na
forma de colbnias aderentes envolvidas por uma grande matriz de
exopolissacarideos, constituindo um biofilme (Cucarella et al., 2004). Devido a sua
forma agregada, biofilmes ndo séo suscetiveis a fagocitose por macréfagos e tornam-
se resistentes a alguns antibioticos (Monzon et al., 2001; Monzon et al., 2002).
Vaérios relatos mostram que a formacdo de biofilmes é um fator chave no
estabelecimento e persisténcia de infeccdes causadas por S. aureus, E. coli e S.
agalactiae em humanos e animais . Estudos comprovaram que a colonizacdo e a
formacdo de biofilme durante o curso da mastite bovina podem aumentar a

dificuldade em se combater a infeccao (Brouillette et al., 2005).


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&ei=3b8_Spe_Nc-ktwfAs6wT&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Serratia+marcescens&spell=1

O tratamento da mastite bovina € através da administracdo de antibidticos e é
um dos fatores de impacto econdmico na producéo leiteira, representado pelos custos
de medicamentos, mdo-de-obra e descarte do leite. Na préatica, é realizado por via
sisttmica ou por via intramamaria. A via intramaméria € a mais utilizada por
apresentar menores efeitos colaterais, maior facilidade de aplicacdo e menor custo
(Oyarzabal et al; 2011).

Os antibidticos do grupo dos R-lactdmicos, como a penicilina G, as
cefalosporinas e a ampicilina, sdo os mais utilizados para tratamento de doengas em
rebanhos leiteiros, sendo assim os mais frequentemente detectados no leite (Philpot e
Nickerson, 2000). Outros como a gentamicina, as tetraciclinas e os macrolideos s&o
citadas por Quinn e sua equipe (2005) como antibiéticos comumente usados contra
patdgenos causadores de mastite bovina.

Além disso, os antibioticos também séo utilizados como forma de prevengéo
(Barkema et al., 2006). Contudo, seu tém selecionado cepas resistentes. Estudos
mostraram que cepas de bactérias gram-positivas de S. aureus e S. agalactiae
isoladas de bovinos em Portugal apresentaram altos niveis de resisténcia aos
antibioticos penicilina e ampicilina (Nunes et al., 2007). Machado e colaboradores
(2008), ao analisar cepas de Staphylococcus coagulase-negativos isolados de varios
rebanhos enfermos de diferentes regifes brasileiras, notaram um alto grau de
resisténcia a varios antibioticos: penicilina (93,5%), sulfonamida (88,9%),
novobiocina (88,6%) e ampicilina (85,3%).

O réapido desenvolvimento de resisténcia na terapia antibacteriana e antifingica
tem motivado a pesquisa de novos farmacos capazes de combater de forma eficaz e
segura estes patdgenos (Machado et al., 2010). Assim, a busca de substancias com
atividades antimicrobianas tem direcionado a atencdo sobre produtos naturais e as
plantas tém sido valorizadas como terapias alternativas importantes (Mukherjee et
al., 2005).

Em estudo recente, foi mostrado que extratos obtidos das espécies Senna
macranthera, Artemisia absinthium, Cymbopogon nardus e Baccharis
dracunculifolia apresentaram eficacia contra S. aureus, principal agente da mastite
bovina (Diaz et al., 2010).



2.3. Produtos Naturais

Produtos naturais, também denominados de metabdlitos secundérios, séo
compostos organicos produzidos por diversos organismos, mas de distribuicio
restrita a um organismo ou comum a um pequeno nimero de organismos proximos
na sua filogenia.

Apesar de ndo serem compostos essenciais para a sobrevivéncia do organismo,
esses apresentam um papel importante na adaptagdo do mesmo, uma vez que sdo
frutos da resposta do individuo a pressdes do ambiente. Como consequéncia préatica,
esses compostos podem ser utilizados em estudos de quimiossistematica, bem como
na busca de moléculas bioativas (Leite, 2009).

Em comparacdo com moléculas sintéticas, os produtos naturais apresentam
caracteristicas bastante favoraveis ao desenvolvimento de novas substancias com
interesse farmacéutico, devido a sua elevada diversidade estrutural e especificidade
bioguimica (Clardy e Walsh, 2004; Monneret, 2010). Outras premissas importantes
para 0 uso de produtos naturais sao que grande parte de importantes farmacos sao
oriundos de produtos naturais ou por prototipos desses; muitos produtos naturais
apresentam mecanismos de acdo ja identificados; a grande diversidade de estruturas
moleculares que podem ser determinadas e que apresentam alta complexidade e,
portanto, dificuldade de obtencéo através de sintese (Cragg e Newmann, 2007).

As primeiras evidéncias do uso de plantas com fins terapéuticos datam de 460
a.C. No entanto, as primeiras informacGes sobre o uso sistematico de plantas como
medicamentos datam da india Antiga, através do sistema de medicina vigente
naquela época (Carvalho et al., 2002)

A histéria do Brasil esta intimamente ligada ao comércio de produtos naturais
(as especiarias), 0s quais determinaram as varias disputas de posse da nova terra. Do
pau-brasil (Cesalpinia echinata) era obtido um corante de cor vermelha, muito
utilizado para tingimento de roupas e como tinta de escrever, que ja era conhecido e
utilizado nas Indias Orientais desde a Idade Média. Do lenho do pau-brasil era
extraido a brazilina, um derivado catecélico que facilmente oxidava a brazileina, um
fenoldiendnico identificado como corante (Barreiro et al.; 2006).

A investigacdo de produtos naturais como fontes para a terapéutica humana
atingiu o seu auge na induastria farmacéutica ocidental durante a década de 70, o que

resultou numa busca por moléculas ndo sintéticas (Koehn e Carter, 2005).



Sabe-se que, das primeiras drogas descobertas, mais de 80% dessas eram
produtos naturais ou derivados dos mesmos (Harvey, 2008). Além disso, nos dias
atuais essa afirmacdo continua sendo verdadeira: uma comparagdo entre fontes de
novas drogas entre 1981 e 2007 mostra que, desde 1994, cerca da metade destas séo
oriundas de produtos naturais. Entretanto, no periodo de 2005 a 2007, treze novas
drogas foram aprovadas em todo mundo, cinco foram classificados como produtos
naturais, seis produtos naturais semi sintéticos e dois derivados (Cragg e Newman,
2007; Butler 2008).

Outro dado relevante é o uso de drogas utilizadas no combate ao cancer: dos
175 compostos usados como quimioterapicos, 14% sao de origem natural e 28% sao
produtos naturais modificados (Butler e Newman, 2008).

Mais de 100 compostos derivados de produtos naturais estdo em estudos
clinicos e cerca da mesma quantidade estdo em estudos pre-clinicos (Tabela 1),
sendo que a maioria desses produtos naturais e seus derivados apresentam fontes
vegetais ou microbioldgicas, tendo como alvo terapéutico, principalmente, diversos

tipos de cancer e doencas infecciosas (Harvey, 2008).

Tabela 1- Drogas derivadas de produtos naturais em diferentes estagios de
desenvolvimento

L. Fontes dos produtos naturais
Estagio de
desenvolvimento | plantas Bactérias Fungos  Animais Semi- Total
sintetico

Pré-clinico 46 12 7 7 27 99
Fase 1 14 5 0 3 8 30
Fase 2 41 4 0 10 11 66
Fase 3 5 4 0 4 13 26
Pré-registro 2 0 0 0 2 4
Total 108 25 7 24 61 225

Fonte: Harvey, 2008, adaptada de (Pharmaprojects database, 2008)

Nos dias atuais, 0s principais mecanismos de descoberta e determinacdo de
compostos com atividade bioldgica sdo baseados na triagem de biblioteca de extratos
e produtos naturais e isolamento biomonitorado, além do uso de ferramentas no

estudo de genética e bioinformatica (Koehn e Carter, 2005; Monneret, 2010).



2.3.1. Produtos Naturais Provenientes de Plantas

A busca por novos principios ativos que atuem nos principais micro-
organismos causadores de enfermidades tanto no homem quanto em animais €
crescente, devido a inumeros fatores, entre eles a resisténcia destes frente & maioria
dos antimicrobianos existentes, 0 que incentiva ainda mais a procura por produtos
originarios de fontes naturais, como as plantas medicinais (Duarte, 2006).

O uso de extratos de vegetais no tratamento de patologias € um habito
difundido no Brasil, o que pode ser explicado, ao menos em parte, pelo baixo custo e
pela crenca de que tais produtos ndo promovem efeitos toxicos.Contudo, a prevencao
as doencas tem sido aceita como a maneira mais promissora de se controlar
patologias. Um exemplo é o consumo de frutas e vegetais, que auxilia na prevencao
de processos degenerativos diminuindo a incidéncia e a taxa de mortalidade por
cancer ou doencas cardiovasculares devido a presenca de substancias que promovem
esse auxilio como os anti-oxidantes (Vellosa et al., 2007).

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas vem sendo um dos
maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e a farmacologia. Os
principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas extraidas de
plantas sdo terpendides e Oleos essenciais, alcaldides, flavonoides, taninos e
cumarinas (Pereira et al.; 2009a).

Nos ultimos anos, 0leos essenciais obtidos de plantas tém sido considerados
fontes em potencial de substancias biologicamente ativas. Os Oleos essenciais
obtidos, por exemplo, de Mentha pulegium e M. spicata sdo muito eficazes como
inseticidas inclusive no controle da transmisséo da Dengue (Kuster et al., 2004).

Oyarzabal (2011), em seu estudo, mostrou que o 0Oleo essencial de orégano
apresentou atividade antibacteriana e antifingica em testes in vitro contra isolados de
mastite e ndo produziu efeito toxicoldgico persistente.

O estudo de varias espécies vegetais de uso corrente na medicina popular
chinesa e do Oriente Médio levou ao isolamento de varios alcaloides ativos. Exemplo
disso foi Huperzia serrata (sinonimia: Lycopodium serratum), que fornece um cha
prescrito ha séculos na China para o tratamento da febre e inflamagdo. O estudo
fitogquimico dessa planta levou ao isolamento de huperzina A, um candidato

interessante para o tratamento de desordens do sistema nervoso central e epilepsia,
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cujo efeito diminui a morte neuronal causada por altas concentragdes de glutamato
(Fraga et al.; 2004).

Em estudos com a casca do cajueiro (Anacardium ocidentale L), foi
demonstrado que este vegetal possui atividade antibacteriana sobre bactérias que
causam a mastite. Sendo assim, pode-se inferir uma possivel utilizacdo deste infuso
no controle da doenga também (Dantas, 2009).

Plantas que levam uma vida séssil em ambientes ricos em nutrientes, como
regides costeiras e lagos se tornam envolvidos por biofilmes microbianos quando néo
ha como combater este biofilme (Hu et al., 2006). Da mesma forma, plantas que
sobrevivem em ambiente com alta densidade bacteriana devem apresentar
mecanismos que as protejam de infecgdes bacterianas. Embora ndo se saiba ainda o
mecanismo de protecg&o, acredita-se que muitas plantas passaram a usar inibidores de
sinais bacterianos para evitar a formagdo de biofilmes em sua superficie (Hu et al.,
2006). Por essas razdes, plantas aquaticas tém atraido o interesse de pesquisadores e
se mostrado como fontes promissoras de agentes antimicrobianos (Ozbay et al.,
2009).

2.4. Salvinia auriculata

Salvinia auriculata, conhecida popularmente como orelha-de-onca ou salvinia,
¢ uma planta aquatica livre e flutuante que coloniza extensas superficies de agua
doce em um tempo reduzido. E uma espécie comum em ambientes aquaticos
tropicais e tem ampla distribuicdo geogréafica, sendo ausente em regides frias (Lolis e
Thomas, 2011).

Nativa da América do Sul, € uma erva aquatica anual ou perene, que possui
folhas ovaladas, de 2,5 por 2 centimetros, cheias de pélos que repelem a dgua. As
raizes (na verdade folhas modificadas) saem de uma estrutura em formato de ancora,
abaixo das folhas, que se comportam como esponja segurando agua e sedimentos.
Entre as raizes ha esporocarpos com pedunculo de cerca de um centimetro, onde
ficam os esporos (Martins et al., 2004). A Salvinia sp., sob condicGes favoraveis, é
rapidamente disseminada por propagacdo vegetativa. Varios estudos tém mostrado
que a macréfita tem sido utilizada em varios programas de monitoramento em corpos
d’agua passiveis de eutrofizacdo, sendo considerada uma planta bioindicadora.

Contudo, sabe-se que a salvinia também apresenta um potencial fitorremediador,
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acumulando em seus tecidos concentracfes considerdveis de poluentes, sem que a
planta seja danificada (Wolff et al., 2009).

O género Salvinia sp. é também conhecido como absorvente para a contencéo
de derramamento de 6leo. Em um trabalho realizado por Foletto e colaboradores
(2009), foi observado que para ambos os 6leos utilizados para analise, a salvinia sp.
foi o material que apresentou capacidade de absorcéo superior aos demais materiais,
superan-do significativamente a do absorvente comercial. A presenca de ceras nos
pélos das folhas da salvinia sp. conferem ao vegetal um comportamento hidrofébico,
que repele a &gua e permite a absorcéo de 6leos.

Rossi e colaboradores (2011) mostraram recentemente o potencial
antimicrobiano de S. auriculata e Hydrocleys nymphoides contra bactérias gram-
positivas isoladas de vacas contaminadas de mastite bovina. No entanto, ndo ha
estudos que mostram qual(is) substancia(s) ativa(s) proveniente(s) do metabolismo

secundario é responsavel pela atividade antimicrobiana.

L =

Figura 1- Fotos retiradas de Salvinia auriculata crescida em lagoa. Raizes em
evidéncia (esquerda).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de
extratos vegetais obtidos da planta aquéatica Salvinia auriculata ao longo do ano de

2011 sobre bactérias causadoras de mastite bovina e o fracionamento do extrato

hexanico de raizes visando o isolamento do composto(s) responsavel(is) pelo efeito.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos ao longo do ano
sobre cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina;

e Fracionamento, purificacdo, isolamento e identificagdo do(s) composto(s)
responsavel(is) pela atividade antibacteriana do extrato bruto das raizes;

e Formulacdo do sabonete com extrato bruto e avaliacdo do seu potencial
através de testes in vitro e in vivo.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio Bionat, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade Federal de Vigosa.

Os solventes utilizados foram das marcas Vetec Quimica Fina Ltda e LabSynth
Produtos para Laboratério Ltda, em graus P.A. e cromatograficos.

As cromatografias em camada planar foram feitas com Silica gel 60 G-Fys4 da
Vetec® e cromatofolhas de aluminio silica gel 60 G-Fys4 da Merck. Para a
cromatografia em coluna foi utilizado Silica gel 60 (70-230 Mesh) da Vetec®.

Para a revelagdo dos resultados cromatograficos foi utilizados &cido
fosfomolibdico P.A ACS da Vetec® diluido em etanol comercial 93,6% com
concentracdo de 1% m/v e camara escura de luz UV (254 e 366 nm) modelo MA-544
da Marconi®.

Para os testes antibacterianos foram utilizadas bactérias isoladas de animais com
manifestacdo de mastite, fornecidas pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG,
pertencentes ao laboratorio de Biotecnologia Molecular do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFV e meio de cultura utilizados foram Mdller-
Hinton e Miiller-Hinton-Agar da marca Difco'™ e preparados de acordo com as
especificacdes do fabricante.

O espectro de RMN de 'H e *C e bidimensionais foram obtidos em
espectrometros Mercury-300. O solvente utilizado para a ressonancia foi o
cloroférmio deuterado (CDCI3) usando-se como referéncia interna tetrametilsilano
(TMS).
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4.1. Material vegetal

A planta aquética S. auriculata foi coletada no periodo de Dezembro de 2010
a Novembro de 2011, nas lagoas localizadas no Recanto das Cigarras (VIC 32.122) e
em frente ao Supermercado Escola, campus UFV, e transportada para o laboratdrio
para processamento. As plantas foram lavadas exaustivamente em agua corrente para
retirada de residuos. Raizes e folhas foram separadas. O material foi seco a 40°C em

estufa com circulacéo de ar por quatro dias.

4.2. Preparo dos extratos vegetais

As raizes secas foram maceradas e remaceradas em aproximadamente 2L de
n-hexano. Este solvente foi usado neste trabalho por ter exibido, em trabalhos
anteriores, bons resultados como solvente extrator com extratos de raizes de S.
auriculata (Rossi et al, 2009). A cada vinte dias, os extratos eram filtrados e
submetidos a evaporacdo em rota evaporador. Os extratos obtidos foram secos a
temperatura ambiente e posteriormente mantidos a 4°C para uso posterior de acordo

com esquema abaixo.

S. auriculata

Folhas Raizes

e —

Extrato hexanico Extrato hexanico

Bioensaio

Figura 2 - Fluxograma de extracdo das raizes de S. auriculata
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4.3. Micro-organismos e meios de cultivo

Nos bioensaios foram utilizadas bactérias isoladas de animais com
manifestacdo de mastite, fornecidas pela Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG.
Os isolados de S. aureus usados foram catalogados com a numeracdo 3828, 4075,
4125 e 4182. Para todos os testes, 0s micro-organismos foram crescidos previamente
em tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI;
Himedia®) por 16h a 37 °C.

4.4. Atividade antimicrobiana de extratos e composto(s) isolado(s)

A investigagdo da atividade antimicrobiana foi feita pela técnica de difusdo
em &gar pelo método hole plate. Para isso, 100 pL de uma suspenséo contendo 10°
UFC/mL foram espalhados com alca de Drigalsky em placas contendo agar Mueller
Hinton (Himedia®). Furos de aproximadamente 5 mm de diametro e 3 mm de altura
foram feitos no agar e preenchidos com 10 pL dos extratos na concentracdo de 50
mg/mL e 10 puL de composto isolado na concentracdo de 5 mg/mL. Controles foram
realizados com 10 pL de DMSO e Ciclopirox olamina (Uci-Farma®) a 5 mg/mL. As
placas foram incubadas a 37°C por 24h e os halos de inibicdo foram medidos em

milimetros.

4.5. Fracionamento cromatografico dos extratos vegetais

Apo0s a evaporacdo do solvente, o extrato hexanico de raizes de S. auriculata
(1.750 g) foi cromatografado em coluna de silica-gel de 70-230 mesh (240 g) a
pressdo ambiente, coletando-se 14 fracdes de 20 mL, utilizando-se como eluente

hexano e cloroférmio conforme mostrado no Quadro 1.



16

Quadro 1 - Relagdo entre Fracdo Eluida/Concentracdo do Eluente do
Extrato de S. auriculata.

Fracoes Eluentes
1a50 Hexano (100,0% v/v)

512100 Hexano/Cloroformio (95,0 : 5,0 v/v)
101 a 110 Hexano/Cloroférmio (90,0 : 10,0 v/v)
111 a 169 Hexano/Cloroférmio (85,0 : 15,0 v/v)
170 a 361 Hexano/Cloroférmio (80,0 : 20,0 v/v)
362 a 461 Hexano/Cloroformio (75,0 : 25,0 v/v)
462 a 664 Hexano/Cloroformio (70,0 : 30,0 v/v)
665a 773 Hexano/Cloroformio (65,0 : 35,0 v/v)
774 a 871 Hexano/Cloroférmio (60,0 : 40,0 v/v)
872 a 926 Hexano/Cloroformio (55,0 : 45,0 v/v)
927 a 954 Hexano/Cloroformio (50,0 : 50,0 v/v)
955 a 968 Hexano/Cloroférmio (45,0 : 55,0 v/v)
969 a 996 Hexano/Cloroférmio (40,0 : 60,0 v/v)
997 a 1025 Hexano/Cloroférmio (30,0 : 70,0 v/v)

As fragbes coletadas foram analisadas por cromatografia em camada
delgada de silica e reunidas em 58 grupos (Quadro 2), sendo prioritariamente
elaboradas de acordo com a quantidade de material contido e complexidade da

mistura (Quadro 3).



Quadro 2 - Relacdo entre Grupo/Fracgéo coletada do extrato de S. auriculata.

Grupos Fragbes  Grupos Fracoes Grupos Fracgdes
1 1a13 21 182 a 191 41 472 a 501
2 14 a 20 22 192 a 194 42 502 a 531
3 21a30 23 195a 201 43 532 a 621
4 31a38 24 202 a 221 44 622 a 664
5 39240 25 222 a 231 45 665a 773
6 41 a 50 26 232 a 251 46 774 a 801
7 51 ab57 27 252 a 261 47 802 a 815
8 58 a 60 28 262 a 281 48 816 a 829
9 61a70 29 282 a 301 49 830a 871
10 71a90 30 302 a321 50 872 a 885
11 91a100 31 322a331 51 886 a 912
12 101 a 110 32 332 a 361 52 913 a2 926
13 110 a 120 33 362 a 371 53 927 a 940
14 121a130 34 372 a 391 54 941 a 968
15 131a137 35 392 a 401 55 969 a 982
16 138 a 140 36 402 a 411 56 983 a 996
17 141 a 150 37 412 a 421 57 997 a 1011
18 151 a 160 38 422 a 441 58 1012 a 1025
19 161 a 169 39 442 a 461
20 170 a 181 40 462 a 471

17
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Quadro 3 - Relagdo entre Grupo (fracdo) /Substancia isolada de S. auriculata

Grupo Fracéo Substéncias Quantidade Classe
(mg)
25 222 a231  Friedelan-3p-ol 5,6 Terpeno
41 472 a501  Estigmasterol 27,0 Terpeno
26+27 232 a261 Né&o 54 Né&o
identificada identificada
57 997 a1011 Né&o 6,5 Né&o
identificada identificada

4.6. Producéo do sabonete solido contendo extrato de S. auriculata

O sabonete foi confeccionado a partir da patente “Processo de fabricag¢io e
formulacéo de sabonete para fins cosmecéuticos contendo Oleo de semente de
Macauba (Acronomia aculeata) e o produto obtido” protocolo 014100004472 de
22/12/2010 utilizando-se 0 extrato hexanico como principio ativo. Foram
confeccionados quatro sabonetes e a concentracdo de extrato total usada foi de 250

mg.

4.7. Atividade antimicrobiana in vitro do sabonete de S. auriculata

A avaliacdo da atividade do sabonete contendo o extrato bruto de S. auriculata
foi feita pela diluicdo em &gar, de acordo com o protocolo estabelecido por Esimone
e colaboradores (2008). O sabonete (I g) foi dissolvido em 50 mL de agua destilada
para se obter uma suspensao de 2%. Essa suspensdo foi agitada vigorosamente até a
dissolucdo do sabdo, dispersdo da espuma e homogeneidade. Apés uma aliquota de
1,0 mL da solucdo de sabdo foi adicionado a 20 mL de meio de cultura esteéril
(Mueller Hinton) e vertido em placa de Petri. Apds solidificacdo, 100 uL de uma
suspensdo contendo 10° UFC/mL de S. aureus foram espalhados com auxilio de uma
alca de Drigalsky em placas contendo Agar-Mueller Hinton mais o sabonete. As
placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apos este periodo foram observadas a
presenca ou auséncia de crescimento microbiano. O branco foi feito com sabonete

sem a presenca da planta.
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4.8. Atividade antimicrobiana in vivo do sabonete de S. auriculata

O efeito do sabdo nas superficies da pele humana foi avaliado nas palmas das
maos de um voluntario saudavel que trabalha como ordenhador no setor de
bovinocultura da UFV. Ap6s manipular um animal doente com mastite, a pele da
palma da mao foi esfregada com suabe contendo soro fisiologico estéril, e
acondicionada em frascos antes de lavar com o sabonete. Apés a lavagem da mao
com o sabonete, outro suabe contendo soro fisiologico estéril foi novamente
esfregado na palma da mao. Apds este procedimento aliquotas de 100 mL do soro
fisiolégico contendo os respectivos tratamentos foram espalhados com auxilio de
alca de Drigalsky em placas contendo agar Mueller Hinton. As placas que foram
incubadas a 37°C por 24h. Apds este periodo foram observadas a presenga ou
auséncia de crescimento microbiano. A taxa de mortalidade foi entdo determinada

pela contagem de micro-organismos viaveis na placa.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Monitoramento da atividade antimicrobiana da planta S. auriculata
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A atividade antimicrobiana das folhas e raizes da planta aquéatica foi

monitorada ao longo de um ano (dezembro de 2010 a novembro de 2011), a fim de

se verificar a variacdo desta atividade neste periodo e checar qual a época mais

favoravel para sua coleta e processamento. Foram usados quatro isolados de S.

aureus para checar esta atividade. Os resultados obtidos de raizes e folhas estdo

mostrados nas tabelas 2 e 3, respectivamente:

Tabela 2 - Média dos halos de inibi¢cdo (em milimetros) dos extratos de raizes de S.

auriculata
Meses das Cepas de S. aureus/ Controle positivo (C)
colet,as de

RAIZES g8 cx 4075 C 4125 C 4182 C

1 - Dez 3,7 18,0 3,7 16,0 4,0 16,0 3,0 147
2 -Jan 2,0 18,0 4,0 16,0 3,3 16,0 3,3 147
3- Fev 4,3 20,0 3,7 16,0 1,3 15,0 3,3 16,0
4- Mar 0 20,0 1,7 16,0 1,7 15,0 10 16,0
5 - Abr 0 20,0 0 16,0 0 15,0 0 16,0
6- Mai 0 20,0 0 16,0 0 15,0 0 16,0
7-Jun 1,3 20,0 4,0 16,0 1,7 15,0 0 16,0
8 - Jul 0 20,0 0 16,0 0 15,0 0 16,0
9- Ago 0 17,3 0 16,7 1,33 16,3 0 16,7
10 - Set 0 17,3 0 16,7 0 16,3 0 16,7
11- Out 0 16,7 0 16,0 0 16,0 0 15,0
12- Nov 0 16,7 0 16,0 0 16,0 0 15,0

* Ciclopirox olamina
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Tabela 3 — Média dos halos de inibi¢do (mm) de extratos de folhas de S. auriculata

Meses das Cepas de S. aureus/ Controle positivo (C)

coletas de
Folhas 3828 C* 4075 C 4125 C 4182 C

2- Fev 1,3 200 4,0 16,0 20 150 33 16,0
3- Mar 1,3 200 20 16,0 27 150 33 16,0
4- Abr 0 200 0 16,0 0 150 0 16,0
5- Mai 0 200 0 16,0 0 150 0 16,0
6- Jun 33 200 60 16,0 60 150 33 16,0
7.3l 0 200 0 16,0 40 150 0 16,0
8- Ago 0 173 30 16,7 13 163 1,7 167
9- Set 13 173 30 16,7 20 163 1,7 16,7
10- Out 0 167 0 16,0 0 160 0 15,0
11- Nov 0 167 0 16,0 0 160 0 15,0

* Ciclopirox olamina

Com base nas tabelas 2 e 3, pode-se observar que 0s extratos de raizes testados
dos meses de Dezembro, Janeiro e Fevereiro foram os que apresentaram atividade
antibacteriana frente as quatro cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina. Para os
extratos de folhas, as coletas de Fevereiro, Marco, Junho e Setembro foram as que
apresentaram melhores resultados contra as bactérias. Ja os extratos obtidos de raizes
dos meses de Abril, Maio, Julho, Setembro, Outubro e Novembro ndo mostraram
atividade antibacteriana. Para os extratos de folhas, as coletas de Abril, Maio,
Outubro e Novembro ndo apresentam atividade.

A cepa 4125 de S. aureus apresentou-se como a mais sensivel para os dois
tipos de extratos, ou seja, 0s extratos foram capazes de combater as bactérias
formando assim bons halos de inibicdo. Entretanto, a cepa 4182 mostrou ser a mais
resistente para os extratos de folhas e a cepa 3828 a mais resistente para 0s extratos
de raizes. Portanto, para essas cepas, foram formados pequenos halos de inibicéo.

Nota-se nas tabelas acima que, um dos periodos mais quentes do ano como o

més de Fevereiro, os halos de inibicdo produzidos por extratos de folhas e raizes
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contra as bactérias foram os maiores, se comparado com outros meses. No verao, a
disponibilidade de nutrientes é elevada. Assim, o metabolismo secundario poder ser
direcionado a producdo de compostos que protejam a planta de micro-organismos
que estejam neste ambiente rico em matéria organica.

Rossi (2009), em seu estudo, realizou a analise bacterioldgica da agua da
lagoa localizada no Recanto das Cigarras, onde coletou S. auriculata no periodo de
Novembro a Fevereiro. O valor méximo de bactérias heterotroficas presentes em
ambiente aquatico permitido, segundo Portaria 518 de 25 de marco de 2004 do
Ministério da Salde, ndo deve exceder 500 UFC/mL. A analise da agua da lagoa
apontou contagem de bactérias heterotréficas acima do permitido (4,5x10° UFC/mL),
0 que indica que a &gua nao estava potavel, reforcando a possibilidade das plantas
estarem produzindo substancias de defesa, como sugerido por Hu et al (2006).

Em um estudo feito por Lolis e Thomaz (2011), foi observada a frequéncia
temporal de S. auriculata no reservatério de Lajeado (Rio Tocantins) e verificou- se
a diminuicdo de aproximadamente 10% em sua frequéncia, considerando o periodo
de amostragem (mar¢o/2005 a janeiro/2006). Essa diminui¢do provavelmente estava
relacionada a reducdo das concentracdes de nutrientes ao longo do tempo. Porém,
Rubim e Camargo (2001) avaliaram o crescimento de Salvinia molesta em um braco
do rio Preto, em Itanhaém (SP), e observaram que mesmo em baixas concentra¢des
de nutrientes essa espécie prolifera rapidamente. Esses autores concluiram que a
temperatura elevada e constante favoreceu o crescimento dessa espécie.

De acordo com os resultados observados na tabela 2, constata-se que 0s
meses de Dezembro, Janeiro e Fevereiro de 2010 apresentaram atividade
antibacteriana, embora com halos de inibicdo menor que o observado para
Dezembro-Janeiro de 2009 (Rossi et al., 2011). Essa diferenca no tamanho dos halos
pode ser justificada pela quantidade de bactérias encontradas no local da coleta.
Acredita-se que no ano 2010, a presenca de bactérias heterotroficas presentes na agua
da lagoa seja menor, ou seja, a lagoa esta menos poluida.

Observando-se a figura 3 relativa a placa de cromatografia em camada fina,
verifica-se que nos meses de Dezembro, Janeiro e Fevereiro, ha a presenca de

compostos do metabolismo secundéario que nao foram observados nos outros meses.
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9

Figura 3 - Cromatografia em camada fina das amostras coletadas entre Dezembro de
2010 e Novembro de 2011 de folhas e raizes.

5.2. ldentificacdo dos compostos

A partir do extrato hexanico das raizes de S. auriculata, foram isolados até o
presente  momento quatro compostos: dois ja previamente identificados
(Estigmasterol e 3p -Friedelinol) e dois ainda n&o identificados (Amostras 26 + 27 e
57).

As respectivas estruturas moleculares foram determinadas pelos dados
espectroscopicos de RMN *H e RMN *3C. As caracteristicas espectrais dos terpenos
ja estdo bem documentadas na literatura. Alguns estudos apontam que substancias
como terpenos (sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos) apresentam importantes
atividades bioldgicas, principalmente, citotoxica e antibacteriana (Machado et al.,
2010).
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5.2.1. Substancia 41 - Estigmasterol

A estrutura da molécula foi elucidada pela anlise espectral de RMN de ‘H
(anexos 1 e 2), confirmando a presenca de hidrogénios ligados a carbono sp?, pelos
sinais em 6 5,34 (d, J 5,1 Hz, H-6), 6 5,03 (dd, H-22) e & 5,12 (dd, H-23) ppm,
mostrando tratar-se de duas ligagbes duplas. O multipleto em & 3,45-3,60, com
integracdo para um hidrogénio sugere a presenca de hidrogénio ligado a carbono
carbindlico atribuido ao H-3. Singletos em 6 0,66-1,40 sugerem a presenca de grupos
CHjs ligados a carbono quartenario. Infelizmente ndo se pode obter os espectros de
RMN “3C, IV e massas, pois ndo houve material suficiente para as anélises.

A tabela abaixo contém alguns deslocamentos quimicos relativos a substancia
41:

Tabela 4 - Deslocamento quimico (8) de *H para substancia 41

Hidrogénio Deslocamento
Substancia 41 Estigmasterol*

3 3,45-3,60 3,47-3,55

6 5,34 5,34

22 5,03 5,07

23 5,12 5,14
Hidrogénios 0,60-1,40 0,66-1,00

metilicos

*INOUE et al., (2010).
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5.2.2. Substéancia 25 — Friedelan-3p-ol (3B -Friedelinol)

24

23

A estrutura da molécula foi elucidada pelas analises espectral de RMN de 'H e
de *3C (anexos 3 e 4) e comparadas com dados da literatura (Carvalho et al., (1998),
por se tratar de um composto ja conhecido. No espectro de RMN de *H (figuras 4, 5,
6 e 7 do anexo) observaram-se a presenca de oitos singletos em & 0,74, 0,76, 0,81,
0,84, 0,94, 1,16, 1,20 e 1,26 que sugerem a presenca de grupos CHj; ligados a
carbono quartenario. No espectro de RMN **C (anexo 4), observa-se a presenca de
um sinal em & 74,0 atribuido a presenca de carbono carbindlico em C-3 e o0s sinais
em & 16,63 (C-24), & 18,60 (C-25 e C-26), 5 20,81 (C-27), & 32,80 (C-28), & 35,90
(C-29) e 6 31,40 (C-30) atribuidos aos carbonos do grupo metila.

Vale ressaltar que embora ndo tenha sido observado o sinal relativo ao carbono
carbindlico no espectro de hidrogénio, este aparece como um sinal caracteristico no
espectro de carbono, corroborando com a proposta de estrutura sugerida para esta
molécula. Observa-se também a auséncia de duplas ligacdes.

A tabela 5 contem alguns deslocamentos quimicos relativos a substancia 25:
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Tabela 5 - Deslocamento quimico (8 ) de **C para a substancia 25

Carbono Deslocamento quimico
Substéncia 25 3B -Friedelinol *
3 74,00 72,10
12 30,76 29,80
13 37,29 38,00
24 16,63 16,10
25 18,60 17,90
27 20,81 19,70
28 32,80 31,70
29 35,90 34,70
30 31,40 31,40

*CARVALHO et al., (1998).

5.3. Monitoramento da atividade antimicrobiana de compostos isolados da
planta S. auriculata

Os compostos isolados das amostras 26+27, 41(estigmasterol) e 57 foram
submetidos a um teste de atividade antibacteriana contra a cepa 4125 de S. aureus.
Apenas a amostra 57 apresentou atividade com halo de 6 mm de diametro (figura 4).

O controle positivo apresentou 17 mm de halo.
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Figura 4 — Teste de Atividade Antibacteriana referente a amostra 57. A- Controle
positivo (Ciclopirox olamina), B- Controle Negativo, C- Amostra 57

5.4. Formulacao do sabonete de S. auriculata

O sabonete a base de extrato bruto de S. auriculata (Figura 5) foi formulado a
partir do desenvolvimento de uma formulacdo que se encontra sob pedido de patente.

Figura 5 - Sabonetes formulados. A- Sabonete com extrato de S. auriculata. B-
Sabonete sem o extrato de S. auriculata

O sabonete a base do extrato bruto de S. auriculata foi testado in vivo e in vitro
quanto a sua eficacia antibacteriana. O teste para atividade in vitro seguiu o
protocolo estabelecido por Esimone e colaboradores (2008). Foi usada a cepa 4075
de S. aureus como referéncia por ter exibido pouca inibi¢do do extrato de salvinia e o
teste foi feito em triplicata. Para o branco, foi feito um sabonete com a mesma
formulacdo do sabonete de referéncia, mas sem o extrato de S. auriculata. Os

resultados do teste in vitro sdo mostrados na figura 6.
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Figura 6 - Avaliacdo in vitro do sabonete de S. auriculata. A, B e C- Placas
contendo sabonete formulado com extrato bruto de S. auriculata. D- Branco
(sabonete sem o estrato bruto de S. auriculata).
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Os resultados para a atividade in vivo com o sabonete de S. auriculata séo
observados na figura abaixo.

A- Micro-organismo contidos na mao B- Resultado apos lavagem com
antes da lavagem com sabonete. sabonete.

C- Micro-organismos contidos na méo apdés a lavagem
com sabonete controle sem o extrato da planta.

Figura 7 - Avaliacdo in vivo do sabonete de S. auriculata

A partir do resultado observado tanto no teste in vitro quanto no in vivo
verifica-se que o sabonete formulado a partir do extrato de S. auriculata apresentou
atividade antimicrobiana bastante significativa, reduzindo a quantidade de micro-
organismo presente na placa.

De acordo com o teste in vitro, houve pouco ou nenhum crescimento
bacteriano nas placas contendo o sabonete com extrato de salvinia. Cresceram apenas
nove e cinco UFCs (Unidades Formadoras de Coldnias) nas placas A e C,

respectivamente. Na placa B, ndo houve crescimento de colénia. J& no branco
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(sabonete formulado sem o extrato bruto de S. auriculata), houve crescimento
exacerbado de bactéria, sendo inviavel a contagem de colonias.

No teste in vivo, houve também a reducdo do crescimento bacteriano,
apresentando apenas nove UFCs, se comparado com a placa controle, em que houve
0 aparecimento tanto de bactérias meséfilas quanto de fungos. Outros trabalhos
também mostraram a eficiéncia de sabonetes contendo outros extratos de plantas
contra S. aureus. Esimone e colaboradores (2008) realizaram um teste in vivo de um
sabonete contendo extrato etandlico de Cassia alata na palma das maos de
voluntarios e observou que o sabonete apresentou uma excelente atividade
antimicrobiana contra a flora bacteriana presente nas maos, principalmente S. aureus.
Logo, nestes testes feitos acima, o sabonete formulado com extrato bruto de raizes de
S. auriculata demonstrou bons resultados contra a flora bacteriana presente na palma
das maos, podendo ser utilizado como um importante cosmecéutico na reducédo de

bactérias causadoras da mastite bovina.
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6. CONCLUSAO

v Pode-se concluir que os extratos obtidos de folhas e raizes ao longo do ano de
S. auriculata foram avaliados com relagdo a atividade antibacteriana contra as
cepas de S. aureus. Os extratos de folhas e raizes obtidos no més de Fevereiro

obtiveram bons resultados.

v O fracionamento permitiu o isolamento de quatro substancias. A substancia
25 corresponde ao Friedelan-3R3-ol, a substancia 41 corresponde ao
Estigmasterol e as substancias 26+27 e 57 que ainda ndo foram identificadas.
Com relacdo a atividade antibacteriana dos compostos isolados, apenas a
amostra 57 apresentou atividade antibacteriana.

v" O sabonete foi formulado com o extrato bruto de raizes de S. auriculata e foi
avaliada sua atividade antibacteriana em testes in vitro e in vivo. Em ambos
0s testes, 0 sabonete apresentou bons resultados contra cepas de S. aureus

isoladas de mastite bovina.

v O sabonete foi submetido a patente: “Processo de fabrica¢do e formula¢do
de sabonete para fins cosmecéuticos contendo Oleo de semente de Macauba
(Acronomia aculeata) e o produto obtido” protocolo 014100004472 de 22/12/2010

utilizando-se 0 extrato hexanico como principio ativo.
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Anexo 1 - Espectros de hidrogénio da substancia 41 — Estigmasterol. Espectros de
RMN de *H mostrando a expansao relativa aos hidrogénios H-6, H-22 e 23.
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Anexo 2 - Espectro de hidrogénio da substancia 41 - Estigmasterol, mostrando a
expansdo relativo as metoxilas.
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Samia/Sergio A25/C0C1S set2lssfil

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: CDCI3

Temp. 25.0 C / 238.1 K
File: set2issfH1
Nercury-300 “mercury300™

32 repetitions
H1, 3000673639 MHz

OBSERVE
OATA PROCESSING

Total time 2 min, 45 sec

Samia/Sergio A25/CDC13[ setRlssfHl

Pulse Sequence: s2pul

W’m\w WA,

P T
1.8 1.6 1.4

Anexo 3 - Espectros de hidrogénio da substancia 25 - 3f -Friedelenol, mostrando as
expansdes relativas as metoxilas.
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Samia/Sergio A25/CDCIS set21ssfC13
Pulse Sequence: s2pul -
Solvent: CDC13 3
Temp. 25.0 C 7 288.1 K <
File: set21issfC13 b=
Mercury-300 “mercury300"
Relax. delay 1.132 sec =
Pulse 45.0 degrees ~28
cq. time 0.868 sec $82
width 18867 e
2000 repetitions ;:,.)
0 VE C18, 75.4520022 WHz
DECOUPLE H1, 300.0688577 WHz I\
er 37 dB
cont inuously on
LTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 1.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 12 min, 11 sec
°
s
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2
3
&
T T T T T T T T T T T T T T T RREaE T T T T (L SN RS i e T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 0 ppm
Samia/Sergio A25/CDCI3 set2issfC13
Pulse Sequence: s2pul
S
®
o
1
e
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& g 2 244 o g 2% o
T g8 $17 3 5 ; g 2 m Iz g3sx
o - Ve g e s n 0 = P
i i 3 s s s = g EEE L
@ N - s = o 3 &
s g b1 &
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Anexo 4 - Espectros de **C da substancia 25 - 3p -Friedelinol.



