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Resumo: A mastite bovina representa um desafio econémico significativo na producao leiteira, sendo
responsavel pelo uso extensivo de antimicrobianos, que representam aproximadamente 60% de todos
os antibiéticos administrados em vacas leiteiras, aumentado a pressdo seletiva de bactérias resistentes
aos antimicrobianos. Todavia, o uso de compostos terapéuticos alternativos tem se mostrado uma opcao
promissora. O objetivo deste estudo foi investigar a citotoxicidade da nisina e de trés 6leos essenciais
de origem vegetal oriundos da Melaleuca alternifélia, Syzygium aromaticum e Citrus sinensisi, em
células epiteliais mamarias bovinas imortalizadas (células MAC-T), por meio do ensaio de reducdo de
dimetiltiazol-2-il e 2,5-difeniltetrazolio brometo (MTT). Ademais, a atividade antimicrobiana foi avaliada pela
determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM) contra os
principais patégenos da mastite bovina. Os resultados demonstraram que, embora os éleos essenciais de
origem vegetal tenham apresentado atividade antimicrobiana contra os patégenos principais da mastite
bovina, sua aplicacao clinica seria inviabilizada pela elevada citotoxicidade observada em concentrages
antimicrobianas eficazes. Por sua vez, a nisina destacou-se por apresentar eficicia antimicrobiana associada
a seguranca in vitro, preservando a viabilidade das células epiteliais mamarias em todas as concentracdes
testadas, evidenciando assim o potencial dessa bacteriocina no tratamento de infec¢des intramamarias
em bovinos leiteiros. Futuros estudos, que envolvam a utilizacdo antimicrobiana dos 6leos essenciais de
origem vegetal aqui analisados, deverdo focar na identificacdo das moléculas especificas responsaveis
pela atividade antimicrobiana, visando desenvolver formulacdes eficazes e menos agressivas. Portanto, a
avaliacdo da citotoxicidade torna-se fundamental para o uso clinico seguro de antimicrobianos alternativos.
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Abstract: Bovine mastitis represents a significant economic challenge in dairy production and is responsible
for the extensive use of antimicrobials, accounting for approximately 60% of all antibiotics administered
to dairy cows. This contributes to the selective pressure for antimicrobial-resistant bacteria. However, the
use of alternative therapeutic compounds has emerged as a promising strategy. The aim of this study was
to investigate the cytotoxicity of nisin and three plant-derived essential oils from Melaleuca alternifolia,
Syzygium aromaticum, and Citrus sinensis in immortalised bovine mammary epithelial cells (MAC-T cells),
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay. Furthermore,
antimicrobial activity was assessed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) against the bovine major mastitis pathogens. The results
demonstrated that, although the plant-derived essential oils exhibited antimicrobial activity against the
major mastitis pathogens, their clinical application would be limited due to the high cytotoxicity observed
at effective antimicrobial concentrations. In contrast, nisin showed notable antimicrobial efficacy combined
with in vitro safety, preserving the viability of mammary epithelial cells at all tested concentrations. This
highlights the potential of this bacteriocin for the treatment of intramammary infections in dairy cattle.
Future research involving the antimicrobial application of the essential oils analysed in this study should
focus on identifying the specific molecules responsible for the antimicrobial activity, with the aim of
developing effective and less cytotoxic formulations. Therefore, cytotoxicity assessment is essential to
ensure the safe clinical use of alternative antimicrobials.

Key-words: alternative antimicrobials; bacteriocin; intramamamary infection; cytotoxicity.

1. Introducao

A mastite bovina, inflamacéo da glandula mamaria, é reconhecida como um dos principais entraves
a eficiéncia produtiva na pecudria leiteira, com consequéncias econdmicas significativas ). Esse processo
inflamatério resulta na reducdo do volume e qualidade do leite, no aumento do descarte precoce de
animais e na elevacao dos custos com tratamentos e assisténcia veterinaria, comprometendo diretamente
a sustentabilidade da producao e a competitividade do setor . Estudos indicam que aproximadamente
60% dos antimicrobianos utilizados em bovinos leiteiros adultos sdao destinados ao tratamento e
prevencdo da mastite ?. O uso frequente e, muitas vezes, inadequado desses medicamentos tem
contribuido para a selecao de bactérias resistentes . Portanto, a preocupacao global com a resisténcia
antimicrobiana tem impulsionado a busca por alternativas terapéuticas seguras e eficazes no controle
da mastite >3,

Nesse contexto, o potencial uso dos antimicrobianos alternativos tem emergido como uma
abordagem promissora, visando reduzir a dependéncia de antibiéticos convencionais e minimizar os
impactos negativos associados a resisténcia antimicrobiana 34, Os 6leos essenciais de origem vegetal -
melaleuca (Melaleuca alternifolia), cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e laranjeira (Citrus sinensis)
- analisados neste estudo, sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias
e amplamente empregados em pesquisas cientificas © ¢ 78919 Por sua vez, a nisina, produzida por
bactérias da espécie Lactococcus lactis, comumente utilizada como conservante alimentar, tem sido
recentemente explorada para fins terapéuticos, em funcao de seu elevado potencial antimicrobiano e
excelente perfil de seguranca 1121314,

Emboradiversos autores tenham investigado a atividade antimicrobiana de compostos terapéuticos
alternativos contra patégenos causadores de mastite, a avaliacao de sua seguranca em células epiteliais
mamadrias bovinas tem recebido pouca atencao ©'%, Diante disso, o objetivo do presente estudo foi
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verificar viabilidade de células epiteliais mamarias bovinas apds essas serem tratadas com diferentes
concentracdes destes quatro compostos, possibilitando assim a mensuracao do potencial citotéxico de
cadacomposto.Adeterminacdo préviadaatividade antimicrobiana de cada composto peladeterminacao
da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM) contra os principais
patégenos da mastite bovina, constituiu uma etapa inicial fundamental para definir as concentracbes a
serem utilizadas para a avaliacao da citotoxicidade dos compostos em células epiteliais mamarias.

2. Material e métodos

2.1 Delineamento experimental

Inicialmente, foi realizada uma avaliacdo da atividade antimicrobiana da nisina e dos dleos
essenciais de origem vegetal frente a seis patdgenos principais da mastite bovina, com a determinacédo
da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM), em seguida, células
epiteliais mamarias foram tratadas com as mesmas concentracdes dos compostos para determinacao da
citotoxicidade em células epiteliais mamarias.

2.2 Selecao dos compostos antimicrobianos

A selecao dos compostos utilizados nesse estudo se deu em razao de seu conhecido potencial
antimicrobiano © & . A bacteriocina nisina (c6d. N5764), utilizada nesse estudo, foi adquirida
comercialmente da Sigma-Aldrich® (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil). Por sua vez, os 6leos
essenciais foram extraidos pelos préprios pesquisadores, atendendo as normas técnicas aplicaveis
15 utilizando a técnica de hidrodestilacdo com aparelho graduado tipo Clevenger, com excecdo do
6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) que, em razdo da indisponibilidade da planta na
regiao onde foi realizada a pesquisa, foi adquirido comercialmente da Lazlo (Lazlo Aromaterapia® Belo
Horizonte - MG, Brasil), que realizou a extracdo do mesmo, a partir das folhas da planta, utilizando o
método de destilacdo de arraste a vapor 9. O 6leo essencial de laranjeira (Citrus sinensis) foi extraido
das folhas da planta, colhidas entre os meses de marco e abril de 2018 (final do verao/inicio do outono),
ja o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum), foi extraido dos botdes florais, adquiridos
comercialmente em uma loja de produtos naturais. Para garantir a padronizacao das concentracdes
testadas, bem como avaliar de forma mais precisa a atividade intrinseca de cada composto, sem a
interferéncia de componentes secundarios presentes em extratos brutos, optou-se por trabalhar com
os compostos na forma pura. A purificacdo de todos os 6leos essenciais foi realizada conforme descrito
por Silva e colaboradores 7,

2.3 Selecao dos patdgenos

A escolha dos patdgenos utilizados nesse estudo, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella sp. e Prototheca sp., se deu em razao de
serem considerados os principais patdgenos da mastite bovina %9 e, corroborado ainda, por alguns
patégenos apresentarem baixa ou nenhuma resposta a terapia antimicrobiana convencional, a exemplo
de S. aureus, Klebsiella sp. “' e Prototheca sp. ®. Os microrganismos foram isolados de casos de
mastite subclinica (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e
Prototheca sp.) e mastite clinica (Escherichia coli e Klebsiella sp) por pesquisas anteriores do nosso
grupo de pesquisa, se encontravam acondicionados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de
glicerina estéril, e armazenados a -80°C até a realizacao do experimento. A preparacao dos indculos
microbianos foi realizada conforme previamente descrito por nosso grupo de pesquisa 9.
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2.4 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de cada composto foi definida como a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento do microrganismo que estava sendo avaliado. Para tal, viabilidade celular
foi aferida usando o ensaio de resazurina (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil), conforme descrito por Araujo
e Longo @, seguindo as diretrizes do BrCAST - Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing 2.

2.5 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A Concentracao Bactericida Minima (CBM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
promover a morte do microrganismo avaliado. Apés a afericdo da CIM, aliquotas eram retiradas dos pocos
em que néo havia crescimento microbiano visivel, cultivadas em placas contendo Agar Mueller Hinton ou
Sabouraud Dextrose para Prototheca sp, conforme metodologia descrita por Silva e colaboradores '?,
seguindo as diretrizes do BrCAST 2, e se ndo houvesse crescimento microbiano a CBM era confirmada.

2.6 Teste de citotoxicidade

Foi utilizada uma linha clonal de células epiteliais mamdrias bovinas, originadas de células primarias
alveolares (MAC-T), importadas e depositadas por nossa equipe no Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). As células MAC-T foram cultivadas em meio Eagle, modificado por Dulbecco DMEM (cat n° D5796,
Sigma-Aldrich, San Louis, Missouri, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (cat n° F9665,
Sigma Aldrich®, Missouri, San Louis, EUA); 100 Ul/mL de penicilina; 100 ug/mL de estreptomicina; 0,25
pg/mL de fungizona (cat n® 15240-062, Life Technologies®, Pasley, Reino Unido); 5 pg/mL de insulina e 1
pg/mL de hidrocortisona, conforme previamente descrito por nosso grupo de pesquisa .

As células MAC-T foram acondicionadas placas de 96 pocos, ajustadas para a concentracao de 5 x
10° células/poco e suplementadas com as concentracdes bacteriostaticas e bactericidas minimas dos
respectivos compostos (nisina e 6leos essenciais de melaleuca, laranjeira e cravo), obtidas na afericao da
CIM e CBM, que foi realizado em quintuplicata. Apds a suplementacao, as placas foram incubadas a 37
°C, sob 5% de CO,, por 16 h.

O teste de citotoxicidade consistiu em avaliar a atividade mitocondrial das células MAC-T, apés o
tratamento com as diferentes concentragdes dos compostos avaliados, através do método de reducao
de dimetiltiazol-2-il e 2,5-difeniltetrazélio brometo (MTT), descrito por Supino 3. Tal método possibilitou
amensuracao da conversao intracelular de MTT em cristais insolUveis de formazan (de coloracao azul ou
roxa), quantificados em espectrofotometro com filtro de 562 nm, refletindo a viabilidade celular apds a
exposicao aos compostos e, consequentemente, o efeito citotdxico de cada concentracao.

3. Resultados e discussao

Os resultados do presente estudo reforcaram a conhecida capacidade microbicida dos compostos
essenciais estudados contra os patégenos causadores de mastite (Tabela 1). Por exemplo, achados
do d6leo de cravo sao compativeis com estudos anteriores que atribuem essa atividade ao eugenol,
seu principal componente 7. O dleo de Laranjeira foi mais eficaz contra S. aureus e Prototheca sp.,
contudo apresentando desempenho reduzido frente a bactérias Gram-negativas (Tabela 1), exigindo
concentragdes mais elevadas, e o 6leo de laranjeira apresentado os piores resultados, com altas CIMs e
CBMs contra E. coli e Klebsiella sp., o que pode estar relacionado a menor penetragao de seus principios
ativos nesses microrganismos .
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Tabela 1. Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM), em porcentagem, de
diferentes antimicrobianos alternativos contra os patégenos causadores de mastite bovina.

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Cravo Cravo Mel. Mel. Lar. Lar. Nis. Nis.
S. agalactiae 0,0097 0,0097 0,3125 1,2500 0,1563 0,6250 0,0039 0,1250
S. aureus 0,3125 1,2500 0,3125 0,6250 0,6250 1,2500 0,0156  0,0625
S. uberis 1,2500 5,0000 2,5000 10,0000 0,6250 5,0000 4,0000 4,0000

Prototheca sp. 03125 0,6250 0,3125 0,6250 0,3125 0,6250 0,0312  2,0000
Klebsiella sp. 1,2500 5,0000 10,0000 10,0000 10,0000 10,0000  4,0000 4,0000

E. coli 0,0190 0,0190 0,6250 2,5000 5,0000 10,0000 2,0000 4,0000
Nota: CIM = concentragdo inibitéria minima; CBM = concentracdo bactericida minima; Mel. = melaleuca; Lar. = laranjeira; Nis.
= nisina. Valores em %.

A literatura sugere que a agao antimicrobiana dos 6leos essenciais de origem vegetal resulta da
combinacdo de moléculas que atuam de maneira sinérgica, e que essas moléculas variam em funcao da
origem botanica, condi¢des de cultivo e métodos de extracao, no entanto, é importante considerar que
a complexidade da composicao quimica desses extratos pode representar tanto um beneficio quanto
uma limitacdo, dificultando a padronizacao, reprodutibilidade e o entendimento dos mecanismos de
acao especificos @,

Embora tenham exibido atividades antimicrobianas contra os patégenos avaliados (Tabela 1), os
6leos essenciais de origem vegetal - cravo, melaleuca e laranjeira X apresentaram também elevada
citotoxicidade em todas as concentragdes testadas (Figura 1), sugerindo que estudos futuros, envolvendo
autilizacdoantimicrobianadetais, devembuscaroisolamento e a caracterizacdo de moléculas especificas,
permitindo explorar seus efeitos sinérgicos, de forma a maximizar a eficacia antimicrobiana e minimizar a
citotoxicidade por meio de ajustes no método de extracdo ou na combinacao de componentes, visando
a criacao de formulacées menos agressivas ©). Os resultados do presente estudo ndo corroboram com
aplicacao clinica in vivo de tais 6leos essenciais de origem vegetal puros, assim como foram utilizados
nesse estudo, devido a sua citotoxicidade nas células mamadrias bovinas, utilizadas no presente estudo
(Tabela 1).

1007

Viabilidade celular (%)

Figura 1. Viabilidade celular (%) da linhagem clonal de células epiteliais mamarias bovinas MAC-T tratadas com diferentes
concentragdes de compostos antimicrobianos alternativos — o6leos essenciais de Melaleuca alternifélia, Syzygium
aromaticum e Citrus sinensis e a bacteriocina nisina — mensurada a partir de ensaio de redugao de dimetiltiazol-2-il e
2,5-difeniltetrazolio brometo (MTT).
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Por sua vez, a nisina revelou um potencial particularmente promissor para o controle dos patégenos
testados, tendo se destacado como o antimicrobiano alternativo mais eficaz, entre os compostos
avaliados, considerando os resultados da CIM e CBM (Tabela 1). Similarmente, Cao e colaboradores %
relataram a eficacia da nisina no tratamento da mastite clinica, enfatizando seu amplo espectro contra
bactérias Gram-positivas. Além disso, em contraste aos demais compostos avaliados, o tratamento com
nisina foi o Unico que demonstrou um perfil de seguranca aceitavel em relacdo a citotoxicidade (Figura
1), tendo sido o Unico composto que apresentou eficacia antimicrobiana associada a manutencao da
viabilidade celular.

Curiosamente, a nisina apresentou um padrao peculiar em relacdo a afericdo das taxas de
viabilidade celular, essa foi maior quando as células foram expostas a concentracao intermediaria de
2%, em comparagao com as concentracdes de 4% (mais alta) e 1% e 0,5% (mais baixas). Essa observacao
pode estar relacionada aos achados de Namjoo “¥, que descreveu o efeito antiapoptético e indutor
da proliferacao celular da nisina em células-tronco mesenquimais (MSCs) de forma dose-dependente.
Estudos anteriores também apontam para a nisina como agente promotor de proliferacdo celular e
aumento da vida util das células ?>29, Tal achado pode ter sido observado em razao do método de afericao
daviabilidade celular adotado, o ensaio de reducdo de MTT, que quantifica a conversao de MTT em cristais
de formazan, refletindo a atividade mitocondrial e a viabilidade das células ?¥, consequentemente, a
possivel proliferacdo celular induzida pela nisina, resultaria em aumento da taxa de viabilidade celular a
afericao. Além dos efeitos citoprotetores e citoproliferativos, ja mencionados, Gao e colaboradores (26)
relataram ainda que a nisina foi capaz de modular o microbioma bucal provendo a sauide e estimular um
novo fendtipo proliferativo em células do tecido conjuntivo reparador, quando associada ao tratamento
de casos de doenca periodontal.

4. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que, embora tenham apresentado efeitos
antimicrobianos relevantes contra alguns dos principais patégenos da mastite bovina, os extratos de
origem vegetal (dleos essenciais de Melaleuca alternifdlia, Syzygium aromaticum e Citrus sinensis)
apresentaram elevada citotoxicidade em células epiteliais mamarias, inviabilizando a terapia in vivo.
Apenas a nisina, um composto de origem bacteriana, demonstrou eficicia no controle microbiano
aliada a manutencdo da viabilidade celular. Tais resultados, evidenciam a aplicabilidade e custo-
beneficio favoraveis do uso da nisina no tratamento de infeccdes intramamarias em bovinos leiteiros.
Estudos futuros, que envolvam a utilizacdo antimicrobiana dos dleos essenciais de origem vegetal aqui
analisados, deverdo focar na identificacdo de moléculas especificas, visando desenvolver formulagdes
mais puras, seguras e eficazes.
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