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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de Tagetes minuta
L. contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e a citotoxicidade sobre células epiteliais da glandula
mamaria bovina (MAC-T), visando a seu uso no tratamento da mastite bovina. A andlise qualitativa do
6leo revelou cis-tagetona (24,24%), di-hidrotagetona (16,65%), 1,3,6-octatrieno-3,7-dimetil-E (13,61%),
trans-ocimenona (13,52%) e cis-ocimenona (10,06%) como compostos majoritarios. Nos ensaios da
atividade antimicrobiana, a concentracdo inibitéria minima (CIM) verificada foi de 1 mg/mL para a cepa
padrdo (ATCC 25923), cinco isolados de S. aureus provenientes de leite de vacas com mastite e a cepa
padrao resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 33592). Para a cepa padrdo de E. coli (ATCC 8739) e dois
isolados de leite de vacas com mastite, a CIM foi de 3 mg/mL. Elevado efeito citoxico do 6leo sobre as
células da linhagem MAC-T foi constatado. Concentra¢6es superiores a 10 ug/mL do 6leo resultaram em
mais de 90% de morte celular. Tais resultados sugerem que, apesar da atividade antimicrobiana contra
agentes causadores da mastite bovina, a utilizacdo intramamaéria do 6leo de T. minuta ndo seria
recomendada. E importante destacar a sensibilidade da cepa MRSA ao dleo essencial, o que evidencia seu
potencial como antisséptico e sanitizante.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, Tagetes minuta, mastite, produtos naturais
ABTRACT

The aim of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of Tagetes minuta L. essential oil
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, and its cytotoxicity to bovine mammary epithelial
cells (MAC-T line), aiming at its use for bovine mastitis treatment. The qualitative analysis of the oil by
GC-MS identified cis-tagetone (24.24%), dihydrotagetone (16.65%), 1,3,6-Octatriene 3,7-Dimethyl-E
(13.61%); trans-ocimenone (13.52%) and cis-ocimenone (10.06%) as major compounds. Antimicrobial
activity was determined by broth microdilution technique and revealed the minimum inhibitory
concentration of 1mg/mL for the standard strain of S. aureus (ATCC 25923) and five bacterias isolated
from mastitic milk, including a multiresistant strain (ATCC 33592); and 3mg/ml for the standard strain of
E. coli (ATCC 8739) and two bacterias isolated from mastitic milk. However, a strong citotoxic effect on
MAC-T cells was found. Oil concentrations from 10ug/mL resulted in over 90% of cell death. The results
suggest that although the antimicrobial activity was identified against the main agents of bovine mastitis,
the intramammary use of T. minuta oil may not be recommended. On the other hand, it is important to
highlight the sensibility of the MSRA strain to the essential oil, which evidences its potential as an
antiseptic or sanitizer.
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INTRODUCAO

A mastite ¢ a inflamacdo do parénquima da
glandula mamaria, responsavel por mudangas
fisicas e quimicas no leite, além de alteragBes
histoldgicas. Essa infecgdo é causada comumente
por bactérias, além de fungos e algas (Divers e
Peek, 2008). Os agentes etiol6gicos podem ser
classificados em organismos contagiosos ou
causadores de mastite ambiental. Os agentes
contagiosos sdo transmitidos por vacas que
apresentam glandulas mamarias infectadas para
vacas sadias. Entre esses, a bactéria
Staphylococcus aureus é a de maior ocorréncia
(Smith, 2009). Os organismos classificados
como ambientais sdo aqueles presentes no
ambiente onde est4 a vaca, como o solo, a agua,
0 esterco, a cama, etc. Nesse grupo, a bactéria
mais patogénica é a Escherichia coli (Divers e
Peek, 2008).

Por se tratar de uma doenga comumente causada
por bactérias, a classe medicamentosa mais
utilizada para o tratamento da mastite é a dos
antimicrobianos (Smith, 2009; Divers e Peek,
2008). No entanto, o uso indiscriminado desses
farmacos tem promovido preocupacgdo quanto a
sua utilizagdo e ao desenvolvimento da
resisténcia das bactérias aos medicamentos, que
pode se perpetuar ao longo da cadeia produtiva
do leite até a mesa do consumidor (White e
Mcdermott, 2001).

Ao avaliarem a resisténcia bacteriana diante de
antibioticos, Medeiros et al. (2009) reportaram
que dos 291 isolados de Staphylococcus spp.,
181 eram multirresistentes aos diferentes
farmacos estudados. J& Vieira et al. (2012)
encontraram residuos de antibi6ticos em 19% de
79 amostras de leite pasteurizado tipo B
coletadas em estabelecimentos comerciais no
estado do Parand. Portanto, embora haja uma
legislagdo regulamentando a presenga desses
residuos, ndo ha rigor, por parte dos produtores,
em cumpri-la e, tampouco, uma fiscalizacdo
eficiente por parte de drgéos fiscalizadores. Em
contraponto a esse cenario, ha uma fragdo
crescente da popula¢do que se preocupa com a
origem do produto que estd na sua mesa,
impulsionando a producdo de alimentos
organicos em todo o mundo, inclusive no Brasil.

No entanto, um dos grandes entraves a producdo
organica leiteira € 0 manejo sanitario, sobretudo
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0 da mastite, uma vez que o leite de vacas
medicadas deve ser descartado durante duas
vezes 0 periodo de tempo de caréncia do
medicamento (Brasil, 2011). Sanches e Soares
(2012) destacam que alguns estudos tém
proposto investigar o uso de plantas medicinais,
incluindo seus 06leos essenciais, para o0
tratamento da mastite bovina. Dentre eles,
destacam-se o0 estudo da atividade antibacteriana
do dleo de canela-da-china (Cinnamon cassia) e
0 de capim-limdo (Cymbopogon citrates) contra
patégenos causadores de mastite (Zhu et al.,
2016; Aiemsaard et al., 2011).

A planta Tagetes minuta L. é nativa da América
do Sul e popularmente conhecida como
chinchilho (Holm et al., 1997). E uma planta
pouco ramificada, que pode chegar até 2 metros
de altura, e se caracteriza pelo forte odor
proveniente do O6leo produzido por glandulas
presentes nas folhas (Lorenzi, 2008). Os extratos
e 0 6leo da T. minuta vém sendo estudados por
suas propriedades medicinais (Lorenzi, 2008),
bem como por sua atividade inseticida (Cestari et
al., 2004), repelente (Gillij et al., 2008),
nematicida (Junges et al., 2009), antioxidante,
anti-inflamatéria (Karimian et al., 2014; Holm et
al., 1997) e antimicrobiana (Senatore et al.,
2004; Souza et al., 2000). Senatore et al. (2004)
avaliaram a atividade antimicrobiana do dleo
proveniente de diferentes origens, tendo
verificado CIMs que variaram entre 6,25 e 25
pg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 25 e
50 pg/mL para as Gram-negativas. A despeito do
seu potencial como antimicrobiano, nenhum dos
estudos realizados com T. minuta incluiu a
avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos do extrato
ou do 6leo essencial ao tecido da glandula
mamaria, visando ao Seu uso intramamario.
Portanto, o objetivo nesta pequisa foi avaliar, in
vitro, a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de Tagetes minuta L. em relagdo a duas
principais bactérias causadoras de mastite
bovina, i.e., S. aureus e E. coli, assim como a
citotoxicidade sobre células epiteliais da
glandula mamaéria bovina da linhagem MAC-T.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Tagetes minuta L. foram adquiridas
comercialmente, e as mudas obtidas foram
transferidas para o solo da Fazenda Experimental
da Ressacada, da Universidade Federal de Santa
Catarina (Floriandpolis, SC). As plantas nao
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apresentaram ataques por insetos, tendo sido
realizado apenas o manejo preventivo com a
pulverizacdo de 6leo de neem (trés vezes) e a
aplicacéo de biofertilizante (seis vezes) contendo
urina de vaca, ao longo da permanéncia das
plantas no campo. A coleta foi realizada em
dezembro de 2015, durante a floracdo das
plantas, cerca de oito meses apds o transplante
das mudas. Logo apds a coleta, as plantas foram
pesadas e acondicionadas em estufa de
ventilacdo forcada, por um periodo de 24 h, e
depois armazenadas em freezer a -80°C para
posterior extracdo do oleo.

A extracdo do Oleo essencial foi feita por
hidrodestilacdo, em aparelho Clevenger, pelo
periodo de duas horas (Mechkovski e Akerele,
1992). Foram utilizadas cerca de 70 g de matéria
seca da parte aérea da planta e 1000 mL de agua
em um bal&o volumétrico. O rendimento de éleo
foi determinado pela graduacdo da bureta do
aparelho Clevenger, levando em consideragdo o
peso da planta no baldo de extracdo e a
guantidade de ¢éleo obtida. O ¢éleo foi
armazenado a -20°C até a realizagdo das analises
pretendidas.

A determinacdo da composi¢do quimica do 6leo
extraido de T. minuta foi realizada em
cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrOmetro
de massas (Shimadzu — Japdo; modelo GCMS-
QP2010), de acordo com a metodologia descrita
por EL-Deeb et al. (2004). Para isso, foi utilizada
uma coluna capilar de silica RTX®-5MS (Restek
— Japdo; 30m x 0,25mm) e hélio como gas de
arraste, em um fluxo de 25 mbL/min. A
temperatura utilizada variou de 60 a 200°C, com
um aumento de 10°C/min. A injecdo foi
realizada em modo split: 1:50, contendo 200 uL
da amostra (200 uL + 400 pL de hexano). A
identificacdo dos compostos foi realizada
considerando-se 0s resultados obtidos em
bibliotecas de massas, por meio do software
GCMSSolution (EL-Deeb et al., 2004).

Os testes antimicrobianos foram realizados pela
técnica de microdiluicdo em caldo, conforme a
metodologia descrita na Norma M7-A6 do
Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (Methods..., 2006), para determinagdo
da concentragdo inibitoria minima (CIM). Foram
utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e cinco isolados de campo
provenientes de leite mastitico, uma cepa de S.
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aureus ATCC 33592 resistente a meticilina
(MRSA), Escherichia coli ATCC 8739 e dois
isolados de campo de E. coli. Os isolados
bacterianos foram semeados por plagueamento
em superficie, em placas de Petri, com meio
Agar Muller Hinton, e as placas incubadas a
35°C+2°C por 24 h. A densidade populacional
inicial dos in6culos foi padronizada utilizando-se
o controle de turbidez da escala McFarland de
0,5, o qual equivale a uma suspensdo contendo
de 10" a 10° UFC/mL. Nos testes, foi utilizada a
diluicdo de 10° UFC/mL do in6culo em solugéo
salina (0,9%).

O oleo essencial foi preparado por emulsificagéo,
com etanol (8%), em diferentes concentragées,
que variaram de 30 a 0,01 mg/mL. Para a
realizacdo do ensaio, em cada po¢o de uma
microplaca de 96 pogos, foram adicionados 100
pL da emulséo, 100 pL de caldo Muller Hinton e
10 uL do inéculo (10° UFC/mL). A placa foi
acondicionada a 35°C+2°C, por cerca de 18 a 24
h. Em todos os ensaios, incluiram-se os controles
negativos, que consistiram em (a) inéculo + meio
Muller Hinton e (b) diferentes concentra¢bes da
emulsdo + caldo Muller Hinton. O caldo sem
bactéria foi utilizado como controle estéril. Além
disso, inicialmente o efeito antimicrobiano do
etanol 8% (in6culo + meio Muller Hinton +
etanol 8%) foi testado, ndo tendo sido encontrada
reducdo do crescimento  bacteriano na
concentragdo utilizada. Apo6s o periodo de
incubacdo das microplacas, as absorbancias
foram determinadas a 600 nm, em um leitor de
microplacas (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc.),
e a porcentagem de reducdo do crescimento
bacteriano foi calculada conforme a equago:

ICM (%) = [1- (AJAg)] x 100,

em que: ICM representa a inibicdo do
crescimento  microbiano, A representa a
absorbancia da concentragdo de Oleo testada
subtraida do valor da absorbancia da mesma
concentragdo do 6leo sem a adigdo do indculo e
A, representa a média das absorbancias do
controle de crescimento microbiano (sem 0leo)
(Gudifia et al., 2010). O resultado quantifica a
porcentagem de células microbianas que foram
inibidas pela acdo do oOleo essencial.
Estabeleceu-se que a concentragdo que
apresentasse um percentual de inibicdo superior a
80% seria considerada a CIM (Methods..., 2006).
Para uma confirmacéo visual, ap6s a leitura dos
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valores de absorbancia, utilizou-se o revelador
resazurina (100 pg/mL). Foram adicionados 50
pL do revelador em cada um dos pocos das
microplacas. No decorrer de 30 min para S.
aureus e 2 horas para E. coli, foi realizada a
leitura, que consistiu na avaliacdo das cores azul,
representando  auséncia  de  crescimento
bacteriano, e rosa, representando a presenca de
crescimento bacteriano. Esse processo ocorre por
meio de uma reacdo de reducdo da resazurina em
resarufina (Palomino et al., 2002).

O teste de citotoxicidade foi realizado sobre
células epiteliais da glandula maméria bovina da
linhagem MAC-T para verificar a concentragdo
inibitéria de 50% de crescimento celular (IC50).
As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) e
suplementadas com 20% de soro fetal bovino
(SFB), 4 mM de L-glutamina, 4,5 g/L de
glucose, 1 mM de piruvato de sodio, 1,5 g/L de
bicarbonato de sédio, 5 ug/mL de insulina e 1
ug/mL de hidrocortisona. O meio foi trocado a
cada 48 h, as células mantidas em cultura a 37°C,
e a atmosfera modificada a 5% de CO,. Quando
as celulas atingiam confluéncia, foram tratadas
com 0,25% de tripsina, lavadas com PBS e
contadas em cdmara de Neubauer. Os testes
foram executados em microplacas de 96 pocos e
foi utilizada a concentracéo de 10.000 células por
pogo. A citotoxicidade do 6leo sobre as MAC-T
foi realizada pelo método do brometo de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
com modificagfes. Para isso, ao meio de cultura
contendo as células aderentes, foram acrescidas
diferentes concentrag¢fes do 6leo essencial (0,1 a
1000 pg/mL) emulsificado em DMSO
(dimetilsulféxido; 0,5%) e DMEM (100
pL/pogo). Apds 24h de incubagdo a 37°C em
atmosfera modificada contendo 5% de CO,, 0s
pocos foram lavados duas vezes com PBS (100
pL/poco), e o MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado
e incubado por mais 2 h. Neste ensaio,
guantifica-se quanto do MTT presente no meio é
metabolizado a formazan (cristais de cor azul)
(Reuter et al., 2008).

Assim, a quantidade de formazan foi medida por
espectrofotometria, em leitor de microplacas a
546 nm (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc.), e
considerada diretamente proporcional ao nimero
de células viaveis. O controle (i.e., meio fresco
contendo 0,5% de DMSO) foi considerado como
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100% de células viaveis. Os experimentos foram
realizados em triplicata. O calculo do I1C50 foi
feito por meio do programa Prism 5 (Graph
Phad, San Diego, CA).

Para os ensaios antimicrobianos, a variavel % de
inibi¢&o foi analisada pelo procedimento MIXED
do SAS (versdo 9.2). Para analise de E. coli, o
modelo incluiu o efeito fixo do isolado (1 grau
de liberdade = GL), a concentracgdo (7 GL) e sua
interacdo (7 GL); para S. aureus, os efeitos fixos
de isolado (4 GL) e a concentracdo (7 GL).
ComparagOes pareadas foram determinadas por
meio do LSMEANS. Foram utilizadas as médias
de dois experimentos independentes, com cinco
réplicas cada. Na analise da cepa de S. aureus
multiresistente, foram testadas oito
concentragdes (7GL) e foi realizada uma
repeticdo do experimento. Para o teste de
citotoxicidade, foram utilizadas as médias de trés
experimentos independentes, com seis réplicas
cada. Neste caso, os dados foram analisados por
ANOVA, com P<0,01, mediante a utilizagdo do
programa Prism 5 (Graph Phad, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo quimica do dleo de T. minuta
em estudo mostrou que 0s componentes
majoritarios foram cis-tagetona (24,24%), di-
hidrotagetona  (16,65%), 1,3,6-octatrieno-3,7-
dimetil-E (13,61%), trans-ocimenona (13,52%) e
cis-ocimenona (10,06%) (Tab.1). Tais resultados
diferem dos encontrados por Garcia et al. (2012),
que verificaram, em amostras provenientes da
regido Centro-Oeste do Brasil, maiores teores de
di-hidrotagetona (54,21%), limoneno (6,96%),
tagetona (6,73%) e B-ocimeno (5,11%). Por
outro lado, Gil et al. (2000) constataram, em
amostras da Argentina, maiores quantidades de
di-hidrotagetona, a-felandrena, limoneno, o-
cimeno, b-ocimeno, tagetona e tagetenona. Esses
resultados demonstram, portanto, que a
composicdo quimica do 6leo varia muito com o
local do cultivo. Em relacdo ao rendimento do
oleo essencial das amostras em estudo,
encontrou-se  1,57%. Singh et al. (2006)
encontraram  resultados  similares  quando
avaliaram o rendimento do 6leo em plantas de T.
minuta cultivadas em regido subtropical do norte
da india.
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Tabela 1. Composic¢ao quimica do éleo de T. minuta em estudo

. Avrea relativa . Pico
Pico Nome %) Rt M base
1 Dicloropropilacetileno 0,15 4,441 106 91
2 Curazol-2E4MZ 0,35 5,048 110 95
3 (+)-Sabineno 0,16 5,802 136 93
4 (+)-B-pineno 0,17 5,894 136 93
5 1, 3, 6-octatrieno-3, 7-dimetil-E 13,61 6,611 136 93
6 1, 3, 7-octatrieno-3, 7-Dimetil-E 0,14 6,771 136 93
7 Di-hidrotagetona 19,65 6,882 154 85
8 Neral 0,39 7,186 152 83
9 2-ciclohexen-1-ol 1,19 7,456 152 110
10 B-linalol 0,37 7,516 154 93
11 2,2,4,5-tetrametil-2H imidazol 0,38 7,736 124 83
12 a-linalol-2-penten-4-ona 0,78 7,968 154 81
13 5-isopropiI-3,:_3-d_imeti|-2-metiIeno, 2, 0,33 8,074 152 137
3-di-hidrofurano
14 Trans-tagetona 2,04 8,190 152 95
15 Cis-tagetona 24,24 8,346 152 95
16 Trans-tagetona 0,51 8,458 152 95
17 Tetradec-(11E)-en-1-ol 0,31 8,536 212 82
18 Borneol 0,21 8,658 154 95
19 P-ment-1-en-4-ol 0,18 8,783 154 93
20 Biciclo [6._1.0] _nonano,9—(1— 0,64 8,047 164 93
metiletilideno)
21 Menta—1(+)_,8-dien—2-o|-trans 0,26 9,075 152 109
ocimenona
22 Trans-ocimenona 0,09 9,143 150 150
23 Cis-ocimenona 10,06 9,469 150 135
24 Trans-ocimenona 13,52 9,602 150 135
Espiro[4,5]dec-8-en-7-ona, 1,8-dimetil-
25 A(1-metiletil) 0,20 9,717 220 83
26 8—oxabicic|o—[5.1.Q]—oc_t-5—en—2—o|—1, 4, 0,99 0,838 168 195
4-trimetil
27 S-(+)-isopiperitenona 1,76 10,127 150 82
28 a-fenchil acetato 0,17 10,307 196 95
29 Biciclo [6.1.0]-nonano, 9~(1- 0,15 10491 164 93
metiletilideno)
30 (+)-1sodi-hidrocarvona 0,13 10,816 152 95
2H-2,4A-etanonaftaleno, 1,3,4,5,6,7-
31 hexa-hidro-2,5,5-trimetil 0,24 10,949 204 175
32 1,1, 4A-trime_ti|-5, 6-dimetileno-deca- 0,41 11,218 204 192
hidronaftaleno
33 Etanol, 2-(3, 3-dim_e_ti| biciclo[2.2.1]- 0,21 11.416 166 166
hept-2-ilideno
34 Isoeugenil fenilacetato 2,45 11,780 282 164
35 Biciclo [7.2_.0]-L_mdec-4-_en0, 4,11, 11- 1.22 12.246 204 91
trimetil-8-metileno
36 a-cis-bergamoteno 0,32 12,313 204 119
37 a-humuleno 0,31 12,682 204 93
38 Sesquisabineno 0,51 12,973 204 93
39 D-gemacreno 0,53 13,008 204 105
40 B-bisaboleno 0,67 13,198 204 93
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Na Fig. 1, estdo representadas as curvas de
inibicdo do crescimento de S. aureus (ATCC
25923 e isolados de campo), E. coli (ATCC 8739
e isolados de campo) e S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) (ATCC 33592). Para S.
aureus, 1 mg/mL do 6leo essencial reduziu cerca
de 80% do crescimento bacteriano (Fig. 1A). A
revelacdo da placa com o corante resazurina apos
a leitura em espectrofotdmetro confirmou que 1
mg/mL do Oleo é a concentragdo inibitoria
minima (CIM) para esse micro-organismo. Esse
valor estad acima do encontrado por Senatore et
al. (2004), que testaram o Oleo essencial de T.
minuta proveniente de diferentes paises, para
essa mesma espécie de bactéria. Os valores de
CIM registrados pelos autores foram de 25, 50 e

100 pug/mL, para amostras do Reino Unido, Egito
e Africa do Sul, respectivamente. Enquanto o
6leo do Reino Unido apresentava maiores teores
de di-hidrotagetona (34,3%), cis-tagetona (23%)
e trans-tagetona (17,1%), os Oleos essenciais
originrios do Egito e da Africa do Sul possuiam
maiores teores de cis-B-ocimenona (50,9 e
32,2%, respectivamente). Ja Shizari et al. (2014),
ao avaliarem a atividade do 6leo de T. minuta
cultivado no Ird, verificaram que a CIM para S.
aureus foi de 67+8 pg/mL, resultado também
muito inferior ao encontrado no presente estudo.
O ¢leo testado possuia maiores teores de di-
hidrotagetona (33,9%), E-ocimenona (19,9%) e
tagetona (16,1%).
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Figura 1. Concentracéo inibitéria minima (mg/mL) (média +/- erro-padrdao da média) do dleo essencial de
Tagetes minuta sobre (A) Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e isolados de campo), (B) Escherichia
coli (mATCC 8739 e a isolados de campo) e (C) Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 33592). (A, C)
Letras minusculas diferentes representam diferencas estatisticas entre as concentragbes (P<0,01). (B)
Letras mintsculas diferentes representam diferengas estatisticas entre as concentragdes, ¢ letras
maitsculas diferentes representam diferencgas estatisticas entre as bactérias (P<0,001).

Para E. coli, foi observada diferenga entre a CIM
encontrada para a cepa-padrdo ATCC 8739 (1
mg/mL) e para o isolado de campo (3 mg/mL)
(Fig. 1B). Tais diferencas podem ser, em parte,
explicadas pela diversidade genética entre elas, o
que acarreta resisténcia distinta. Um isolado de
campo tende a ser mais agressivo quando
comparado a uma cepa de referéncia. Contudo,
tais resultados de CIM se diferenciam dos
encontrados também por Senatore et al. (2004).
Esses autores observaram uma CIM de 100
pg/mL para E. coli. Da mesma forma, Shizari et
al. (2014) registraram 90% de inibicdo dessas
bactérias com 16519 pg/mL de dleo, valor muito
inferior ao encontrado no presente estudo. Esses
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valores superiores de CIM, do presente estudo,
podem ser decorrentes da variagdo existente na
composi¢do quimica do 6leo. Desse modo,
variagbes na composicdo quimica do o6leo
decorrentes do local de cultivo precisam ser mais
investigadas antes de se sugerir 0 seu UusoO
terapéutico. Os diversos estudos que avaliaram o
Oleo essencial da T. minuta por CG-MS
indicaram que os terpenos presentes variam em
quantidade e qualidade, de acordo com o estagio
de crescimento da planta no momento do corte
(Moghaddam et al.,, 2007), a localizagéo
geogréfica, 0s nutrientes presentes no solo
(Singh et al., 2006), a parte da planta colhida
(Chamorro et al., 2008), entre outros.
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No teste com a cepa de S. aureus resistente a
meticilina ATCC 33592, a CIM encontrada foi
de 1 mg/mL (Fig. 1C), de maneira similar a
cepa-padrdo de S. aureus ATCC 25923 e os
isolados de campo. Esse resultado gera uma
expectativa promissora quanto ao
desenvolvimento de um produto que possa ser
usado no controle de bactérias resistentes a
meticilina, uma vez que esta é causa frequente de

140
120
100
80
60

40

Viabilidade celular (%)

20

0,1 03 1 3 10

morbimortalidade, principalmente em pacientes
imunodeprimidos, embora o seu mecanismo de
acao precise ser investigado (Luna et al., 2010).

Quanto ao efeito do 6leo essencial sobre as
células epiteliais da glandula mamaria, verificou-
se alta citotoxicidade com uma inibi¢do de mais
de 90% do crescimento celular a partir de 10
pug/mL (Fig. 2).

30 100 300 1000

Concentragio (ng/mL)

Figura 2. Citotoxicidade (ug/mL) (média +/- erro-padrdo da média) do 6leo essencial de Tagetes minuta
em células epiteliais da glandula mamaria MAC-T. Letras diferentes representam diferencas estatisticas

entre as concentragdes (P<0,01).

O valor constatado de IC50 do 6leo sobre esse
tipo celular foi de apenas 26,24 pg/mL. Em
outros tipos celulares (células KB e HepG2), as
concentragdes do 6leo de Tagetes que reduziram
significantemente a viabilidade celular foram
50-200 pg/mL (Shizari et al. 2014). Por outro
lado, Karimian et al. (2014) registraram
atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de
T. minuta, origindrio do Ird, utilizando
macrdfagos como modelo na concentragdo de 50
pug/mL. Os principais componentes do 6leo de T.
minuta estudado pelos autores eram di-
hidrotagetona (33.86%), E-ocimenona (19.92%),
tagetona (16.15%), cis-p-ocimenona (7.94%) e
Z-ocimenona (5.27%). No presente estudo, o
6leo reduziu significantemente a oxidagdo de
NADH, a sintese de 6xido nitrico e a expressao
do mRNA do TNF-a. Esse resultado indica que o
produto possui um potencial de modulagdo ou
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diminuicdo de respostas imunoldgicas, sugerindo
a possibilidade de uso interno. No entanto, esses
efeitos devem estar relacionados a uma
composicdo quimica distinta da amostra em
estudo, devendo-se, portanto, aprofundar o
estudo com os compostos do 6leo para elucidar
guais sdo 0s principais terpenos responsaveis
pelas atividades observadas.

Sugerem-se estudos futuros envolvendo a
encapsulacdo do 6leo visando a elaboragdo de
um possivel produto para a utilizagdo externa
(i.e.,, teto do animal) em concentracdes
intermediérias (entre 0,3 mg/mL e 3 mg/mL) que
poderiam impedir a entrada de bactérias no
sistema mamario da vaca, ou para desinfec¢do de
insumos utilizados na ordenha, ou ainda para
tratar infeccbGes causadas por micro-organismos
provocadas por MRSA.
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CONCLUSOES

O oleo essencial de T. minuta possui atividade
antimicrobiana para as duas principais espécies
causadoras de mastite, E. coli e S. aureus,
incluindo uma cepa multirresistente. No entanto,
mesmo em concentra¢fes muito baixas, elevado
efeito citotoxico foi encontrado sobre as células
MAC-T, sugerindo um potencial dano ao tecido
se 0 seu emprego for intramamario.
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