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1. INTRODUCAO

Para a producéo leiteira e pecuaria, a mastite e o0 ectoparasitismo sao as
doencas mais comuns e importantes, pois geram impactos a salude e bem-estar
animal e perdas econdémicas (OLIVEIRA; RUEGG, 2014). Além disso, o carrapato
Rhipicephalus microplus, parasita de maior relevancia, € responsavel pela trans-
missdo dos agentes infecciosos Anaplasma marginale e Babesia sp., causadores
do Complexo Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) (ALVES et al., 2021). A prevengéo
e o controle dessas infec¢cBes sao feitos com a utilizacdo de produtos antimicrobia-
nos e carrapaticidas convencionais. No entanto, seu uso inadequado ocasiona de-
senvolvimento de organismos resistentes (SHARMA et al., 2018).

Nesse contexto, a busca por produtos alternativos eficazes e reducao das
contaminagdes, evidenciam a fitoterapia como uma ferramenta promissora, tra-
zendo beneficios ao animal, a producdo e também ao meio ambiente. Atualmente
0 uso de diversas espécies de plantas medicinais tem se destacado também no
meio veterinario, como Tagetes minuta L., uma planta usada no tratamento de en-
fermidades respiratoérias, digestorias, hepéticas, e conhecida por suas propriedades
antifangicas, anti-inflamatérias e antiparasitarias (BRASIL, 2015) na medicina hu-
mana. Assim, o presente estudo teve como objetivo testar extratos hidroalcoodlicos
de T. minuta L. como desinfetante e acaricida para contribuir na busca por alterna-
tivas sustentaveis de controle e tratamento das enfermidades.

2. METODOLOGIA

Os extratos foram preparados a 10% (m/v) de planta em solucbes
hidroralcodlicas com etanol e metanol a 80% (v/v) e filtrados (SCHUCH et al., 2008).
Apos, rotaevaporados (Evaporador Rotativo Microprocessado Q344M2) a 50°C e
pressao negativa de 600 mm/Hg, liofilizados (Liofilizador L101 LIOTOP®) por 48
horas e armazenados a -20°C. Para uso nos testes, foram ressuspendidos a 2%
(m/v) em &gua destilada e Tween 80 a 1% (m/v), e autoclavados. Amostras
autoclavadas e nao autoclavadas, foram encaminhadas ao Laboratério de
Bioquimica e Produtos Naturais-LABINAT/UFSC, para anélise da composi¢éo geral
de fendlicos e flavonoides.

Os extratos nas concentragfes entre 10mg/mL a 0.078mg/mL foram
testados para Concentracao Inibitoria Minima (CIM), realizada em microplacas de
96 pocos por microdiluicdo em caldo (CLSI, 2016), frente as cepas padréo S.
aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 15442 e E. coli ATCC 25922, e um isolado
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de campo de S. aureus resistente a meticilina (SARM). Para leitura, ap0s 24 horas
de incubacgéo a 37°C, foi feito o plaqueamento de 3uL de cada orificio em placas
de Petri com Agar Triptona de Soja (TSA) incubadas por 24h. As microplacas ainda
receberam 50 pL do revelador resazurina a 0,01% (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-
onal0-oxido, Merk®, EUA) (100 pg/mL) e foram novamente incubadas por 30 min,
para verificagao da CIM.

O teste desinfetante foi realizado conforme a Norma Padrdo Europeia
(BSEN1040, 2005), com modificacdes, com tempos de contato de 15 e 30 minutos
e cada teste teve um controle negativo de crescimento utilizando hipoclorito de
sédio a 2% (v/v) e trés repeticbes. Os microrganismos testados foram as cepas
padrdo de S. aureus e P. aeruginosa, considerando eficacia ao atingir redugéo de
cinco logs do inéculo inicial (108 UFC/mL).

O biocarrapaticidograma, foi realizado com o Teste de Drummond e avaliou
mortalidade e indice de eficacia dos extratos a 2% e 1% (m/v) através do Teste de
Imersdo para Adultos (TIA). O tempo de contato foi de cinco minutos, e teve
controle positivo com produto comercial a base de cipermetrina fenthion e
clorpirifés, e controle negativo com agua, também em trés repeticoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentro dos compostos fendlicos, os flavonodides formaram sua maior parte
nas andlises dos dois extratos, no entanto, o uso de calor e presséo sobre produtos
de origem natural causam danos a composicao e até a eficacia dos mesmos, prin-
cipalmente em compostos de alta volatilidade como estes (SIMOES et al., 2003).
Tais alteracdes ficaram evidenciadas pois houve reducéo de compostos nas amos-
tras autoclavadas analisadas em comparacéo as nao autoclavadas.

No teste de atividade antimicrobiana, os dois extratos apresentaram efetivi-
dade (Tabela 1), variando sua CIM entre 0,208 mg/mL frente a S. aureus ATCC
com extrato etandlico e 2,5 mg/mL frente a E. coli com os dois extratos.

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos metandlico e etano-
lico de T. minuta frente as cepas bacterianas testadas.

. CIM (mg/mL) CIM (mg/mL)
Cepas Bacterianas extrato metandlico extrato etandlico
S. aureus ATCC 6538 0,625 0,208
P. aeruginosa ATCC 15422 1,666 1,25
E. coli ATCC 25922 25 25
S. aureus (SARM) isolado de campo 0,625 0,312

*Os valores de CIM estédo expressos em médias, calculadas a partir das trés repeticdes realizadas
nos testes para cada bactéria e cada extrato.

O extrato etandlico teve médias de CIM menores em comparacao ao meta-
nolico, exceto frente a E. coli. Vale ressaltar que o processo de armazenamento
pos liofilizacdo se deu de maneira distinta entre os extratos, sendo o extrato etano-
lico liofilizado ja em frascos aliquotados e o extrato metandlico seco em bandejas e
depois, homogeneizado e fracionado em tubos para armazenamento. Tal processo
pode ter sido responsavel pela absor¢cdo de umidade, aumentando o peso bruto do
conteudo seco, reduzindo proporcionalmente seus compostos.

A leitura da CIM com revelador resazurina (Figura 1) evidenciou as bactérias
gue permaneceram viaveis através da conversao da resazurina em resorufina pelas
bactérias, alterando sua coloracdo para rosa, indicando a presenca de atividade
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metabdlica (PALOMINO et al., 2002), também confirmada pelo crescimento das
aliquotas plaqueadas nas placas de Petri e incubadas.

Concentragdes Teste C+ C-
(mg/mL) (Caldo + Extrato + Inéculo)  (Caldo + Inéculo) (Caldo + Extrato)
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Figura 1. Imagem da microplaca com revelador resazurina, evidenciando a CIM
na ultima linha azul e viabilidade metabdlica das bactérias na coloracao rosa.

Estudos testando a mesma cepa padréo S. aureus e produtos mais elabora-
dos da planta encontraram CIM elevadas a deste trabalho (SPERANDIO et al.,
2019; BOLZAN, 2018). Testes com extratos hidroalcoodlicos desta planta também
demonstraram eficicia, no entanto, as concentracdes dos extratos eram prepara-
das a partir de uma base liquida (OLANDA et al., 2019). Os extratos utilizados neste
estudo foram secos e liofilizados para conservar as propriedades extraidas, facilitar
0 armazenamento e determinar com maior precisao as concentracdes das solucdes
em percentual de matéria seca (g/100mL) (SIMOES et al., 2003).

No teste de atividade desinfetante, os extratos ndo atingiram a reducéo de 5
logs necesséria para serem considerados como eficazes. Outros produtos de T.
minuta foram testados como desinfetantes, com um requinte maior de elaboracéao,
como nanoparticulas ou 6leos essenciais e atingiram a reducéo de 5 logs do inéculo
inicial frente as bactérias (BOLZAN, 2018; MOREIRA, 2021). No entanto, essa com-
plexidade de preparo das solu¢bes é um fator limitante na obtencdo e acesso a
estas apresentacfes. Ainda, a acdo carrapaticida também ficou abaixo do referido
como adequado, ndo sendo atingidos os niveis de ao menos 80% de eficacia car-
rapaticida (BRASIL, 2020). Outros testes com 06leo essencial de T. minuta, foram
descritos eficazes, porém em concentracdes bem acima das estudadas aqui, cerca
de 20 a 25% (BARROS et al., 2019).

4. CONCLUSOES

Os extratos de Tagetes minuta testados tem acdo antibacteriana em
concentracdes inferiores a 2,5 mg/mL, inclusive sobre bactérias Gram negativas,
remetendo a um produto promissor para utilizagdo na bovinocultura. Porém, nas
concentracgOes testadas, os efeitos desinfetante e carrapaticida foram insuficientes
para uso. Mais trabalhos, utilizando outras concentracdes e/ou formulacbes dos
extratos, devem ser realizados para comprovar sua eficacia para esses fins.
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