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RESUMO

A mastite ¢ uma das principais enfermidades da pecudria leiteira, frequentemente associada a
bactéria do género estafilococos e agravada pelo aumento da resisténcia antimicrobiana.
Diante desse cenario, avaliou-se a atividade antimicrobiana in vitro de extratos de Cannabis
sativa contra cepas de Staphylococcus aureus (bovinas e caprinas), Staphylococcus
chromogenes (bovina) e Staphylococcus caprae (caprina), isoladas de rebanhos da Paraiba. O
ensaio foi conduzido pelo método de difusao em disco (Kirby—Bauer), utilizando extratos ricos
em canabidiol (CBD) e delta-9-tetrahidrocanabinol (THC), canabigerol (CBG) isolado e
combinagdes (CBD:CBG, THC:CBG, THC:CBD) entre eles, os extratos foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) para alcangar a concentracao de 30 mg/mL e posteriormente foram
diluidos com tampao fosfato salino (PBS) para atingir a concentracao de 3 mg/mL, logo apo6s foi
realizada a diluicdo seriada na escala de 1:3, atingindo as concentrac¢des de 3,0 a 0,01 mg/mL,
com leituras em 6, 12, 24 e 48 horas. Observou-se efeito dependente da concentracao e do
tempo de exposicao aos extratos, com aumento significativo da atividade a partir de 12 horas
e estabilizacdo posterior, com concentragdo ideal acima de 1,0 mg/mL. Entre os tratamentos,
a combina¢do CBD:CBG apresentou maior média de zona de inibi¢do, superando os extratos
isolados. As cepas de origem bovina demonstraram maior sensibilidade em comparagdo as
caprinas, com S. caprae demonstrando maior resisténcia. Conclui-se que os fitocanabinoides,
especialmente em formulagdes combinadas € na concentragao de 1,0 mg/mL, apresentam
potencial antimicrobiano promissor contra estafilococos associados a mastite, indicando
possibilidade de aplicacao futura como alternativa ou adjuvante terapéutico.

Palavras-Chave: canabidiol; canabigerol; delta-9-tetrahidrocanabinol; difusdo em disco;
ruminantes leiteiros.



ABSTRACT

Mastitis is one of the main diseases affecting dairy production, frequently associated with
bacteria of the genus Staphylococcus and aggravated by increasing antimicrobial resistance. In
this context, the in vitro antimicrobial activity of Cannabis sativa extracts was evaluated against
strains of Staphylococcus aureus (bovine and caprine), Staphylococcus chromogenes (bovine),
and Staphylococcus caprae (caprine), isolated from herds in the state of Paraiba, Brazil. The
assay was performed using the disk diffusion method (Kirby—Bauer), employing extracts rich
in cannabidiol (CBD) and delta-9-tetrahydrocannabinol (THC), isolated cannabigerol (CBG),
and their combinations (CBD:CBG, THC:CBG, THC:CBD). The extracts were initially diluted
in dimethyl sulfoxide (DMSO) to obtain a concentration of 30 mg/mL and subsequently diluted
in phosphate-buffered saline (PBS) to reach 3 mg/mL. Serial dilutions at a 1:3 ratio were then
performed, resulting in concentrations ranging from 3.0 to 0.01 mg/mL, with inhibition zone
readings taken at 6, 12, 24, and 48 hours. A concentration- and time-dependent effect was
observed, with a significant increase in antimicrobial activity after 12 hours, followed by
stabilization, and optimal activity at concentrations above 1.0 mg/mL. Among the treatments,
the CBD:CBG combination showed the highest mean inhibition zone, outperforming the
isolated extracts. Bovine-origin strains demonstrated greater susceptibility compared to caprine
strains, with S. caprae showing the highest resistance profile. It can be concluded that
phytocannabinoids, particularly in combined formulations and at concentrations > 1.0 mg/mL,
exhibit promising antimicrobial potential against staphylococci associated with mastitis,
indicating possible future application as alternative or adjunct therapeutic agents.

Keywords: cannabidiol; cannabigerol; dairy ruminants; delta-9-tetrahydrocannabinol; disk
diffusion.
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1. INTRODUCAO

A mastite ¢ reconhecida como uma das enfermidades de maior impacto na pecudria
leiteira mundial, afetando tanto bovinos quanto pequenos caprinos. Caracterizada por
processos inflamatérios da glandula mamaria, a doenga resulta em perdas economicas
severas decorrentes da redugdo na producdo, descarte de leite contaminado e custos
elevados com tratamentos (Azooz et al., 2020). Embora apresente etiologia multifatorial, a
doenga ¢ predominantemente de origem bacteriana, destacando-se agentes contagiosos
como o Staphylococcus aureus, fortemente associado a infecgdes persistentes e elevacao da
contagem de células somaticas (CCS) (Keefe, 2021).

No contexto da bovinocultura leiteira brasileira, a mastite configura-se como uma das
principais enfermidades infecciosas que impactam diretamente a produtividade e a
qualidade do leite. Estudos conduzidos no Brasil demonstram elevada ocorréncia tanto de
mastite clinica quanto subclinica, sendo esta ultima a forma mais prevalente e
economicamente mais custosa, por permanecer muitas vezes sem diagnostico imediato
(Acosta et al., 2016; Busanello et al., 2017). Em levantamento envolvendo ampla
populagdo de rebanhos leiteiros brasileiros, Busanello et al. (2017) evidenciaram
prevaléncias expressivas de mastite subclinica, refor¢cando a necessidade de monitoramento
sistematico por meio da contagem de células somaticas (CCS) e de programas consistentes
de controle. Além disso, Acosta et al. (2016) destacam que fatores como manejo
inadequado de ordenha, falhas na higienizagdo dos equipamentos e auséncia de terapia
adequada no periodo seco contribuem significativamente para a manutengdo e
disseminac¢ado da doenga nos rebanhos.

Do ponto de vista etioldgico, a mastite bovina ¢ causada predominantemente por
bactérias, com destaque para patdogenos contagiosos e ambientais. Entre os agentes
contagiosos, o Staphylococcus aureus permanece como um dos principais responsaveis por
infecgdes persistentes e de dificil erradicagdo, especialmente em razdo de sua capacidade
de invasdo tecidual e formagdao de biofilmes (Keefe, 2012; Mello et al., 2020).
Paralelamente, os estafilococos ndo-aureus (ENA), como o Staphylococcus chromogenes,
tém sido cada vez mais reconhecidos pela sua relevancia epidemiologica em vacas leiteiras,
particularmente no inicio da lactacdo e durante o periodo seco (De buck et al., 2021;
Kurban et al., 2025). Esses agentes, embora historicamente considerados de menor
importancia, podem estabelecer infec¢des intramamadrias persistentes e contribuir para o

aumento da CCS e para perdas produtivas significativas, refor¢ando a complexidade do



cenario sanitario na mastite bovina.

Na caprinocultura leiteira, atividade de extrema relevancia socioecondmica no
semiarido paraibano, a mastite assume particular relevancia sanitdria e produtiva, nos quais
a doenca frequentemente se manifesta de forma subclinica. Diferentemente do observado
em bovinos, a interpretagdo da CCS em cabras ¢ mais complexa devido a fisiologia da
secre¢do apocrina do leite caprino; ainda assim, infec¢des intramamadrias por estafilococos
estdo claramente associadas a reducdo da qualidade do leite, alteragdes na composi¢do
fisico-quimica e diminui¢do da produtividade (Contreras et al, 2007; Bergonier et al.,
2003).

Entre os agentes etiologicos mais relevantes da mastite caprina, o Staphylococcus
aureus destaca-se por sua elevada capacidade de adaptacdo ao tecido mamario, formacao
de biofilmes e persisténcia no rebanho, sendo isolado tanto em casos clinicos quanto
subclinicos. Além disso, espécies de Staphylococcus nao-aureus (ENA) vém ganhando
importancia epidemiologica, especialmente o Staphylococcus caprae, reconhecido como
patdégeno oportunista associado a infec¢des intramamadrias crOnicas em cabras leiteiras
(Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2003). Paralelamente, em rebanhos bovinos, o
Staphylococcus chromogenes tem demonstrado relevancia crescente, sendo reportado como
uma das infec¢des mais prevalentes no inicio da lactagdo em vacas primiparas, associado a
infecgdes persistentes durante o periodo seco (Kurban et al., 2025). Atualmente, um dos
maiores desafios no controle da mastite em ambas as espécies ¢ a capacidade desses
patogenos de formarem biofilmes, estrutura que funciona como uma barreira fisica e
biologica que reduz drasticamente a eficacia dos antibidticos convencionais (De buck ef al.,
2021; Naranjo-Lucena; Slowey, 2023). O uso indiscriminado de antimicrobianos tem
contribuido para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana, demandando uma busca
urgente por terapias alternativas (WHO, 2023). Nesse contexto, a Cannabis sativa destaca-
se por possuir fitocanabinoides com propriedades farmacologicasdocumentadas, como o
canabidiol (CBD), o canabigerol (CBQG)

e o delta-9- tetrahidrocanabinol (A-9-THC) (Schofs; Sparo; Sanchez bruni, 2021).

Evidéncias recentes indicam que tais derivados possuem atividade antimicrobiana
significativa contra bactérias Gram-positivas, abrangendo inclusive linhagens
multirresistentes. Esse efeito ¢ atribuido, primordialmente, a disrupcdo da membrana
citoplasmatica e a inibi¢do da sintese de biofilmes (Wassman; Hojrup; Klitgaard, 2020;

Niyangoda ef al., 2024). Contudo, apesar do cenario promissor, observa-se uma escassez de
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estudos que avaliem a eficécia desses fitocanabinoides frente a isolados clinicos especificos
da mastite bovina e caprina. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro dos compostos CBD, CBG e THC frente a cepas de Staphylococcus
aureus (isoladas de vacas e cabras), Staphylococcus chromogenes (de origem bovina) e

Staphylococcus caprae (de origem caprina),

todas provenientes de rebanhos do estado da Paraiba. Nesse contexto, o presente estudo

objetivou avaliar a eficicia inibitoria dos extratos derivados da Cannabis sativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama geral sobre os principais impactos da mastite no Brasil

A mastite bovina ¢ a principal enfermidade infecciosa da pecudria leiteira brasileira,
com elevada prevaléncia, especialmente na forma subclinica, que frequentemente passa
despercebida em propriedades com menor nivel de tecnificagdo. Estimativas nacionais
indicam prevaléncia média proxima de 46,4% em rebanhos leiteiros, evidenciando a
magnitude epidemiologica da doenga no pais (Busanello ef al., 2017). Revisdes nacionais
destacam ampla distribuicdo da mastite em diferentes sistemas produtivos e a predominancia
de microrganismos do género Staphylococcus como principais agentes etiologicos (Acosta
et al., 2016). No Nordeste, particularmente no Agreste paraibano, estudos demonstram
elevada frequéncia de Staphylococcus spp. associados a mastite, além da presenca de perfis
de resisténcia antimicrobiana, o que refor¢a a complexidade do controle sanitario na regido
(Silva, 2022).

Do ponto de vista econdmico, a mastite acarreta perdas significativas decorrentes da
reducdo da producdo leiteira, descarte de leite durante o tratamento, custos com
medicamentos, assisténcia veterinaria e descarte precoce de matrizes. A alta prevaléncia da
forma subclinica compromete a eficiéncia produtiva e impacta diretamente a rentabilidade
das propriedades (Busanello et al., 2017; Acosta et al., 2016). Em sistemas de baixa e média
tecnologia, realidade frequente em diversas areas do Nordeste, esses prejuizos tendem a ser
proporcionalmente mais severos, uma vez que a margem de lucro ¢ limitada e o
investimento em medidas preventivas € restrito, configurando a mastite como importante

problema sanitario € econdmico para a cadeia leiteira brasileira.

2.2 Patdgenos Estafilococicos

O género Staphylococcus ¢ amplamente reconhecido como o principal grupo bacteriano
associado a mastite em ruminantes leiteiros, desempenhando papel central na epidemiologia
da doenca em bovinos e caprinos. Em bovinos, Staphylococcus aureus destaca-se como o
patdgeno contagioso de maior relevancia clinica e epidemiolédgica, sendo frequentemente
associado a infec¢des intramamarias persistentes e de dificil erradicacdo. A patogenicidade
desse microrganismo esta relacionada a producdo de fatores de viruléncia, como

hemolisinas, leucocidinas e enzimas extracelulares, que favorecem a invasao do
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parénquima mamario e podem resultar em lesdes teciduais irreversiveis e fibrose (Mello
et al., 2020). Além disso, a capacidade de sobreviver no interior de células fagociticas e de
formar biofilmes confere ao S. aureus elevada evasdao do sistema imune do hospedeiro,
contribuindo para as baixas taxas de cura observadas durante a lactagao.

Em caprinos, Staphylococcus aureus também apresenta importdncia sanitdria
significativa, sendo isolado tanto em casos clinicos quanto subclinicos de mastite. Nessa
espécie, a infecgdo por esse patogeno esta associada a persisténcia intramamaria, a elevagao
da contagem de células somaticas e a redu¢do da qualidade do leite, especialmente em
sistemas produtivos com manejo sanitario deficiente (Bergonier et al., 2003; Contreras et
al., 2003).

Paralelamente, a compreensdo acerca dos Staphylococcus mnao-aureus (SNA),
anteriormente classificados como patdégenos secundarios de baixa viruléncia, tem sido
amplamente revisada. Atualmente, essa classificacdo ¢ considerada inadequada, uma vez
que diversas espécies apresentam importancia epidemiologica relevante na saude da
glandula mamaria. Entre elas, Staphylococcus chromogenes destaca-se pela elevada
frequéncia em infecgdes intramamadrias persistentes, especialmente em vacas primiparas,
atuando tanto como colonizador do canal do teto quanto como agente etiolégico da mastite
subclinica (De buck et al., 2021). Estudos recentes demonstram que S. chromogenes ¢ a
infeccdo intramamaria estafilococica mais prevalente no inicio da lactagdo em primiparas,
acometendo cerca de 10% dos animais e promovendo aumento da Contagem de Células
Somaticas (CCS) na lactacdo subsequente (Kurban et al., 2025). A persisténcia desse
agente no rebanho estd associada a diversidade genética e a expressdo de genes de
viruléncia adaptativos, favorecendo sua sobrevivéncia no ambiente intramamario (Mello e?
al., 2020).

Em caprinos, entre os Staphylococcus nao-aureus (SNA), destaca-se Staphylococcus
caprae, espécie frequentemente associada a mastite subclinica cronica. Esse
microrganismo apresenta elevada capacidade de adaptacdo ao tecido mamaério caprino,
contribuindo para a manutencao silenciosa da infeccdo no rebanho e representando um
desafio para o controle sanitario, sobretudo em sistemas de producdo com ordenha manual
e auséncia de programas sistematicos de prevencdo (Bergonier et al., 2003; Contreras et

al., 2003).

2.3 Biofilme e o desafio da resisténcia bacteriana
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O controle da mastite enfrenta o desafio global da resisténcia antimicrobiana (RAM),
fendomeno exacerbado pela pressdo seletiva decorrente do uso frequente de antibidticos na
producao leiteira (Naranjo-lucena; Slowey, 2023). Um dos mecanismos centrais de
resisténcia bacteriana ¢ a formacdo de biofilmes: matrizes extracelulares compostas por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, que funcionam como barreiras fisicas e
bioldgicas contra fairmacos e o sistema imune (De buck et al., 2021).

A relevancia deste mecanismo em isolados brasileiros de mastite subclinica bovina foi
confirmada por andlises de RT-qPCR, que demonstraram a expressdo ativa de genes
associados a formagao de biofilme (Mello et al., 2020). Em pequenos ruminantes, espécies
como S. caprae também apresentam capacidade significativa de formacdo de biofilme, o
que contribui para a manutenc¢do silenciosa da infeccdo no rebanho e para o aumento da

tolerancia aos tratamentos convencionais (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2003).

2.4 Potencial farmacologico da Cannabis sativa na medicina veterinaria

Diante das limitagdes impostas pela resisténcia bacteriana aos protocolos de
antibioticoterapia convencional, os fitocanabinoides extraidos da Cannabis sativa emergem
como alternativas terapéuticas promissoras. Esses compostos fendlicos possuem natureza
lipofilica, o que facilita sua interagdo com as membranas lipidicas de patégenos Gram-
positivos, como os estafilococos causadores de mastite (Schofs; Sparo; Sanchez bruni,
2021).

A atividade antimicrobiana da Cannabis ndo ¢ uniforme, variando conforme o isolado e
o alvo bacteriano. As evidéncias atuais indicam que o potencial terapéutico dessa planta
estd principalmente associado a trés fitocanabinoides: canabidiol (CBD), canabigerol
(CBQ) e tetrahidrocanabinol (THC).

O canabidiol (CBD) ¢ o fitocanabinoide mais amplamente investigado, sobretudo pela
auséncia de efeitos psicotropicos e pela consistente atividade frente a bactérias Gram-
positivas. Seu mecanismo de agdo tem sido associado a desestruturagdo da membrana
plasmatica bacteriana, promovendo aumento da permeabilidade celular, extravasamento do
conteudo citoplasmatico e consequente morte celular réapida (Wassmann; Hojrup;
Klitgaard, 2020). No mesmo estudo, os autores sugerem ainda que o CBD pode atuar como
composto adjuvante, potencializando a agdo da bacitracina contra bactérias Gram-
positivas.

O canabigerol (CBG), reconhecido como precursor biossintético dos principais
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fitocanabinoides, tem sido descrito como um dos compostos mais promissores no contexto
da atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas. Em revisdo sistematica
recente, Niyangoda et al. (2024) destacam que o CBG demonstrou elevada eficacia in vitro
frente a cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus, incluindo linhagens MRSA.
Segundo os autores, o composto apresentou atividade significativa contra células
persistentes (persisters), caracterizadas por metabolismo reduzido e elevada
tolerancia aos antimicrobianos convencionais, fator diretamente relacionado a
cronicidade de infecgdes estafilococicas. Além disso, o estudo relata que o CBG possui
capacidade de inibir estagios iniciais da formagdo de biofilmes, sugerindo potencial papel
na prevencdo da persisténcia bacteriana e na reducdo da recalcitrancia terapéutica
(Niyangoda et al., 2024).

O delta-9-ahidrocanabinol (THC), embora apresente restrigdes para aplicacao clinica na
medicina veterinaria devido aos seus efeitos psicoativos, também demonstra propriedades
antimicrobianas relevantes. Seu mecanismo de agdo envolve a interferéncia na sintese de
macromoléculas bacterianas e¢ na integridade celular, observando-se efeito sinérgico
quando utilizado em extratos de espectro total (full-spectrum), nos quais a agdo combinada
dos diferentes fitocompostos supera a atividade do canabinoide isolado (Schofs; Sparo;
Sanchez bruni, 2021).

No que se refere as concentragdes empregadas nos estudos experimentais, observa-se
que a atividade antimicrobiana dos fitocanabinoides tem sido predominantemente avaliada
por meio do método de microdiluicio em caldo para determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM). Wassmann, Hejrup e Klitgaard (2020) testaram o canabidiol
(CBD) em concentragdes variando aproximadamente de 0,5 a 8 pg/mL, observando valores
de CIM entre 1 e 2 ug/mL contra Staphylococcus aureus, além de efeito adjuvante
significativo em concentragdes proximas de 2 pg/mL quando associado a bacitracina. De
maneira semelhante, a revisdo sistematica de Niyangoda et al. (2024) reporta que o
canabigerol (CBG) apresentou CIM predominantemente entre 1 ¢ 4 pg/mL frente a
linhagens multirresistentes de S. aureus, incluindo MRSA, sendo que a inibicdo de
biofilmes e de células persistentes foi descrita em concentragdes variando entre 2 e 8
pg/mL. Schofs, Sparo e Sanchez Bruni (2021), ao analisarem diferentes estudos
experimentais, relatam que canabinoides ativos contra bactérias Gram- positivas
apresentam, em geral, CIM na faixa de 0,5 a 8 ug/mL, dependendo do isolado bacteriano e
das condi¢des metodologicas empregadas. Esses dados indicam que, nos modelos baseados

em microdiluigdo, os fitocanabinoides demonstram atividade antimicrobiana em
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concentracdes relativamente baixas, expressas em pg/mL.

Um dos aspectos mais relevantes para o tratamento da mastite bovina ¢ a capacidade
desses compostos de penetrar em matrizes complexas. Revisdes sistematicas indicam que
os canabinoides conseguem desestabilizar biofilmes ja estabelecidos de estafilococos, uma
barreira que os antibioticos hidrofilicos convencionais frequentemente falham em
ultrapassar (Niyangoda et al., 2024).

Embora as evidéncias atuais sejam predominantemente provenientes de estudos in
vitro, esses dados fundamentam a investigagdo de novos protocolos clinicos. A
transi¢do para modelos in vivo ¢ o proximo passo necessario para determinar a
farmacocinética intramamdria e garantir que esses compostos ndo deixem residuos

psicotropicos no leite destinado ao consumo humano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local do estudo e origem das amostras

O estudo foi conduzido junto ao Nucleo Aplicado a Produgdo e Sanidade da Glandula
Mamaria (NAPROSA), vinculado ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal
(PPGCAN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus II, Areia/PB. Foram
utilizadas oito cepas bacterianas do género Staphylococcus spp. causadoras de mastite em
caprinos e bovinos, todas pertencentes ao banco de bactérias do NAPROSA, sendo elas:
duas cepas bacterianas de Staphylococcus aureus da espécie bovina (SAB), duas cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus da espécie caprina (SAC), duas cepas bacterianas de
Staphylococcus chromogenes da espécie bovina (SCB) e duas cepas bacterianas de
Staphylococcus caprae da espécie caprina (SCC). Todas as bactérias utilizadas foram

previamente identificadas por espectometria de massa (MALDI- TOF).

3.2 Preparacao das placas bacterianas para o Teste de Difusao em Disco de Kirby-Bauer

Todas as cepas bacterianas foram descongeladas e semeadas em Agar Sangue ovino
a 5%. Ap6s um periodo de 24 horas, uma amostra da colonia de cada uma das bactérias foi
coletada com swab e diluida em solugdo salina para alcancar a turbidez padrao de 0,5 na
escala de McFarland. Posteriormente, com o auxilio de um swab, essas suspensdes
bacterianas foram inoculadas em placas com Agar Mueller Hinton (MHI) para realizagdo

dos Testes de Difusao em Disco. Todas as bactérias foram feitas em triplicatas.

3.3 Agquisicdo dos extratos de Cannabis sativa

Foram fornecidos trés extratos de Cannabis sativa advindos de uma parceria com a
Associagao Cannabis Sem Fronteiras (ACSF, Floriandpolis/SC), sendo eles um extrato de
Cannabis sativa full spectrum rico em CBD, extrato de Cannabis sativa full spectrum rico

em THC e um extrato de Cannabis sativa isolado de CBG.
3.4  Preparagdo das dilui¢cdes dos extratos de Cannabis sativa para o Teste de Difusdo

em Disco de Kirby-Bauer

Inicialmente, todos os extratos de Cannabis sativa (CBD, CBG e THC) foram diluidos
em
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Dimetilsulféxido (DMSO) numa concentragdo de 30 mg/mL (solu¢do de estoque 1).
Posteriormente, 100 pL dessa solugdo foi acrescida em 900 pL de tampao fosfato salino
(PBS) para atingir uma concentracdo de 3 mg/mL (solucdo de estoque 2). Apos isso,
realizou- se uma diluicdo seriada com um fator de diluicdo de 1:3, resultando em
concentracdes de 3 mg/mL a 0,01 mg/mL. Ainda, a partir das solugdes de estoque 1 de
cada um dos extratos, retirou-se 50 pL para confec¢do de solugdes de estoque 2 com a
combinagdo de dois extratos diferentes, na escala de 1:1, resultando nas solucdes
combinadas de CBD:THC, CBD: CBG e CBG:THC. O processamento seguiu 0 mesmo
protocolo descrito anteriormente. Apos a preparagao das diluigdes, discos de papel filtro
qualitativo foram embebidos por 30 minutos em cada uma das solu¢des. Além disso, discos
foram utilizados como controle positivo e negativo utilizando Ceftriaxona (30 ug) e

DMSO, respectivamente.

3.5 Avaliagao das zonas de inibi¢ao

A mensuragdo e avaliacdo dos halos foi realizada nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas
com o auxilio de um paquimetro digital. Todas as zonas de inibi¢do foram medidas em

milimetros (mm).

3.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram conduzidas em ambiente Python. O nivel de significancia
adotado para todos os testes de hipotese foi de a = 0,05, correspondendo a um intervalo de
confianca de 95%.

Quando a ANOVA indicou efeitos significativos (p < 0,05), procedeu-se a realizagdo
de testes post-hoc para identificar diferencas especificas entre os niveis de cada fator.
Utilizou- se o teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference), que controla a taxa de
erro familywise (FWER) em a = 0,05, sendo apropriado para comparagdes multiplas

pareadas.
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4. RESULTADOS

Considerando os extratos avaliados, bem como suas combinagdes, a associacdo entre
CBD:CBG apresentou as maiores médias de zona de inibi¢do quando comparado aos
demais extratos em todas as concentragdes (p<0,001). As combinagdes THC:CBG e
CBD:THC nao diferiram significativamente entre si (p> 0,05), mas ambos foram
superiores aos extratos isolados. Entre os extratos isolados, a zona de inibicdo do CBD foi
significativamente superior a do THC (p< 0,05), mas nao diferiu de CBG (p=0,928).

Com relagdo ao tempo, observou-se que a zona de inibi¢do as 6 horas foi
significativamente menor que os demais periodos (p < 0,001). Entretanto, ndo foram
detectadas diferencas significativas entre 12, 24 e 48 horas (Figural).

Figura 1 — Evolucao temporal do efeito antibacteriano dos extratos de C. Sativa

Evolucao Temporal do Efeito Antibacteriano

oP

- Media +/-

Zona de Inibicao (mm)

Tempo

Fonte: Elaboragao propria.

As analises revelaram padrdoes complexos de sensibilidade diferenciais entre as
quatro espécies bacterianas (Figura 2 e 3). A sensibilidade de SAB e SCB nao diferiu
significativamente (p>0,05), mas ambas foram significativamente mais sensiveis que SAC
e SCC (p<0,001). Para todas as bactérias testadas, a eficicia antibacteriana, observada
através da zona de inibicdo, foi atingida com concentragcdes > 1,0 mg/mL. SCC foi a
bactéria que apresentou a menor sensibilidade, exigindo doses superiores a 0,33 mg/mL
para inibi¢ao relevante, diferindo significativamente de todas as demais espécies (p<0,01).

Figura 2 — Perfis de sensibilidades bacterianas em fungdo da concentracgdo do extrato de C. sativa
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Figura 3 — Interagdo entre as concentragdes dos extratos de C. sativa, suas zonas de inibigo e

bactérias
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Fonte: Elaboragao propria.

A interacdo entre extrato e tempo foi significativa (F = 6,54, p < 0,001). O extrato
combinado CBD:CBG foi o mais eficaz na inibicdo bacteriana em todos os tempos
avaliados. Os demais extratos apresentaram um padrao similar de resposta temporal: baixa

atividade em 6 horas, aumento rapido até 12 horas e estabilizagdo ap6s 24 horas (Figura 4).
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Figura 4 — Interag@o entre os extratos de C. sativa de acordo com o tempo, com os valores

representando as zonas de inibigdo médias (mm)
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Fonte: Elaboragao propria.

A interagdo entre os extratos e as bactérias também foi significativa (F = 5,29, p <
0,001). CBD:CBG apresentou atividade inibitéria elevada contra todas as espécies
bacterianas testadas, com valores superiores a 5 mm em todos os casos. THC:CBG e
CBD:THC apresentaram padroes similares. Além disso, ¢ possivel observar que todos os
extratos foram mais eficazes contra cepas bacterianas de origem bovinas. Dos seis extratos
avaliados, cinco apresentaram atividade minima contra SCC (Figura 5).

Figura 5 — Interagdo entre os extratos de C. sativa e as bactérias, com os valores representando

as zonas de inibicdo médias (mm)
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Fonte: Elaboragao propria.
Com relagdo ao tempo e a concentracdo, ndo houve interagdo relevante que

indicasse perda de eficacia dos extratos ao longo do tempo. As curvas dose-resposta
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estabelecidas as 12 horas mantiveram-se praticamente inalteradas em 24 e 48 horas (Figura
0).

Figura 6 — Efeito das diferentes concentragdes de C. Sativa ao longo do tempo
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Fonte: Elaboragao propria.

A relagdo entre a concentracdo e o tipo de extrato foi altamente significativa. A
associacdo CBD:CBG demonstrou superioridade consistente na capacidade de inibigdo em
quase todas as concentragdes. Por outro lado, o extrato de THC isolado exigiu
concentracdes aproximadamente trés vezes maiores para atingir o mesmo efeito inibitério
que o CBD:CBG. Além disso, a partir da concentracdo de 1,0 mg/mL, a maioria dos
extratos apresenta um teto de eficacia (Figura 7).

Figura 7 — Curvas de dose-resposta para cada extrato de C. sativa de acordo com as zonas de
inibigao
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Fonte: Elaboragao propria.
Na figura 8 ¢ possivel observar a zona de inibigdo média para cada concentracao e
extrato, sintetizando visualmente efeitos previamente descritos. O extrato combinado de

CBD:CBG foi o extrato que apresentou as maiores zonas médias de inibigdo bacteriana.



Figura 8 — Zona de inibicdo média de acordo com o extrato de C. sativa e sua concentragdo
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que os fitocanabindides derivados da
Cannabis sativa apresentam atividade antimicrobiana in vitro mensuravel contra cepas de
Staphylococcus aureus (isoladas de bovinos e caprinos), Staphylococcus chromogenes
(origem bovina) e Staphylococcus caprae (origem caprina). A amplitude total observada
(0—19 mm), associada ao primeiro quartil igual a zero, indica que a resposta antimicrobiana
ndo ocorreu de forma homogénea em todas as condigdes experimentais, mas sim de
maneira dependente do conjunto de fatores avaliados (tempo, concentragdo, tipo de extrato
e espécie bacteriana). Esses achados sdo particularmente relevantes diante do cendrio de
resisténcia antimicrobiana descrito para patdgenos intramamarios, no qual a eficacia dos
antibidticos convencionais tem sido progressivamente comprometida, favorecendo a busca
por alternativas ou adjuvantes terapéuticos (Naranjo-lucena; Slowey, 2023).

A andlise estatistica evidenciou diferenga significativa entre os extratos testados, com
melhores resultados das combinag¢des em relacao aos compostos isolados (p < 0,001). Entre
as formulacdes avaliadas, o CBD:CBG apresentou o melhor desempenho, com maior
média e mediana de zona de inibi¢do, além de superar consistentemente os extratos
isolados. A superioridade nos resultados cem utilizagdo de extratos combinados,
especialmente CBD:CBG, sustenta a interpretagao de um possivel efeito sinérgico, no qual
a associacdo de fitocanabinoides potencializa a ag¢do antimicrobiana por mecanismos
complementares. Isso € coerente com descricdes prévias de que canabinoides podem
comprometer a integridade da membrana citoplasmatica bacteriana e aumentar a
permeabilidade celular, favorecendo perda de homeostase ¢ morte bacteriana (Schofs;
Sparo; Sanchez bruni, 2021; Wassmann; Hejrup; Klitgaard, 2020; Niyangoda et al., 2024).
Assim, os resultados desse trabalho fortalecem o argumento de que o uso combinado de
canabinoides apresenta maior potencial inibitorio do que a aplicagdo isolada, principalmente
quando se busca uma resposta mais consistente e menos dependente de condi¢des
especificas.

O efeito do tempo de incubagdo também se mostrou estatisticamente significativo (p <
0,001), revelando um padrao tempo-dependente. Observou-se incremento expressivo da
atividade antibacteriana entre 6 ¢ 12 horas, seguido de estabilizacdo em 24 e 48 horas. Essa
cinética sugere que os canabinoides demandam um periodo minimo de exposi¢cdo para
exercer o efeito maximo, o que ¢ compativel com um processo gradual de interagdo com

estruturas bacterianas e interferéncia progressiva em processos celulares essenciais. A
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distribui¢do dos dados corrobora com essa interpretacdo: no tempo inicial, a mediana em
zero indica auséncia de efeito em grande parte das condi¢des, enquanto nos tempos
posteriores ha elevacdo sustentada das medianas e reducdo relativa da variabilidade,
indicando estabelecimento do efeito. Esse comportamento esta de acordo com estudos
que descrevem acgdo gradual de canabinoides sobre estafilococos, com aumento do
efeito com maior tempo de contato (Niyangoda et al., 2024).

Quanto a susceptibilidade bacteriana, verificou-se diferenga significativa entre as
espécies avaliadas (p < 0,001), com Staphylococcus aureus apresentando maior
sensibilidade aos extratos em comparagdo aos Staphylococcus nao-aureus (ENA). Esse
achado ¢ relevante, pois indica que o potencial antimicrobiano dos canabinoides ndo se
manifesta de forma igualitaria entre espécies, refletindo caracteristicas bioldgicas proprias
de cada patdégeno. A maior sensibilidade de S. aureus pode estar relacionada a diferengas
estruturais e fisioldgicas que tornam essa espécie mais suscetivel a compostos que atuam
sobre membrana e parede celular, ainda que seja reconhecidamente um patdégeno com
capacidade de persisténcia e formagdo de biofilme. Por outro lado, estafilococos nao-
aureus frequentemente apresentam perfis de persisténcia e resposta variavel, compondo um
grupo heterogéneo do ponto de vista epidemioldgico e de comportamento intramamario
(Mello et al., 2020; De buck et al., 2021). Dessa forma, esse resultado reforga a
necessidade de considerar a espécie bacteriana como determinante central na interpretagao
da eficacia dos fitocanabinoides.

Adicionalmente, a maior susceptibilidade observada nos isolados de origem bovina
em relagdo aos de origem caprina pode sugerir adaptacdes biologicas distintas ao
hospedeiro e histdricos diferenciados de pressdo seletiva por antimicrobianos nos rebanhos
da regido. Assim, a diferenca de resposta entre isolados bovinos e caprinos observada no
estudo pode estar associada a particularidades bioldgicas e epidemioldgicas, reforcando a
importancia de interpretar os dados dentro do contexto regional e do hospedeiro de origem.

No que diz respeito aos Staphylococcus nao-aureus (ENA), tanto o S.
chromogenes quanto o S. caprae apresentaram sensibilidade aos canabinoides, embora com
resultados inferiores aos do S. aureus. Esse comportamento € coerente com a literatura, que
descreve essas espécies como patdogenos relacionados a infec¢des persistentes em seus
respectivos hospedeiros. No caso dos bovinos, o S. chromogenes se destaca por sua
adaptagdo ao ubere e relevancia clinica em satide mamaria, com potencial para persisténcia e
variabilidade de resposta a tratamentos (De buck et al., 2021). Em cabras, o S. caprae pode

desempenhar papel semelhante na manutencdo de infecgdes cronicas e subclinicas,
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contribuindo para persisténcia no rebanho (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2003).
Em ambos os contextos, a capacidade de formagdo de biofilmes funciona como uma
barreira de protecao que aumenta tolerancia a antimicrobianos, o que pode contribuir para
menores halos de inibicdo observados em parte das condigdes. Essa interpretacdo ¢
refor¢ada por estudos nacionais que confirmaram genes associados a biofilme e padrdes de
expressdo relacionados em estafilococos isolados de mastite no Brasil (Mello et al., 2020).
Assim, os resultados obtidos sugerem que, para ENA, a acdo dos fitocanabinoides pode ser
mais limitada e dependente de condi¢des mais favoraveis (como combinagdes e doses
maiores), possivelmente devido a maior tolerancia estrutural e fisioldgica.

A relagcdo dose-resposta observada reforca a consisténcia dos dados experimentais:
concentragdes iguais ou superiores a 1,0 mg/mL apresentaram maior eficacia, enquanto
doses inferiores resultaram em efeito reduzido. Esse padrao confirma que a atividade
antimicrobiana in vitro dos canabinoides ¢ dependente de concentragdo, com necessidade
de atingir niveis criticos para que o efeito seja detectavel e clinicamente interpretavel. A
existéncia de um platd nas maiores concentragdes também sugere limitacdo da acdo apos
determinado ponto. Esses achados estdo de acordo com a literatura, que descreve que
concentragdes adequadas sdo essenciais para que canabinoides exer¢am atividade
antimicrobiana significativa em ensaios in vitro (Schofs; Sparo; Sanchez bruni, 2021;
Niyangoda et al., 2024). De forma geral, os resultados confirmam que a eficacia dos
derivados de Cannabis sativa ¢ multifatorial, dependendo da concentragcdo, do tempo de
exposi¢ao e da espécie bacteriana alvo, e reforcam o potencial desses compostos como
alternativas ou adjuvantes no controle de patdogenos intramamarios frente ao avanco da

resisténcia antimicrobiana (Naranjo-lucena; Slowey, 2023).
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6. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os fitocanabinoides derivados de Cannabis sativa
apresentam atividade antimicrobiana in vitro contra cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus caprae, sugerindo a associacdo CBD:CBG,
na concentragao de 1,0 mg/mL e com tempo minimo de 12 horas, apresenta o melhor

desempenho antimicrobiano entre as condigdes avaliadas.
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