
1713

Pesq. Vet. Bras. 38(9):1713-1719, setembro 2018

Artigo Original

DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-5034

ISSN 0100-736X (Print)
ISSN 1678-5150 (Online)

Animais de Produção/Livestock Diseases

RESUMO.- A mastite bovina é a enfermidade que causa 
maior impacto na produção leiteira, sendo o microrganismo 
Staphylococcus aureus o mais prevalente. Este gênero possui 
a capacidade de produzir biofilmes que é um importante 
mecanismo de resistência aos antibióticos. Considerando 
a capacidade terapêutica das plantas, a espécie Croton 

urucurana, nativa do Cerrado, foi alvo do presente estudo, 
que teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme 
in vitro do extrato vegetal e substâncias isoladas desta 
espécie, frente Staphylococcus aureus, isolados de leite de 
vacas com mastite, bem como dos antibióticos gentamicina e 
vancomicina. A atividade antibiofilme foi avaliada por meio 
do cristal violeta e da contagem de unidades formadoras 
de colônia. As imagens foram obtidas por microscopia 
eletrônica de varredura. O extrato bruto e frações de 
C. urucurana apresentaram atividade antibiofilme superior 
à gentamicina e semelhante à vancomicina, enquanto a 
substância isolada α-Costol foi significativamente mais 
ativa quando comparada aos demais tratamentos avaliados, 
reduzindo cerca de 6 ciclos logarítmicos da população 
bacteriana em biofilme. Conclui-se que os fitocomplexos 
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e a substância α-Costol isolados de Croton urucurana são 
promissores no combate a um dos principais agentes 
etiológicos da mastite bovina.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Antibiofilme, Croton urucurana, Staphylococcus 
aureus, isolado, mastite, bovinos, biofilme, Euphorbiaceae, α-Costol, 
bacterioses.

INTRODUÇÃO
A mastite, caracterizada por um processo inflamatório da 
glândula mamária, é a enfermidade mais prevalente em 
rebanhos bovinos destinados a produção leiteira, impactando 
negativamente na economia desse setor (Langoni et al. 2011). 
Um rebanho com 15% de prevalência da mastite bovina 
apresenta 60% de perda da receita bruta (Lopes et al. 2012).

Embora a mastite possa ser ocasionada por inúmeros 
patógenos, bactérias do gênero Staphylococcus spp. são 
reconhecidas como os agentes etiológicos mais isolados 
dos casos de infecções intramamárias em ruminantes 
(Vliegher et al. 2012). Dentre os diversos fatores de virulência 
que o gênero Staphylococcus apresenta, a capacidade de 
adesão no epitélio da glândula mamária é considerada um 
ponto crítico na patogenia da mastite (Hermans et al. 2010). 
A adesão do Staphylococcus aureus está associada à formação 
de biofilmes em tecidos infectados, como um mecanismo 
de auto-proteção (Bannerman 2003). Os biofilmes são 
constituídos de bactérias aderidas a uma superfície, envolvidas 
por uma matriz de polímeros orgânicos (Sauer et al. 2007). 
Nos biofilmes os microrganismos estão mais resistentes à 
ação de agentes físicos e químicos, como os antibióticos 
e produtos utilizados nos procedimentos de higienização 
(Marques et al. 2007). Os biofilmes de S. aureus podem ser 
formados na glândula mamária das fêmeas com mastite, 
nas tubulações e equipamentos envolvidos no processo de 
obtenção e processamento do leite, havendo uma correlação 
positiva entre a falha nos procedimentos de higiene e a 
formação destes filmes bacterianos (Arcuri 2000). A produção 
de biofilme na glândula mamária favorece a cronicidade 
da infecção, promovendo a seleção de microrganismos 
resistentes aos antibióticos convencionalmente utilizados 
no tratamento da mastite (Melchior et al. 2006).

Estratégias de pesquisa com produtos naturais 
antimicrobianos podem acelerar e baratear a produção 
de novas substâncias e gerar alternativas ao combate a 
microrganismos multirresistentes aos agentes terapêuticos 
disponíveis (Guimaraes et al. 2010). Considerando ainda que 
o custo de desenvolvimento de uma nova molécula sintética 
pode ultrapassar US$ 1,3 bilhão, moléculas extraídas de 
espécies vegetais com atividade antimicrobiana têm sido 
apontadas como uma das alternativas mais viáveis para 
o descobrimento de novas drogas (Dimasi & Grabowski 
2007). Extratos vegetais e substâncias isoladas apresentam 
resultados significativos na inibição ou erradicação do biofilme 
de Staphylococcuss (Freire et al. 2009, Gomes 2010, Oliveira 
2011, Cobrado et al. 2012, Saising et al. 2011). O Brasil 
é um país megabiodiverso e dentre a imensa riqueza da 
flora, o gênero Croton se destaca por apresentar espécies 
como C. nepetaefolius que produz oditerpeno casbano, 
com acentuada atividade frente S. aureus em biofilme 

(Carneiro et al. 2011) e C. urucurana, popularmente conhecida 
como Sangue de dragão, cujo extrato e compostos isolados 
possuem ação antibacteriana in vitro frente S. aureus livre 
(Peres et al. 1997, Simionatto et al. 2007, Silva Junior et al. 
2009, Zuchinalli 2009).

Considerando que trabalhos anteriores demonstraram 
a atividade de C. urucurana em células livres de S. aureus,o 
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial 
in vitro do extrato e substância isolada dessa espécie e dos 
antibióticos gentamicina e vancomicina, frente S. aureus em 
biofilme, isolados de leite de vacas com mastite.

MATERIAL E MÉTODOS
Coleta do material vegetal. Casca e entrecasca do caule de 

Croton urucurana foram coletadas no mês de agosto, no município 
de Jardinopólis, estado de São Paulo, Brasil (latitude 21º11’55,5”, 
longitude 47º44’08,8” e altitude 566m). As partes vegetais coletadas 
foram secas em estufa com circulação forçada de ar a 50°C, e em 
seguida, moída. (Número do processo de autorização para coleta de 
material vegetal concedido pelo IBAMA: 02001.00579/2011-41).

Extração e isolamento dos compostos. O material vegetal em 
pó foi submetido ao processo de maceração estática, utilizando o 
solvente hexano, em temperatura ambiente, com homogeneização 
periódica por 10 dias. Após obtenção do extrato hexânico, realizou-se 
cromatografia em coluna de sílica gel (Silicagel Acrós, 0.060-0.200mm, 
60 A; Geel, Belgium), seguida de análise cromatográfica de camada 
delgada (tlc; Aldrich, gel de sílica GF254 60 20cm×20cm×0,25mm). 
Este processo resultou em 5 frações diferenciadas por perfis 
cromatográficos, as quais foram avaliadas quanto à atividade 
antibiofilme, por meio da técnica que determina a concentração 
mínima da substância capaz de inibir a formação do biofilme 
bacteriano, descrita no item “atividade antibiofilme”. A fração mais 
ativa foi re-cromatografada resultando em uma substância isolada, 
analisada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
massas (CG-EM), segundo metodologia descrita por Nader (2014). 
A identificação da substância foi efetuada através da comparação 
do seu espectro de massas com o banco de dados do sistema CG-EM 
(NIST 62 lib.) e índice de retenção de kovats (Adams 1995).

Preparação de extratos e compostos de Croton urucurana para 
ensaio. O extrato e as frações foram dissolvidos em dimetilsulfóxido 
(DMSO) e Tween 80, ambos na concentração de 2,5% (p/v). 
A substância pura foi solubilizada em meio de cultura líquido estéril 
Brain Heart Infusion (BHI-Himedia). Foi realizado o controle dos 
veículos utilizados na solubilização dos extratos.

Microrganismos. Foram utilizadas quatro estirpes de 
Staphylococcuss Aureus isoladas de leite de vacas com mastite e 
caracterizadas genotípica e fenotipicamente por Melo et al. (2012) 
como produtoras de biofilme, e uma padrão ATCC 25923.

Tratamentos. As dosagens dos tratamentos foram determinadas 
pelo método da concentração inibitória mínima (MIC), que consiste 
na menor concentração de uma substância capaz de inibir a 
multiplicação de um isolado bacteriano (CLSI 2012). A partir de uma 
concentração inicial de cada tratamento realizou-se uma diluição 
em série e em placa estéril de poliestireno com 96 poços em fundo 
“U” foram adicionados 100μL em cada poço juntamente com 100μL 
de inoculo bacteriano padronizado, contendo S. aureus em meio 
líquido Brain Heart Infusion (BHI - Himedia) enriquecido com 
glicose (2%). As placas foram incubadas em condições adequadas 
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para a formação do biofilme bacteriano, conforme descrito no item 
seguinte, e após 24 horas foi realizada a leitura. Determinou-se a 
MIC do extrato bruto, fração, subfração e substâncias isoladas nas 
respectivas concentrações de 5mg.ml-1, 2,5mg.ml-1, 500µg.ml-1 e 
250µg.ml-1. A concentração do antibiótico gentamicina (Sigma aldrich) 
foi determinada em 30mg.ml-1, enquanto a vancomicina(Sigma 
aldrich) variou entre 4 a 32µg.ml-1.

Produção de biofilme in vitro. As estirpes de S. aureus foram 
cultivadas individualmente em ágar Brain Heart Infusion (BHI-Himedia) 
a 37°C, e incubadas por 24 horas em estufa bacteriológica. Utilizando 
meio de cultura líquido BHI (Himedia) enriquecido com glicose 
(2%), o inóculo foi padronizado em espectrofotômetro (comprimento 
de onda 546nm), correspondendo a 105UFC.mL-1, e distribuídos em 
placas de microtitulação (96 poços), que permaneceram incubadas 
a 37°C sob agitação (120rpm), por 24 horas. Os poços foram lavados 
duas vezes com solução salina 0,9% para remoção das células não 
aderidas (Gomes 2010).

Atividade antibiofilme. A determinação da concentração 
inibitória mínima das substâncias em biofilme foi realizada por 
meio da avaliação da inibição na formação do biofilme bacteriano 
(MBIC) e da avaliação na erradicação do biofilme já formado (MBEC). 
Para a determinação do MBIC, os tratamentos foram adicionados 
ao inóculo padronizado e incubados em placas de 96 poços a 37°C, 
sob agitação (120rpm), por 24 horas, e sucessivamente realizada a 
leitura. Para determinar a MBEC, inicialmente o biofilme de S. aureus 
foi formado e após 24 horas os poços foram lavados para remoção 
das células em suspensão e permanência apenas das células aderidas. 
Logo após, os tratamentos foram acrescentados à placa juntamente 
com meio de cultura e depois de 24 horas de incubação, a 37°C, sob 
agitação (120rpm), realizou-se a leitura (Gomes 2010). O método 
utilizado para a leitura da MBIC foi o Cristal Violeta (CV), enquanto 
para leitura da MBEC foi utilizado o CV e a contagem de unidades 
formadoras de colônia (UFC).

Cristal violeta (CV). A técnica do CV consistiu na adição de 
metanol para fixação das células aderidas, seguida da adição do 
cristal violeta (Dinamica) e uso de ácido acético a 33% para leitura 
de densidade óptica do biofilme (570nm) (Gomes 2010).

Contagem de unidades formadoras de colônia (UFC). Após a 
formação do biofilme, as placas de microtitulação foram lavadas com 
solução salina estéril e o conteúdo aderido às paredes do poço foi 
raspado. A placa foi submetida a um banho de ultrassom, padronizado, 
neste experimento, em 8 minutos, na frequência de 40Hz (Unique 
Ultrasonic Cleaner). Após homogeneização realizou-se a diluição 
em série em até doze vezes e fez-se o plaqueamento em placas 
de Petri de 90mm contendo ágar BHI, na forma de gotejamento 
(3 gotas/10µL cada). A incubação ocorreu por 24 horas a 37°C 
(Gomes 2010). Os valores obtidos foram transformados em escala 
logarítmica.

Microscopia eletrônica por varredura. Para a obtenção de 
imagens de microscopia eletrônica por varredura, a adesão de S. aureus 
ocorreu em cupons de aço inoxidável, utilizando a metodologia 
descrita para a determinação da concentração inibitória mínima 
de inibição do biofilme (Alves 2004, Gomes 2010).

Análise estatística. A análise estatística do experimento foi 
realizada pelo programa SISVAR, desenvolvido pela Universidade 
Federal de Lavras, versão Sisvar 5.1 Build 72 (Ferreira 2011). O teste 
estatístico aplicado foi Scott Knott, com nível de significância de 
5% (α=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Concentração mínima de inibição em biofilme (MBIC). 

Para todas as estirpes avaliadas, a MBIC do sulfato de vancomicina 
variou de acordo com a condição da multiplicação celular e com 
o método de avaliação da atividade antibacteriana. A técnica 
do cristal violeta demonstrou que 4µg.mL-1 de vancomicina 
foi o suficiente para inibir a formação do biofilme de todas 
as estirpes avaliadas e que foram necessários 8µg.mL-1 para 
eliminar 100% da biomassa do biofilme maduro (24 horas). 
Entretanto, utilizando a técnica da contagem de unidades 
formadoras de colônias, a vancomicina na concentração de 
32µg.mL-1, que é a máxima permitida em humanos (Liu et al. 
2011), não foi capaz de eliminar totalmente as bactérias 
aderidas.

Este aumento da concentração da vancomicina para 
inibir células aderidas justifica-se pela resistência que 
estes microrganismos apresentam ao se multiplicarem no 
biofilme (Davey & O’Toole 2000). Em estudo realizado por 
Reiter et al. (2012), o antibiótico vancomicina erradicou 
biofilmes maduros de Staphylococcuss aureus em concentrações 
64 a 32.000 vezes maior do que a dosagem utilizada para 
eliminação destas células planctônicas. Coraça-Huber et al. 
(2012) avaliaram a atividade da vancomicina frente 
S. aureus e determinaram MIC de 1µg.mL-1 para as células 
planctônicas, enquanto as células aderidas apresentaram 
MBEC acima de 256µg.mL-1.

O extrato vegetal de Croton urucurana (5mg.ml-1) foi 
capaz de inibir 88,94% da formação da matriz bacteriana 
de S. aureus, enquanto a gentamicina (30mg.ml-1) inibiu 
85,45% e a vancomicina (4µg.mL-1) 100% (Quadro 1). 
Portanto, estatisticamente, não foi observada diferença 
significativa entre a atividade inibitória do extrato vegetal e 
os antibióticos avaliados (p>0,05). A técnica do cristal violeta, 
utilizada neste estudo, é um método colorimétrico eficiente 
para mensurar a quantidade de biomassa formada, pois o 
cristal violeta é um corante básico que se liga a moléculas 
de superfície e polissacarídeos de carga negativa presentes 
na matriz bacteriana extracelular (Li et al. 2003).

Os veículos utilizados na solubilização dos extratos e 
substância isolada não apresentaram qualquer atividade 
inibitória sobre as estirpes de S. aureus avaliadas.

Concentração mínima de erradicação em biofilme 
(MBEC). O extrato de C. urucurana (5mg.ml-1), por meio 
do cristal violeta, erradicou 50,03% da matriz de S. aureus 
(24 horas de formação), enquanto a gentamicina (30mg.ml-1) 
eliminou 13,94% e a vancomicina (4µg.mL-1) 100% da 
biomassa bacteriana. De acordo com os resultados obtidos, o 
extrato vegetal apresentou atividade inferior ao antibiótico 
vancomicina, porém significativamente superior à gentamicina 
(p<0,05) (Quadro 1).

O sulfato de gentamicina foi utilizado neste estudo como 
tratamento comparativo por ser o antibiótico mais amplamente 
utilizado para o tratamento de mastite bovina (Fontana et al. 
2010, Branco et al. 2012). Os resultados demonstraram 
que o extrato vegetal de C. urucurana teve melhor inibição 
de S. aureus em biofilme quando comparado ao antibiótico 
gentamicina, e em concentração seis vezes menor.

Contagem de unidades formadoras de colônia (UFC). 
O extrato de C. urucurana (5mg.ml-1)e a vancomicina (32µg.mL-1) 
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apresentaram médias estatisticamente semelhantes na redução 
da população de S. aureus em biofilme, na ordem de 4 ciclos 
logarítmicos, enquanto a gentamicina (30mg.ml-1) apresentou 
atividade estatisticamente inferior, em torno de 3 ciclos 
logarítmicos (Quadro 1). Estes resultados corroboram com os 
obtidos por Rose & Poppens (2009), uma vez que os autores 
utilizaram vancomicina na concentração de 15µg.mL-1, ou seja, 
em torno da metade da concentração avaliada no presente 
estudo e conseguiram diminuir 1,8 ciclos logarítmicos na 
quantidade de unidades formadoras de colônia de S. aureus 
em biofilme, proporcionalmente semelhante aos resultados 
aqui demonstrados.

Dentre as frações obtidas do extrato de C. urucurana, a 
denominada acetato de etila (2,5mg.mL-1) e sua subfração 
(500µg.mL-1) foram as que mais significativamente atuaram 
sobre S. aureus, reduzindo a população bacteriana aderida 
em 4 ciclos logarítmicos. A substância α-Costol (Fig.1) 
isolada do extrato foi capaz de diminuir a quantidade de 
unidades formadoras de colônia de S. aureus em 6 ciclos 
logarítmicos, na concentração de 125µg.mL-1, apresentando 
resultado estatisticamente superior aos antibióticos e aos 
extratos e subfrações avaliadas (Quadro 1). Ainda que haja 
trabalhos mostrando a atividade de extratos vegetais sobre 
microrganismos aderidos, esta é a primeira vez que está 
sendo demonstrada a efetividade de extratos e substância 
isolada de C. urucurana, frente a células bacterianas em 
biofilme.

A substância α-Costol é um álcool sesquiterpeno oxigenado, 
identificada anteriormente em quantidades significativas 
no óleo essencial de Pelargonium graviolens (Rana et al. 
2002), Callitris sp. (Doimo 2001) e Magydaris tomentosa 
(Khaoukha et al. 2014). De acordo com Oh et al. (2011) 
esta substância apresenta atividade inibitória in vitro de 
Na+/K+ATPase sobre diversos microrganismos, bem como 
ação inibitória frente Staphylococcus epidermidis.

Substâncias puras ou extratos vegetais com potencial 
atividade antibiofilme podem atuar através do bloqueio da 
adesão celular bacteriana a uma superfície ou por meio do 
rompimento da comunicação celular bacteriana (Pinto 2011, 
Rutherford & Bassler 2012, Trentin et al. 2013). Embora 
o mecanismo de ação do extrato hexânico e substâncias 
de C. urucurana sejam desconhecidos, o perfil lipofílico 
(apolar) destes compostos também pode contribuir para 
sua atividade antibiofilme. De acordo com Pinto (2011), 
dentre as diversas características físico-químicas de 

um agente antimicrobiano, a polaridade é a que mais 
diretamente interfere na penetração da substância na 
matriz do biofilme.

Conhecendo os mecanismos de resistência inerentes 
às células bacterianas aderidas, é evidente que os padrões 
determinados aceitáveis para as células livres são inadequados 
para as células em biofilme. Em estudos recentes, as 
concentrações inibitórias mínimas de erradicação de 
biofilme das substâncias puras variaram entre 0,25µg.mL-1 a 
512µg.mL-1 (Saising et al. 2011, Cobrado et al. 2012), enquanto 
os extratos brutos de plantas agem em concentrações que 
atingem até 200mg.mL-1 (Freire et al. 2009).

Para células livres, Ríos & Recio (2005) consideram 
válidos em termos de prospecção terapêutica, a atividade 
antimicrobiana de extratos vegetais em concentrações 
inferiores a 100µg.mL-1 e, em se tratando de substâncias 
puras a concentração máxima aceitável é de 10µg.mL-1. 
Em contrapartida, Eloff (2004) define como 100mg.mL-1 a 
maior concentração tolerável para atividade antimicrobiana 
de extratos vegetais.

Microscopia eletrônica. Nas imagens obtidas por 
meio da microscopia eletrônica observou-se em todos 
os tratamentos avaliados uma inibição significativa na 
quantidade aderida de unidades formadoras de colônia 
de S. aureus, com destaque para a subfração, oriunda do 
extrato bruto de C. urucurana, na qual não foram encontradas 
colônias aderidas (Fig.2).

Fig.1. Estrutura química do composto isolado alfa-Costol.

Quadro 1. Atividade antibiofilme de extrato e substâncias isoladas de Croton urucurana e dos antibióticos gentamicina e 
vancomicina frente Staphylococcus aureus

Tratamentos
Croton urucurana Antibióticos

Concentração mínima em biofilme Extrato hexânico
5g.mL-1

Fração acetato
250mg.mL-1

Subfração
500µg.mL-1

α-Costol
125µg.mL-1

Gentamicina
30mg.mL-1

Vancomicina
4-32µg.mL-1

Inibição (%) 88.94 a - - - 85.45 a 100.00 aa

Erradicação cristal violeta (%) 50.03 b - - - 13.94 c 100.00 ab

Erradicação contagem UFC  
(Log UFC.mL-1) 4.16 b 4.46 b 4.90 b 6.14 a 3.14 c 4.60 bc

Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p=0,05). - Não avaliado; a 4µg.mL-1, b 8µg.mL-1, c 32µg.mL-1.
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CONCLUSÕES
O extrato hexânico de Croton urucurana foi superior ao 

antibiótico gentamicina na erradicação da biomassa e da 
população de Staphylococcuss aureus aderida.

As frações e subfrações do extrato de C. urucurana 
erradicaram a população de S. aureus em biofilme de forma 
equivalente ao extrato vegetal e ao antibiótico vancomicina.

A substância α-Costol, isolada a partir do extrato bruto de 
Croton urucurana, teve atividade destacada na erradicação 
da população aderida de S. aureus, com melhor desempenho 
que os antibióticos gentamicina e vancomicina.

A atividade antimicrobiana in vitro do extrato de Croton 
urucurana e de α-Costol frente S. aureus em biofilme demonstra 
o potencial de atividade da espécie e do composto isolado sobre 
o mais prevalente microrganismo causador da mastite bovina.

Fig.2. Microscopia eletrônica de varredura da inibição da formação do biofilme de Staphylococcus aureus. (A) Extrato de Croton urucurana, 
(B) fração acetato de C. urucurana, (C) subfração de C. urucurana, (D) vancomicina, (E,F) inóculo não tratado (controle).
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