PESQUISA
VETERINARIA
BRASILEIRA

Brazilian Journal of
Veterinary Research

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

Pesq. Vet. Bras. 38(9):1713-1719, setembro 2018
DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-5034

Artigo Original
Animais de Produgao/Livestock Diseases

2y = M

Atividade antibiofilme de substancias de Croton
urucurana em Staphylococcus aureus isolado de
mastite bovina!

Talita Thomaz Nader?*, Juliana S. Coppede?, Silvia Helena Taleb-Contini3,
Luiz Augusto Amaral? e Ana Maria S. Pereira®

ABSTRACT.- Nader T.T,, Coppede ].S., Taleb-Contini S.H., Amaral L.A. & Pereira A.M.S. 2018.
[Antibiofilm activity of Croton urucurana compounds against Staphylococcus aureus
isolated from mastitis in dairy cattle.] Atividade antibiofilme de substancias de Croton
urucurana em Staphylococcus aureus isolado de mastite bovina. Pesquisa Veterindria Brasileira
38(9):1713-1719. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual “Jtlio
de Mesquita Filho”, Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, Jaboticabal, SP 14884-900,
Brazil. E-mail: talitanader@hotmail.com

Mastitis in dairy cattle is the disease that impacts dairy production the most; Staphylococcus
aureus is the main causative agent of this condition. The genus Staphylococcus has the ability
to produce biofilms, an important mechanism of antibiotic resistance. Bearing in mind
that plants have therapeutic action, this study investigated the in vitro antibiofilm activity
of the plant extract and compounds isolated from the species Croton urucurana, native to
the Brazilian Cerrado, against Staphylococcus aureus isolated from the milk of cows with
mastitis, as well as the antibiotic gentamycin and vancomicyn. The antibiofilm activity was
evaluated by means of violet crystal and the counting of Colony Forming Units. The images
were obtained by scanning electron microscopy. The C. urucurana crude extract and fraction
displayed better antibiofilm effect than gentamycin; their antibiofilm action was similar to
the action of vancomycin. Compared with all the assessed treatments, the isolated compound
a-Costol was significantly more active it reduced six logarithmic cycles of the bacterial
population composing the biofilm. The phytocomplexs and the a-Costol substance isolated
from Croton urucurana are promising in the fight against one of the main etiological agents
of bovine mastitis.

INDEX TERMS: Antibiofilm, Croton urucurana, Staphylococcus aureus, isolated, mastitis, dairy cattle,
biofilm, Euphorbiaceae, a-Costol, cattle, bacterioses.

RESUMO.- A mastite bovina é a enfermidade que causa urucurana, nativa do Cerrado, foi alvo do presente estudo,
maior impacto na producdo leiteira, sendo o microrganismo  que teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme
Staphylococcus aureus o mais prevalente. Este género possui in vitro do extrato vegetal e substancias isoladas desta
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e a substancia a-Costol isolados de Croton urucurana sao
promissores no combate a um dos principais agentes
etiol6gicos da mastite bovina.

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

INTRODUCAO

A mastite, caracterizada por um processo inflamatério da
glandula mamaria, é a enfermidade mais prevalente em
rebanhos bovinos destinados a produgio leiteira, impactando
negativamente na economia desse setor (Langoni etal. 2011).
Um rebanho com 15% de prevaléncia da mastite bovina
apresenta 60% de perda da receita bruta (Lopes etal. 2012).
Embora a mastite possa ser ocasionada por inimeros
patégenos, bactérias do género Staphylococcus spp. sao
reconhecidas como os agentes etiolégicos mais isolados
dos casos de infecgdes intramamarias em ruminantes
(Vliegher etal. 2012). Dentre os diversos fatores de viruléncia
que o género Staphylococcus apresenta, a capacidade de
adesdo no epitélio da glandula mamaria é considerada um
ponto critico na patogenia da mastite (Hermans et al. 2010).
A adesdo do Staphylococcus aureus esta associada a formacgao
de biofilmes em tecidos infectados, como um mecanismo
de auto-protecdo (Bannerman 2003). Os biofilmes sao
constituidos de bactérias aderidas a uma superficie, envolvidas
por uma matriz de polimeros organicos (Sauer etal. 2007).
Nos biofilmes os microrganismos estdo mais resistentes a
acdo de agentes fisicos e quimicos, como os antibiéticos
e produtos utilizados nos procedimentos de higienizacao
(Marques et al. 2007). Os biofilmes de S. aureus podem ser
formados na glandula mamaria das fémeas com mastite,
nas tubulacoes e equipamentos envolvidos no processo de
obtencdo e processamento do leite, havendo uma correlagao
positiva entre a falha nos procedimentos de higiene e a
formacao destes filmes bacterianos (Arcuri 2000). A producdo
de biofilme na glandula mamaria favorece a cronicidade
da infec¢do, promovendo a selegdo de microrganismos
resistentes aos antibi6ticos convencionalmente utilizados
no tratamento da mastite (Melchior et al. 2006).
Estratégias de pesquisa com produtos naturais
antimicrobianos podem acelerar e baratear a producao
de novas substancias e gerar alternativas ao combate a
microrganismos multirresistentes aos agentes terapéuticos
disponiveis (Guimaraes et al. 2010). Considerando ainda que
o custo de desenvolvimento de uma nova molécula sintética
pode ultrapassar US$ 1,3 bilhdo, moléculas extraidas de
espécies vegetais com atividade antimicrobiana tém sido
apontadas como uma das alternativas mais viaveis para
o descobrimento de novas drogas (Dimasi & Grabowski
2007). Extratos vegetais e substancias isoladas apresentam
resultados significativos na inibi¢do ou erradicagdo do biofilme
de Staphylococcuss (Freire etal. 2009, Gomes 2010, Oliveira
2011, Cobrado et al. 2012, Saising et al. 2011). O Brasil
é um pais megabiodiverso e dentre a imensa riqueza da
flora, o género Croton se destaca por apresentar espécies
como C. nepetaefolius que produz oditerpeno casbano,
com acentuada atividade frente S. aureus em biofilme
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(Carneiro etal. 2011) e C. urucurana, popularmente conhecida
como Sangue de dragdo, cujo extrato e compostos isolados
possuem ac¢ao 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 substancia isolada dessa espécie e dos
antibidticos gentamicina e vancomicina, frente S. aureus em
biofilme, isolados de leite de vacas com mastite.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal. Casca e entrecasca do caule de
Croton urucurana foram coletadas no més de agosto, no municipio
de Jardinopdlis, estado de Sdo Paulo, Brasil (latitude 21211’55,5",
longitude 47244°08,8” e altitude 566m). As partes vegetais coletadas
foram secas em estufa com circulagdo for¢cada de ar a 50°C, e em
seguida, moida. (Nimero do processo de autorizagdo para coleta de
material vegetal concedido pelo IBAMA: 02001.00579/2011-41).

Extracdo e isolamento dos compostos. O material vegetal em
p6 foi submetido ao processo de maceragio estatica, utilizando o
solvente hexano, em temperatura ambiente, com homogeneizacdo
periddica por 10 dias. Ap6s obtengao do extrato hexanico, realizou-se
cromatografia em coluna de silica gel (Silicagel Acrds®, 0.060-0.200mm,
60 A; Geel, Belgium), seguida de andlise cromatografica de camada
delgada (tlc; Aldrich, gel de silica GF254 60 20cmx20cmx0,25mm).
Este processo resultou em 5 fragdes diferenciadas por perfis
cromatograficos, as quais foram avaliadas quanto a atividade
antibiofilme, por meio da técnica que determina a concentragdo
minima da substancia capaz de inibir a formagao do biofilme
bacteriano, descrita no item “atividade antibiofilme”. A fracdo mais
ativa foi re-cromatografada resultando em uma substancia isolada,
analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), segundo metodologia descrita por Nader (2014).
A identificacdo da substancia foi efetuada através da comparagdo
do seu espectro de massas com o banco de dados do sistema CG-EM
(NIST 62 lib.) e indice de retengdo de kovats (Adams 1995).

Preparacdo de extratos e compostos de Croton urucurana para
ensaio. O extrato e as fragdes foram dissolvidos em dimetilsulf6xido
(DMSO) e Tween 80, ambos na concentracdo de 2,5% (p/v).
A substancia pura foi solubilizada em meio de cultura liquido estéril
Brain Heart Infusion (BHI-Himedia®). Foi realizado o controle dos
veiculos utilizados na solubilizacdo dos extratos.

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

Tratamentos. As dosagens dos tratamentos foram determinadas
pelo método da concentragao inibitéria minima (MIC), que consiste
na menor concentra¢do de uma substincia capaz de inibir a
multiplicacdo de um isolado bacteriano (CLSI 2012). A partir de uma
concentracgdo inicial de cada tratamento realizou-se uma diluicdo
em série e em placa estéril de poliestireno com 96 pogos em fundo
“U” foram adicionados 100puL em cada pogo juntamente com 100uL
de inoculo bacteriano padronizado, contendo S. aureus em meio
liquido Brain Heart Infusion (BHI - Himedia®) enriquecido com
glicose (2%). As placas foram incubadas em condi¢des adequadas
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para a formacao do biofilme bacteriano, conforme descrito no item
seguinte, e apds 24 horas foi realizada a leitura. Determinou-se a
MIC do extrato bruto, fracdo, subfracdo e substancias isoladas nas
respectivas concentragdes de 5mg.ml?, 2,5mg.ml?, 500pug.ml? e
250pug.ml? A concentragdo do antibidtico gentamicina (Sigma aldrich®)
foi determinada em 30mg.ml?, enquanto a vancomicina(Sigma
aldrich®) variou entre 4 a 32pg.ml.

Producio de biofilme in vitro. As estirpes de S. aureus foram
cultivadas individualmente em agar Brain Heart Infusion (BHI-Himedia®)
a37°C, eincubadas por 24 horas em estufa bacterioldgica. Utilizando
meio de cultura liquido BHI (Himedia®) enriquecido com glicose
(2%), o in6culo foi padronizado em espectrofotdmetro (comprimento
de onda 546nm), correspondendo a 10°UFC.mL", e distribuidos em
placas de microtitulagio (96 pogos), que permaneceram incubadas
a37°Csob agitacdo (120rpm), por 24 horas. Os pogos foram lavados
duas vezes com solucdo salina 0,9% para remocgao das células ndo
aderidas (Gomes 2010).

Atividade antibiofilme. A determinac¢do da concentragdo
inibitéria minima das substancias em biofilme foi realizada por
meio da avaliagdo da inibi¢do na formagdo do biofilme bacteriano
(MBIC) e da avaliagdo na erradicagao do biofilme ja formado (MBEC).
Para a determinacdo do MBIC, os tratamentos foram adicionados
ao inéculo padronizado e incubados em placas de 96 pogos a 37°C,
sob agitagdo (120rpm), por 24 horas, e sucessivamente realizada a
leitura. Para determinar a MBEC, inicialmente o biofilme de S. aureus
foi formado e apds 24 horas os pogos foram lavados para remogao
das células em suspensao e permanéncia apenas das células aderidas.
Logo apds, os tratamentos foram acrescentados a placa juntamente
com meio de cultura e depois de 24 horas de incubacéo, a 37°C, sob
agitagdo (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 coldonia (UFC).

Cristal violeta (CV). A técnica do CV consistiu na adicdo de
metanol para fixacdo das células aderidas, seguida da adi¢do do
cristal violeta (Dinamica®) e uso de acido acético a 33% para leitura
de densidade éptica do biofilme (570nm) (Gomes 2010).

Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC). Apds a
formacdo do biofilme, as placas de microtitulagio foram lavadas com
solugdo salina estéril e o contetido aderido as paredes do pogo foi
raspado. A placa foi submetida a um banho de ultrassom, padronizado,
neste experimento, em 8 minutos, na frequéncia de 40Hz (Unique®
Ultrasonic Cleaner). Ap6s homogeneizac¢do realizou-se a diluicdo
em série em até doze vezes e fez-se o plaqueamento em placas
de Petri de 90mm contendo agar BHI, na forma de gotejamento
(3 gotas/10pL cada). A incubagdo ocorreu por 24 horas a 37°C
(Gomes 2010). Os valores obtidos foram transformados em escala
logaritmica.

Microscopia eletronica por varredura. Para a obtencdo de
imagens de microscopia eletronica por varredura, a adesdo de S. aureus
ocorreu em cupons de ago inoxidavel, utilizando a metodologia
descrita para a determinagdo da concentracdo inibitéria minima
de inibicdo do biofilme (Alves 2004, Gomes 2010).

Analise estatistica. A analise estatistica do experimento foi
realizada pelo programa SISVAR, desenvolvido pela Universidade
Federal de Lavras, versao Sisvar 5.1 Build 72 (Ferreira 2011). O teste
estatistico aplicado foi Scott Knott, com nivel de significincia de
5% (a=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracido minima de inibi¢do em biofilme (MBIC).
Para todas as estirpes avaliadas, a MBIC do sulfato de vancomicina
variou de acordo com a condi¢do da multiplicagdo celular e com
o método de avaliagdo da atividade antibacteriana. A técnica
do cristal violeta demonstrou que 4ug.mL* de vancomicina
foi o suficiente para inibir a formac¢do do biofilme de todas
as estirpes avaliadas e que foram necessarios 8ug.mL! para
eliminar 100% da biomassa do biofilme maduro (24 horas).
Entretanto, utilizando a técnica da contagem de unidades
formadoras de coldnias, a vancomicina na concentracgdo de
32pg.mL?, que é a maxima permitida em humanos (Liu et al.
2011), ndo foi capaz de eliminar totalmente as bactérias
aderidas.

Este aumento da concentracdo da vancomicina para
inibir células aderidas justifica-se pela resisténcia que
estes microrganismos apresentam ao se multiplicarem no
biofilme (Davey & O’Toole 2000). Em estudo realizado por
Reiter et al. (2012), o antibiético vancomicina erradicou
biofilmes maduros de Staphylococcuss aureus em concentragdes
64 a32.000 vezes maior do que a dosagem utilizada para
eliminacdo destas células plancténicas. Coraga-Huber et al.
(2012) avaliaram a atividade da vancomicina frente
S. aureus e determinaram MIC de 1pg.mL"! para as células
planctonicas, enquanto as células aderidas apresentaram
MBEC acima de 256pug.mL™.

O extrato vegetal de Croton urucurana (5mg.ml?) foi
capaz de inibir 88,94% da formag¢do da matriz bacteriana
de S. aureus, enquanto a gentamicina (30mg.ml?) inibiu
85,45% e a vancomicina (4ug.mL') 100% (Quadro 1).
Portanto, estatisticamente, ndo foi observada diferenca
significativa entre a atividade inibitéria do extrato vegetal e
os antibidticos 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 basico que se liga a moléculas
de superficie e polissacarideos de carga negativa presentes
na matriz bacteriana extracelular (Li et al. 2003).

Os veiculos utilizados na solubilizagcdo dos extratos e
substdncia isolada ndo apresentaram qualquer atividade
inibitdria sobre as estirpes de S. aureus avaliadas.

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

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

Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC).
0 extrato de C. urucurana (5mg.ml*)e a vancomicina (32ug.mL™)

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



1716 Talita Thomaz Nader et al.

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

Tratamentos
Croton urucurana Antibidticos
Concentragdo minima em biofilme Extrato hexanico  Fragdo acetato Subfracdo a-Costol Gentamicina Vancomicina
S5g.mL! 250mg.mL! 500pg.mL*! 125pg.mL? 30mg.mL* 4-32pug.mL?
Inibicao (%) 88.94 a - - - 85.45a 100.00 a*
Erradicacdo cristal violeta (%) 50.03b - - - 1394 c 100.00 a®
Erradicacdo contagem UFC 416D 446D 490D 6.14a 3.14c 4.60 be

(Log UFC.mL1)

Médias seguidas por letras distintas nas linhas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p=0,05). - Ndo avaliado; * 4ug.mL, ® 8ug.mL?, ¢ 32pug.mL™.

apresentaram médias estatisticamente semelhantes na redugao
da populagio de S. aureus em biofilme, na ordem de 4 ciclos
logaritmicos, enquanto a gentamicina (30mg.ml ) apresentou
atividade estatisticamente inferior, em torno de 3 ciclos
logaritmicos (Quadro 1). Estes resultados corroboram com os
obtidos por Rose & Poppens (2009), uma vez que os autores
utilizaram vancomicina na concentragdo de 15ug.mL, ou seja,
em torno da metade da concentragdo avaliada no presente
estudo e conseguiram diminuir 1,8 ciclos logaritmicos na
quantidade de unidades formadoras de colénia de S. aureus
em biofilme, proporcionalmente semelhante aos resultados
aqui demonstrados.

Dentre as fragcdes obtidas do extrato de C. urucurana, a
denominada acetato de etila (2,5mg.mL") e sua subfracido
(500pg.mL*) foram as que mais significativamente atuaram
sobre S. aureus, reduzindo a populacido bacteriana aderida
em 4 ciclos logaritmicos. A substancia a-Costol (Fig.1)
isolada do extrato foi capaz de diminuir a quantidade de
unidades formadoras de coldonia de S. aureus em 6 ciclos
logaritmicos, na concentragdo de 125pg.mL, apresentando
resultado estatisticamente superior aos antibiéticos e aos
extratos e subfracdes avaliadas (Quadro 1). Ainda que haja
trabalhos mostrando a atividade de extratos vegetais sobre
microrganismos aderidos, esta é a primeira vez que esta
sendo demonstrada a efetividade de extratos e substancia
isolada de C. urucurana, frente a células bacterianas em
biofilme.

A substancia a-Costol € um alcool sesquiterpeno oxigenado,
identificada anteriormente em quantidades significativas
no o6leo 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 substancia apresenta atividade inibitéria in vitro de
Na*/K*ATPase sobre diversos microrganismos, bem como
acdo inibitdria frente Staphylococcus epidermidis.

Substancias puras ou extratos vegetais com potencial
atividade antibiofilme podem atuar através do bloqueio da
adesdo celular bacteriana a uma superficie ou por meio do
rompimento da comunicagao celular bacteriana (Pinto 2011,
Rutherford & Bassler 2012, Trentin et al. 2013). Embora
o0 mecanismo de a¢do do extrato hexanico e substancias
de C. urucurana sejam desconhecidos, o perfil lipofilico
(apolar) destes compostos também pode contribuir para
sua atividade antibiofilme. De acordo com Pinto (2011),
dentre as diversas caracteristicas fisico-quimicas de
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Fig.1. Estrutura quimica do composto isolado alfa-Costol.

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

Conhecendo os mecanismos de resisténcia inerentes
as células bacterianas aderidas, é evidente que os padrdes
determinados aceitaveis para as células livres sdo inadequados
para as células em biofilme. Em estudos recentes, as
concentrac¢des inibitérias minimas de erradicacao de
biofilme das substéncias puras variaram entre 0,25ug.mL"' a
512pg.mL* (Saising etal. 2011, Cobrado et al. 2012), enquanto
os extratos brutos de plantas agem em concentragdes que
atingem até 200mg.mL™" (Freire et al. 2009).

Para células livres, Rios & Recio (2005) consideram
validos em termos de prospeccao terapéutica, a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais em concentragdes
inferiores a 100pg.mL! e, em se tratando de substancias
puras a concentracdo maxima aceitavel é de 10pg.mL™.
Em contrapartida, Eloff (2004) define como 100mg.mL"' a
maior concentracao toleravel para atividade antimicrobiana
de extratos vegetais.

Microscopia eletrénica. Nas imagens obtidas por
meio da microscopia eletrénica observou-se em todos
os tratamentos avaliados uma inibi¢ao significativa na
quantidade aderida de unidades formadoras de coldnia
de S. aureus, com destaque para a subfracgio, oriunda do
extrato bruto de C. urucurana, na qual ndo foram encontradas
colonias aderidas (Fig.2).
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Fig.2. Microscopia eletronica de varredura da inibigdo da formacao do biofilme de Staphylococcus aureus. (A) Extrato de Croton urucurana,
(B) fragdo acetato de C. urucurana, (C) subfragdo de C. urucurana, (D) vancomicina, (E,F) in6culo nio tratado (controle).

CONCLUSOES

0 extrato hexanico de Croton urucurana foi superior ao
antibidtico gentamicina na erradicagdo da biomassa e da
populacdo de Staphylococcuss aureus aderida.

As fracdes e subfracdes do extrato de C. urucurana
erradicaram a populacdo de S. aureus em biofilme de forma
equivalente ao extrato vegetal e ao antibiético vancomicina.

A substancia a-Costol, isolada a partir do extrato bruto de
Croton urucurana, teve atividade destacada na erradicacao
dapopulacdo aderida de S. aureus, com melhor desempenho
que os antibiéticos gentamicina e vancomicina.

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